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Introduction

Depuis son agnement en 1986, le microscogpéorce atomique, ou AFM, a connu uawklop-
pement exponentiel de son utilisation. Durant toutes cegées)r’AFM a subi de nombreuses
évolutions dont la plus importante est probablement I'invention des modes de fonctionnement dy-
namiques. Dans ces modes, la pointe n’est non plus en contact permaner¢eivaatillon mais
oscillea proximi€ de sa surface. Ces modes conventionnellementégpehtact-Intermittenet
Non-contacpermettent deéduire consi@rablement la contrainte exée par la pointe sur la sur-
face de lechantillon glargissant ainsi 'utilisation de 'AFM aux miatiaux mous et en particulier
a I'etude de ma&riaux biologiques.

Les ceveloppements de la biologie negulaire durant les ages 90 ont monérla recessié de
mettre au point des outils permettant I'analyse sim@éad’'un grand nombre de n@alules. Sur
le principe de I'inégration de minuscules composants sur siliciunglectronique, la &ation de
biopucesa ainsi vu le jour. LADN de part son importance dans I'ensemble des processus biolo-
giques est certainement la reolle qui a fait I'objet du plus grand nombre de travaux. Les paces
ADN reposent sur le principe de la reconnaissanéeifigue par hybridation de deux monobrins
d’ADN de squences compimentaires. Elabéesa partir d'un substrat solide fonctionnaisur
lequel sont ealies par greffage des plots de monobrins-sondegdeences connues, elles per-
mettent d’identifier dans une solution, les monobrins-ciblesqute® la 8quence compimentaire.

Dans la coursa l'integration de ces sy@mnes pour augmenter le nombre @égsences ana-
lysées sur une @me puce, les tailles de plots tendent aujourddge éduirea I'échelle du
micron. Or, les rethodes conventionnellement utdiss pour I'analyse des puces (fluorescence,
spectroscopie infra-rouge, ....) ne sont pas appeepé la cetection des &s faibles quantis de
matiere. De plus, leurs mesureant macroscopiques, elles ne donnent pas d’'informations locales
sur la constitution des puceascetteechelle.

L'avenement desanobiotechnologiese peut donc s’cgrer que par I'adaptation des moyens
de caraddrisation de ces biopuces deséchelles submicroniques. Ainsi, les microscopies en
champ proche et en particulier 'AFM, par sa capaeaitimager des surfaces "molles” avec une
résolution moéculaire a I'air mais aussi en solution, seggentent comme des outils bien adampt
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10

Ce travail s’inéresse la caradrisation par microscopieforce atomique de pucasADN de
leur élaboration jusqud I'investigation des processus d’hybridation. Cétiiede se fixe deux ob-
jectifs. Le premieréside dans la com@hension des gtanismes de greffages des oligogatides
de manére a optimiser les protocoles degparation en vue d’'uneéduction de la taille des
plots. Reciproquement, les pucé&sant des sysmes tés complexes, elles offrent la possilalit
d’éprouver les propetes de caraérisation de '’AFM et de discuter I'origine des constrastes to-
pographiqgues sur ces surfaces molles.

Ainsi, ce travail @butera par une descriptiogtdillee des modes de fonctionnement de I'AFM.
On insistera tout particldrement sur les ava@es dans la comphension du mode dynamique en
amplitude. Une discussion sur le choix des condition®drpentales adapés pour notrétude
sera eali€e en fin de cette partie.

Une seconde partieedeloppera ce que sont les puée#DN. Une revue bibliographique
montrera que ces syghes peuverdtreélabogs suivant de nombreuses voies parmi lesquelles on
présentera celles choisies au laboratoire.

Dans une troigime partie, on s’i@ressera augtudes ar@rieures ealies par AFM sur des
sysemes voisins identiqued nos puces, constiég de sondes immobiéss sur substrat. On
présenteraegalement les principaux points clefs de la caasation de 'ADN par AFM, per-
mettant de @gager des informations concernant les conditions favorables poedeaécune
information topologique f@cise sur ces matiaux.

Les deux derniers chapitres seroatlés auxetudes exprimentales que nous avons conduites
en microscopiea force atomique sur des puc@ ADN mockles. Dans une pregrie partie, une
analyse dtaillee de chacune déapes impligées dans la @paration de nos puc@sADN sera
reali®e : de la peparation du substrat I'immobilisation des sondes. Linfluence sur les mor-
phologies degchantillons de deux paraatnes a particuirement rele& notre attention : il s’agit
de la longueur et de la nature desjaences des sondes immol@éés. La comm@hension des
mécanismes de greffage sera au centre de nascpupations. Enfin, dans la desre partie on
procederaa la caradtrisation des processus d’hybridation. On discutera de l'influence de la na-
ture et de la longueur des brins hylirgdd Pour ce faire des brins de trois longueursddites,
correspondand 1500, 600 et 84 bases de long, 6t £lectionres. La configuration initale des
brins sera aussi dis@igu'’il s’agisse de brins non, mono et multimaggunais aussi de simples
et doubles brins.



Chapitre 1
Principe du microscopea force atomique

Invent€ par Binnig en 1986 [1] le microscopgorce atomique ou AFM (Atomic Force Micro-
scopy) s’inscrit aujourd’hui comme un outil d’analyse incontournablf@chelle de la m@cule.
Comme le microscopa effet tunnel, il appartierd la famille des microscopessonde localea
la difference pes que 'on ne s’iréresse plus au courant tunnel qui s’instaure entre la sonde et la
surface de Echantillon mais aux forces d’interaction qui existent entre la point@etdintillon.
L'AFM a néanmoins connu de nombreuses modifications afin de s’adap&s domaines d’'ap-
plications les plus diverses possibles. La transformation certainement la plus margsateede
'avenement des modes oscillants en 1993 [2], qui a cénsidemenélargi le champ d’applica-
tions de 'AFM, et a ouvert, en particulier, la voie de I'imagerie surénaux de faible durét
Dans ce chapitre, on @sentera dans un premier temps le princi@eegal du microscopa force
atomique. On discutera ensuite deux @iféfnts modes d’'imagerie qui seront uéikspar la suite
dans ce travail. Puis, oréthillera le mode de fonctionnement en amplitude ainsi que les @ganc
dans sa comp@hension et sa métisation.

1.1 Principe geréral

Le principe gréeral des microscopes sonde locale repose sur le catgrdes éplacements
d’'une sonde ou pointe de taille nanetrique dans le champ proche déedhantillon de maeire
a collecter des informations relativagles caraéristiques de Bchantillona I'echelle de la taille
de la pointe.

Dans le cas du microscopeforce atomique, cette pointe est m@amsur un levier ou cantile-
ver, qui se éformeélastiquement en psence des asptés de surface. Eregime quasi-statique,
la force de rappel du levier compengdout instant les forces d’interactions poitehantillon.
Si, on ne s’inéresse qu@ la composante verticale, on a dong};._.., = kz, ou k est la rai-

11



12 CHAPITRE 1. PRINCIPE DU MICROSCOPE FORCE ATOMIQUE

deur effective du sysme surface-levier du levief,,._.., la force d’'interaction entre la pointe
et I'échantillon. Ainsi, la éflexion du levier rend compte des variations des forces d’interaction
pointe€chantillon et donc de la topographie dechantillon dans le casidl est homogne.

Image
Dvz = F(Vx, Vy)

Pointe AFM

I Set Point

Bloc
I Mesure Electronique|_|

Photo- Boucle
diodes — T d’asservissement du
~ signal :I e vef

Translateur
Piézoélectriglie
(x,y.2)

|

Levier

Piézo. Excitateur
Pointe \/

Echantillon

F1G.1.1— Sctema de principe du microscopeforce atomique.

La déflexion du levier est meseea I'aide d’'un systme optique&lementaire. Un laser focaéis
sur I'extrémite du levier va seaflechir en direction d’une photodiode. La photodiode est coitu
de quatre cadrans qui permettent é&imir precisement la position du spot du laser sur celle-ci par
mesure de difrences d’'intengt La ceflexion verticale est doe par le signalA+B)—(C+D)
et la torsion (@flexion laérale) paf A + C) — (B + D). La photodiode renvoie ensuiéeun bloc
électronique la valeur en intensitnesuee correspondai la ceflexion de l'instantt . Comme le
levier se @formeélastiquement, en enregistrant lefldxions, on a ainsi aésa la topographie
de surface d’uréchantillon.

De manere ¢grérale, I'acquisition des doies ne s’effectue pas de mar directe mais par
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asservissement de la position de la poiatene valeur de &flexion de eference appék SET-
POINT. Les valeurs de laaflexion du levier mes@esa tout instant sont ainsi comgisasa cette
valeur de eference. Sila valeur mesg est diferente de la valeur défrence, lElectronique en-

voie aux @ramiques fzcelectriques, qui commandent lesglacements de la pointe, des tensions
de manérea ce qu’elles se contractent ou se dilatent de factamener la valeur de l&flexion
instantakea la valeur de &ference. On parle d’asservissement ou de boucle&teaction. La
reponse deséramiques @Ezcelectriquesétant en prendre approximation ligaire en tension,

la topographie de &chantillon est obtenue en enregistrant les tensions qu'’il faut appliquer aux
céramiques fzcelectriques pour ramener la valeur instaga la valeur de&ference. Ce prin-
cipe de fonctionnement par asservissement ou bouclétdeaction conduit dona travaillera
"déflexion constante” appelencore moda "force constante”. Ce mode est le premier mis au
point : il s’agit du mode contact. Le principe de fonctionnement de I'’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 I'exémite de la pointe ainsi que la distance entre la pointeéehlan-
tillon sont deux parastres qui vont éterminer la nature des forcegpominantes dans le proces-
sus d’acquisition de 'AFM. Les pointesgsentent gréralement un rayon de courbure de I'ordre
de la dizaine de nancgtres. Donca la difference du microscopeeffet tunnel (STM), 0 le cou-
rant mesue correspond dans sa quasi to&@hiu courant tunnel qui passe par le dernier atome de
la pointe, en microscopia force atomique (AFM), le signaésulte d’'un moyennage des forces
d’interaction sur une centaine, voire quelques milliers d’atomes.

C’est dans la sensibiétde la pointe aux variations du champ de force en fonction de la dis-
tance queéside la pecision de la microscopie force atomique. En effet, la consigne de trawail
force constante conduit la poirgesuivre les courbes d’isoforce. En fonction de la distance pointe-
échantillon, on distinguera défents modes de fonctionnement de I'appareil.

En I'absence de champ externe, les forces dominantes sont les interactions de Van der Waals,
les interactionsépulsivesa courte poke ainsi que les forces d’agkion et de capillait Nous
allons cktailler dans le paragraphe suivant ces forces égigant leur domaine d’influence et
guelques ordres de grandeur compte tenues desdsre notre sy&ine.
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1.2.1 Interactionsa longue portee
a- Les forces de Van der Waals

Les fluctuations du chamglectromagatique, esultant d’effets thermiques ou de fluctuations
guantigues, sord I'origine des forces d'interactions de Van der Waals. La descriptiearijue
de ces forces estegeralement effecee dans le cadre d’'unéegnétrie pointeéchantillon sim-
plifiée et ramed@ea une configuration sgne-plan avec R>z (approximation d®erjaguin) [3].
Dans ce cadre, la contribution des forces de Van der Waals est :

HR
F =—— 1.1
vaw (2) 2 (1.1)
ou H est la constante de Hamaker, R le rayon de courbure de la pointe et z la distance pointe-

echantillon.

Cette force est dans la plupart des cas une force attractieegitdorsque la pointe €loigne
de la surface. Les valeurs de H (en mod@&nt typiquement de I'ordre de 18 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 exeke sur la pointe est de 0,1 nN. Cette valeur donne I'ordre de grandeur de cette
contribution en AFM.

b- Les forceseélectrostatiques

Les forcelectrostatiques constituent la seconde contribution aux forces d’interadtiogue
portee. En fonction de la nature du reatwu, de la pointe et des exfences, ces contributions
peuvent jouer undle important. De nombreux metes dcrivent I'interaction entre une pointe et
un substrat de natureatallique [4, 5]. Par ailleurs, dans le cas deshantillon isolant, la @sence
de deux distributions de charges, une sur la pointe et uneéslrdhtillon, conduiegalement
une interactiorelectrostatique entre la pointe et la surfad@sgrie par les expression de Coulomb
dans une gonetrie splere-plan. [6, 7]

Consicerons une pointe chagg, de rayorR, repésenée par un point de charg® situé a
'aplomb d’'une Egion de la surface posdant une dengtde charge uniforme. Linteraction
électrostatiqueasultante, quand la pointe eéthantillon sont espéas de la distancg est donie
par I'expression :

Qo z
Felectrasmt.(z) - 2_60[1 - \/R2:—)—Z2]’ (12)
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Pour une distance de 5 nm entre la pointe &thantillon, un point de charge sur la pointe de
1,9x 107'6C, une dens surfacique de charge dec20-8C/cn? et un rayon de pointe de 10 nm,
la forceélectrostatique est d’environ 1 nN. Cette valeur est donc @onenordre de grandeur que
les contributions de Van der Waals.

1.2.2 Contact et forcesa courte portée

En ce qui concerne les forces de courte @ertes principales contributionségent des forces
d’adhésion et des forces de capill&rit

a- Contact et adhesion

z

A I' échelle de I'atome ou de la neadule, les forcesapulsives proviennentgeralement, soit
de la €pulsion ionique, soit du principe de Pauli. Dans le cas de 'AFM les aires de contact im-
pliguent un grand nombre d’atomes, de I'ordre de quelques centaines ou quelques milliers, soit un
nombre suffisamment grand pour que les pretpsa cetteechelle ne soient plusdrites par des
interactions atomiques mais par legéadhies des milieux continus et en particulier sous I'approxi-
mation du continuum @lasticié.

En fonction de la raideur des surfaces et de la pointe &#l@n trouvera diffrents modles
de description du contact. Les deux paedras principaux quiégissent le contact d’'une pointe
avec unéchantillon sont la durétdes matriaux (pointe et surface) ainsi que leur nature chi-
mique. Ainsi, en fonction de ces deux paktmes, la pointe pourra (ou nongfdrmer la sur-
face de |lechantillon, ce qui conduira uneindentationde la surface par la pointe. On appellera
materiaudur un maériau posédant un module de Young de I'ordre de 100 GPa eénmimou
ou ceformablecelui dont la valeur du module de Young es&néurea 1 GPa. A titre d’exemple,
la silice posede un module de 90 GPa tandis que I'’ADN double brin @desin module de Young
de 0,34 GPa suivant sa longueur.

Plusieurs modles ontéte élaboés pour écrire le contact entre deux néaiaux. Historique-
ment le moeéle de Herz (1881) [8] a permis dédtire le contact de deux objets souraide tes
faibles contraintes enégligeant les forces d’aésion. Cette description condaitune rupture du
contact progressive. Aujourd’hui deuxétbries permettent deedrire deux cagories de contact.
La theorie de Derjaguin-Muller-Toporov (DMT) [9] prend en compte les forces daudim mais
les auteurs supposent gu’elles sont incapablestmmer les surfaces. Il s'agit donc d’'une des-
cription du contact entre deux surfaces "dures”. Au contraire, érib de Johnson-Kendall-
Roberts (JKR) [10] dcrit le contact entre deux surfaces et &atmation des surfaces molles
durant le contact. On vaédelopper bévement cette #orie, qui est celle qui&trit le mieux le
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contact dans notre syshe @i la surface est constite d’objets biologiques et paste donc un
faible module délasticié.

Dans le moéle JKR [10], les forces agissant sur I'exeur de I'aire de contact de la pointe

avec l'echantillon sont suppéss tes faibles et seront donc consiées comme nulles tandis que
la contraintea la ligne de contact tend vers l'infini. Ainsi, le centre du contact @stilsif alors
que sa pripherie est attractive. Energie de surface provoque un aplatissement des surfaces et la
formation d’'un col adisif. Sous ces hypodises, le modulélastique effectif du contact pointe
echantillon, K, s’exprime de la masme suivante :

1 4 1—v?

®=3 B ! (1.3)

i=1,2

avec, F; le module de Young des deux reatiux (pointe et surface) et les coefficients de
Poisson correspondants. La force d’'adion, F,, et a le rayon de contact sont d@mpar les
expressions :

3
Foan = §7TRW123 (1-4)

R
a:[E4Pﬂ+3wRWG%4—v%wRqu%4-@meq%Vﬂ2 (1.5)

ou, W3 est le travail d’adision des solides 1,2 dans le milieu 3, F la force applkgsur la
sptere et R le rayon de la pointe.

Enfin, on peut alorévaluer I'indentation de la pointepar :

2 9 3/2
5:—%+§%?dﬂ (1.6)

ou, & est le rayon de contact en I'absence de forces exterags=: (6”32#)1/3 évalle a
partir de 'équation 1.5.

Ainsi, 'adhésion entre une pointe de rayon 10 nm et une surfaglastongre vaut : E,, ~12
nNetg ~ 1nm.

b- Forces de capillarite

Enfin, une derriire contribution importante pour les @tences effeciees en mode contact
sous conditions ambiantes sont les forces de capélain effet, si lenergie de surface des
matriaux composant la pointe eéEhantillon estleee, les vapeurs des liquide€pents dans
'atmosptere (eau, hydrocarbures) peuvent se condenser sgonégnt sur ces deux objets. Au
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contact il setablit un pont capillaire entre ces deux surfaces. Le rayon de courbure du pont capil-
laire est rele aux pressions de vapeurs relatives,R/Par 'équation de Kelvin [11] :

29V
_ 1.7
" = RTlog(P] o) (.7)
La force de Laplace ass@aa ce neénisque a une expression simple pourR, :
Feop = —4myRcost (1.8)

ou, 6 est I'angle de contact du liquide aveéd¢hantillon. Un ordre de grandeur de ces forces
pourd =0,y 20 mN/nt et R =10 nm correspon@F,,, ~ 10nN, valeur touta fait comparable
aux forces adésives.

Compte tenu des ordres de grandeur obtenus, dans les conditions ambiantes les forces ca-
pillaires et adbsives peuvent dominer les forces "@allaires” dans le domaine de travail de
'AFM.

1.3 Les differents modes de fonctionnement de ’'AFM

Dans une prengire analyse, on peugfinir trois modes de fonctionnement de I’AFM pour
l'imagerie topographique. Le mode contact @@), a1 comme son nom l'indique la pointe est
en permanence en contact avec la surfaceadidintillon. Le mode non-contact (NC) utilise une
pointe qui oscillea proximie de la surface avec de petites amplitudes d’oscillatiam{) et ce,
sans qu'il y ait contact entre la pointe eé¢hantillon. Le troi#me mode, appelcontact inter-
mittent (CI), repose sur le @me principe que le mode non contact (NCp difference p&s que
les amplitudes d’oscillation songégéralement plus importantes- (1m) et que la pointe entre en
"contact” avec la surfaca I'extrémite de son oscillation.

Ces trois modes correspondénties domaines de fonctionnementéliénts et en particulier
ne mettent pas en jeu lesemes interactions. En preane approximation, on peut meliser le
potentiel d’interaction pointéchantillon par un potentiel de Lennard-Jones, @dast une com-
posante attractiva longue pogée, une composantépulsivea tres courte poée pour les dis-
tances point&chantillon inrieures au rayon de Bohig, et un Egime transitoire entre les deux.
Le mode contact fonctionne donc exclusivement dans le domamadsif de forces de contact,
le mode non-contact dans lagion des potentiels attractifs de longue peret le mode contact
intermittent oscille entre les deux. Po&sumer, on peut se reporter au&ata de la figure 1.2.
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force
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répulsive

ﬁ Contact

Contact

Intermittant Non-contact
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pointe échantillon
-
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attractive

FiG.1.2— Premire approche de la&finition des domaines des éiféntes modes de I'AFM I'aide d'un
potentiel de Lennard-Johns.

Cette description permet unegsentation simple des modes de I'AFM. Elle rest@ammoins
tres simpliste et donc inconite. En particulier, la distinction entre mode contact intermittent
et mode non-contact n’appargas aussi clairement au cours desarignces. En effet, de nom-
breux Esultats exprimentaux [12—14], montrent qu'il est possible, par exemple, d'imager sui-
vant le principe du mod€ontact-Intermittentnais sans qu'il y ait contaceel entre la pointe
et I'échantillon et inversement eagime Epulsif pour le modéNon-Contact De ce fait, depuis
peu la communaétdu champ proche parle davantage de mode contact et de modes oscillants. On
distinguera pour les modes oscillants le mode amplitudee(AM-AFM) et le mode fequence
(nott FM-AFM). Dans la suite de cette partie on s'attachedecrire chacun de ces modes en
specifiant ses caragtistiques, ses avantages et ses inéarents. On insistera sur l'origine du
contraste ainsi que sur I'inteig@ation de I'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
'AFM.

Dans ce mode, au cours du balayage de la surface, la pointe est en permanence en contact
avec la surface. On enregistre lesfldxions du levier sur lequel est méetla pointe. Le levier
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se ceformantélastiquement, lesédlexions sont directement reis aux variations de la hauteur
de la position de la pointef{,._.., = kz, ou k est la raideur effective du syshe surface-levier
du levier). Donc, en enregistrant legéplacements de la pointe on adea la topographie de
I’ échantillon. On progdea un asservissement desplacements de la pointe sur uréfldxion de
reference (voir fig.1.2). L'image est obtenaeEflexion constante, l&troaction conduid imager
la surfacea force constante.

La topographie de &chantillon est donc obtenue eigime Epulsif. Les forces qui inter-
viennent sont les forces d’aésion et les forces capillaires (section 1.2.2) qui jouentilim-
portant en particulier lorsque I'imagerie est praéqa I'air.

Au cours d’'une ex@rience, on peut par ailleurs enregistrer |éflekions lagrales mes@es
sur la photodiode. Cetteeflexion permet de mettre @vidence deventuelles variations de rugo-
site sur lesechantillons, maiggalement d’oprer une diférenciation chimique entre diffentes
zones de la surface. Ainsi, pour éohantillon constité de deux composants de nature chimique
differente, n’'induisant pas de diffences topographiques, une identification poétra eali€e
en enregistrant les variations de forcegtates (voir la figure 1.3).

b- Mode spectroscopique

La microscopiea force atomique permet aussi, comme nous allons le voir eisapiobtenir
des renseignements sur la nature chimique &cdnantillon ainsi que des dodes sur les pro-
prietes mecaniques de celui-ci. Pour ce faire, on ne balaye plus la surfacédmliitillon avec
la pointe, mais on la positionrel’aplomb d’un point et on enregistre en fonction de la distance
pointeéchantillon les variations des forces d’interaction. Ces courbes sonéappgs courbes
de forces ou courbes approche-retrait, comme ikustrr la figure 1.4.

En 1, la distance pointechantillon est grande, la pointe ne sent pas le potentiekdiedhtillon.
La force cbtecee est nulle et la&flexion enregisée renvoie la valeur de la&flexion verticale sur
la photodiode ars Eglage initial. @neralement, cette valeur est m&eero. En rapprochant la
pointe de la surface, la pointe rentre dans le potentielabdéntillon. Sila nature de la pointe et de
I’ échantillon donne liea une interaction attractive, la pointe subit alors un saut brutal et la force
déetecée pesente un signeagatif (point 12). A partir de 3, la pointe est en contact avec la surface
de I'échantillon, si elle continua se rapprocher, la force impgaEspar la pointe suréchantillon
augmente (cf point 4). Lors du retrait, tant que la pointe est en contact avec la surface, elle suit un
trajet identiquea celui de l'aller. Cependant, dans le cas d’une interaction attractive entre la pointe

et I'échantillon le retrait de la pointe hors du potentiel de la surface n@eqgas au point 3. Il
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déflexion
horizontale

levier A C [

f déflexion
B y verticale

s

Topographie

Contraste en force latérale

F1G.1.3 — Etude des propétés chimiques d'uréchantillon par mesure des forcesdadles. Dans cet
exemple Echantillon ne pesente aucune diffence topographique. l'identification de deux zones de nature
chimique diférente s’opre en enregistrant les variations de forceslales entre les deux zones.

faut que la pointe aille beaucoup plus loin de la surface, en raison de la forcé&siadhjusqu’en
5 pour que le retrait s’aggre. La force est alors ramema la valeur qu’elle avait en 1 et suit le
méme trajet qLa I'aller.

Ce type de courbes serégeralementa ajuster le point de fonctionnement des conditions
d’'imagerie, mais elles peuveagalement renseigner sur les forces désibn de la pointe avec
I"échantillon (mesure de la fored’arrachement, ou "pull-off”), ainsi que donner des informations
sur les propites délasticie desechantillons ( raideur des surfaces [1&]partir de la pente.

En exploitant ces informations, des images autres que topographiques petneadali€es
[15, 17], comme on va maintenant |étdiller dans les deux exemples suivant :

Exemple A1 : Identification de la nature chimique déements en surface

Afin de bien illustrer les possibikis de ce mode, on prendra comme exemgleitle de Fris-
bie et al. [15]. Ces auteurs orélabog des structures alternant des motifs @arconcentriques
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FiG.1.4— Traduction d’une courbe de force en mode contacttdile repésente la valeur de la consigne
de travail ou SP (SET POINT).

de mokcules possdant soit une terminaison acide”’OOH, au caracre hydrophile soit une
terminaison alkyle en-C H; au caraare hydrophobe. La surface ainsi obtenue res@nte pas

de relief topographique (voir fig.1.5.b). Engsence d’eau, une image par microscopie optique a
permis de mettre ea@vidence la prsence des domaines couverts d’eau correspondant aux zones
ou sont ancees les macules de terminaisonCOOH et des domaines non recouverts ags®Ci

aux mokcules hydrophobes de terminaisens H; (voir fig.1.5.a.).

En modifiant la nature chimique des pointes, par greffage décutdds de rdme constitu-
tions que celles @sentes sur la surface, les auteurs ont pu amplifier le contraste de I'interaction
pointe€chantillon. lls montrent qu’une pointe moéii par des mékules de terminaisor-(C Hs)
pos®de une #&s grande adision avec les zones de la surface contenant descolek de rame
terminaison. En revanche, la force d’&dfon de cette Bme pointe mesée dans une zone re-
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FIG.1.5— Etude par CFM (Chemical Force Microscopy) et mesures de forces d’'une sérfaide d’'une

pointe fonctionnalige. A- Image optique d'une structure recouverte d’eau. Les domaines contenant les
molecules de terminaison -COOH sont recouverts d’eau tandis que les domaines contenanédetesol
apparaissent "secs”. B-Image topographique obtenue en AFM résegnte aucun contraste. C- et D-
Images AFM obtenues avec une pointe fonctionaalevec des metules de terminaison -GHet -COOH
respectivement. Les courbes de forces metter@vedence les diéirence de force d’interaction dans les
differents cas de fonctionnalisation de pointe avec legmdifftes zones hydrophiles et hydrophobes.

couverte de mé@cules posdant une terminaisonCOO H sera quana elle quasiment nulle. On
obtient le Esultat inverse dans le cas ka pointe &te modifee avec des metules de terminaison
(—COOH). Cette proédure de fonctionnalisation de pointe en vue d’augmenter le contraste sur
certaines zones d’uechantillon est gréralement appék mode chimique (Chemical Force Mi-
croscopy). On reviendra sur ce point dans la revue bibliographique céesaltetude des puces

a ADN par microscopi@ force atomique. On verra que cettétitode est la prerare qui a permis
d’obtenir des informations sur la lecture des puces par microsedpiee atomique.

Exemple A2 : Etude de nanotribologie
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D’autresétudes peuvengtre effectéesa partir des courbes de force commetlide de la
réponse racanique d’'une surface sounaisine force par la pointe. Les mads @crivant I'inter-
action d’'une pointe moge sur un levier de raideudr, interagissant avec une surface de raideur
k.., montrent qu’il existe une relation simple entre la pente mé&ssur les courbes approche re-
trait dans la zone de contact et les raideurs de la pointe eécledhtillon [18]. Ainsi, connaissant
la raideur du levier on peut aingvaluer la raideur de la surfaagpartir de I'expression :

1

pla) = R (1.9)

kech

Cette expression correspoadin cadre 0 la reponse du levier reste Baire.

c- Applications et limites du mode contact

Le mode contact a dans un premier tengiutionre I'imagerie en champ proche, etendant
son domaine @tudea tout type déchantillon et en particulier aux n@taux isolants dont&tude
n’était pas permis par le microscapeffet tunnel. Par ailleurs, I&udes dans des environnements
tres vares tels que I'imagerie en milieu liquide ou sous atmeéspltontélée ont rapidement pléac
I’AFM comme un outil d’analyse I'eéchelle moéculaire tes polyvalent.

Cependant, destudes meges sur des matiaux dits mous ouaformables ont mis eevidence
des difficulesaétablir la topographie exacte du fait d’'une interaction trop grande entre la pointe et
I’ échantillon. En effet, le choix du paratne "SET POINT” reste un choix essentiel. C’est lui qui
determine la force que la pointe va appliquer sachantillon. Ainsi, pour un matiau facilement
déeformable, sila contrainte applige par la pointe, en particulier si les force€tates de cisaille-
ment sont trogelevees le contact induira unefbrmation plastique iaversible de Echantillon
[19]. Des modifications de I'appareil ont ainsi condaitavenement des modes oscillants, dans
lesquels la pointe est mise en oscillat@tiaide d’une €ramique m@zcelectrique plaée sous le
support du levier, et améea proximié de la surface dedchantillon. Dans le mode dit contact-
intermittent, la pointe entre en contact avec la surfadextremite de son oscillation. La mise en
oscillation de la pointe a pour but déduire la contrainte de cisaillement imgespar la pointe
sur la surface.

Dans le cadre de ce travail, le mode contact ne sera que raremendt (vilis section 5.2.1).
En effet, du fait de la faible rigidét des couches qui constituent les pug@$DN, le mode contact
ne s'impose pas comme le mode le plus favorabbtudle, comme c’estegéralement le cas pour
les études de matiaux biologiques. Le mode contact resemnmoins I'heure actuelle, un des
modes les plus utilss dans le domaine détudes de surfaces dures. Sa cazhpnsion beaucoup
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plus simple que les autres modeétdide constitue son principal atout.

Dans la suite de ce chapitre, on va €irgsser la description des modes oscillants et en par-
ticulier le mode AM-AFM qui sera celui utilssau cours de nos e&gences. Le but de cette partie
est détablir un choix objectif de nos conditions de travail en s’appuyant sur une revue bibliogra-
phique sur ce domaine.

1.3.2 Microscopiea force dynamigue ou modes oscillants

Depuis son adnement au @but des anges 90, la microscopia force dynamique s’impose
a I'neure actuelle comme une degtimodes les plus addas pour la caragtisation de surface
a tres haute &solution et ce, quelle que soit la nature dechantillona analyser. Des images
haute esolution de brins d’ADN et de polyenes oné&te réali€esa I'air ainsi qu’en solution [20].
Une \éritable Esolution atomique ate obtenu sur des n&iaux durs tels que des surfaces semi-
conductrices ou des isolants sous ultra-vide en mode non-contact [21] eb¢eatment sur un
cristal de polynére sous conditions ambiantes en mode contact-intermittant [22].

Dans ce mode, la pointe n’est plus statique mais osiliee fEquence proche de lg&fjuence
de ©sonance du levier auquel elle est assecDans ce sysine trois paragtres caraétrisent le
levier en interaction avec une surface : I'amplitude d’oscillation du leviergsmfnce et sa phase.
C’est dans la variation sensible de ces trois p&ta@s en fonction de la force d’interaction que se
situent les fondements des modes dits oscillants.

De la méme margére que le fonctionnement en mode contact repose sur un asservissement de
la deflexion du levier, chacun de ces trois paedras (amplitude, &quence et phase) peut faire
I'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 'amplitude en maintenant lagfquence fixe. On peut par ailleurs enregistrer les variations du
signal de phase, porteuses des information relatives aux ptegpdes ma&riaux. Le second mode
est le mode-M-AFM (Frequency Modulation-AFM) [24] qui age quant lui par asservisse-
ment sur la fequencex amplitude fixe.

Le mode FM-AFM se retrouve souvent sous éndmination de mode non-contact, du fait de
la possibilie d’'imager des surfaces avec ugsalution atomique sans qu'il y ait contact physique
de la pointe avec la surface. Cependant, deémepces&centes ont moréra possibilié d'imager
des surfaces en mode FM-AFM argime Epulsif [25]. De la néme margre, des exgriences en
AM-AFM ont pu étre Eali®es sans contadel de la pointe avec la surface [26]. Lersbmination
de ces modes en fonction de la possibitiu’'un contact pointe-surfacegsablisse, appaitadonc
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incompkte. Dans la suite de ce travail, on ne €neissera qa la description du mode AM-AFM
eta ses sgcificites. Pour une meilleure congirension de ce mode, on reviendra sur la description
d’un levier oscillant en grsence d'un potentiel d’interaction.

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

a- Mode topographique

modulateur

acos(ot) capteur de Acos(ot - ¢) Lock-in — 5 A
déflexion > Asp =A

piezo Ty Z

excitateur d

surface

FI1G.1.6— Principe du mode contact intermittent.

Dans le mode AM-AFM, le levier sur lequel est méatla pointe est mis en oscillation par une
céramique pezcelectriquea une fequence fixes égale ou proche de ladquence deasonance du
levierwy, avec une amplitude libre g A < A%, ou AY est 'amplitudea la €sonance. La va-
leur de I'amplitude libred'®¢ est comman@e par la tension excitatrice appliega la &ramique.

La rétroaction est effec&e sur une amplitude d’oscillation defeérence, nd A" choisie
telle que AT < Alre (a la frequencev). En fonction de la nature de l'interaction et de la dis-
tance pointeechantillon la courbe deesonance du levier v@voluer, modifiant ainsi la valeur de
'amplitude mesueea la frequencev. La mesure de la topographie dédhantillon sera obtenue
en enregistrant les tensions qu'il faut appliquer a@samiques f@zcelectriques pour ramenar
tout instant la valeur d’amplituda la valeur de &férence, appék set-point et née A" (voir
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figure 1.6). On peuégalement enregistrer les variations de la phase.

b- Mode spectroscopique

(a) Courbe Approche retrait en amplitude (b) Courbe Approche retrait en phase

A"ws(w‘lw>-=- acos(ot) Aﬂcos(w«»w)>=. acos(at)
o = 0g°

1 1

A<A°

Acos(m+¢):>-|=| acos(ot)

distance distance
pointe échantillon pointe échantillon

FIG.1.7 — Courbes amplitude-distance "métks” en amplitude et en phase obtenues avecs, soit
A=A,

Sur le néme principe que les analyses spectroscopiqueg@eseen mode contact, on pourra
enregistrer la variation de I'amplitude et de la phase en fonction de la distance gctiatetillon.
Les courbes ainsi obtenues sont appslcourbes approche-retrait ou courbes amplitude-distance
et phase-distance. Elles ont une forme du type de celesepkes figure 1.7-a et -b et mettent en
evidence troi®tapes : En 1, la pointe oscille loin de la surface. Elle n’est donc pas pestpery
le potentiel d’interaction et posde I'amplitude A (ou ¢%). En 2, la pointe ressent le potentiel
de la surface et I'amplitude (la phase) varie. Si I'on contiauapprocher la pointe de la surface
l'intensité du potentiel augmente ce qui condudiminuer 'amplitude d’oscillation (et la phase).

Ces courbes songgeralement utiliées pour choisir le point de fonctionnement d’'uneéxp
rience. La zone de travail en contact intermittent se situe dans la zoeldetion d’amplitude
ASP < Alire. De manérea comprendre l'origine de ces courbes afin de les inkéeprconve-
nablement il est indispensable de revenir sur le comportement de la pointe oscillanésemcpr
d’une force d'interaction.

Dans la suite de cette partie, on s’attacteedacrire pecigement le principe de fonctionnement
du mode AM-AFM afin de bien comprendre l'origine du contraste topographique. Pour ce faire,
on sera guid par trois questions auxquelles on tenteragg®ndre : (1) Quelle est le&égendance
des signhaux d’amplitude et de phase avec le potentiel d’interaction? (2) Lamplitude (la phase)
doit elle augmenter ou diminuer lorsque la force augmente ? (3) Comment @ttarfas images
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en termes topographiques ?

1.3.4 Mocklisation du comportement du levier en pésence d’un potentiel
d’interaction

a- Equation du mouvement d’une pointe oscillante

La compehension du mode AM-AFM requiert l&solution de Equation du mouvement de
'ensemble pointe-levier sous l'influence des forces d’interaction pointe-surface. Le mouvement
du levier peugtre rameaa un objeta une dimension :

I@“W(z, t)  0*w(z,t)

E
Dt AP

= F(z,t) (1.10)

ou, w(z,t) est le éplacement du levier, E, l; sont le module de Young, le moment d’inertie
et F'(z,t) reptesente les forces d’interaction randéesa la longueur du levier. Bquation 1.10
suppose implicitement que la pointe est un objet sans masse. La simplificatioéstll#ion de
cetteéquation constitue un sujetatude pour un grand nombreadjuipes.

Une des hypotlses la plus couramment renc@etrconsistéd ramener I'ensemble pointe-
levier a un systme de type masse ponctuelle suspendue au bout d’'un ressort, ce qui @nduit
I’ équation bien connue de I'oscillateur harmonigque amorti soamiee excitation foree Fycos(wt)
eta la force d'interaction pointéchantillont,;._..,. On obtient ainsi unéquation diferentielle
du second ordre :

mgo,é = Fpte—cen + Focos(wt) (1.11)

mz+k(z — z) +

ou, Q, wy, w etk, sont le facteur de quadit la frequence propre du levier, l&fjuence d’exci-
tation et la raideur du levief,,._.., décrit les forces d'interaction poinéchantillon.

La validité de cette hypottse aéte etudiee par Rodriguert al. [27]. Dans cet article, ils
réalisent uné&tude comparative de la dynamique d’un resseqti( 1.11) avec celle d’'une poutre
encastee €qu. 1.10) en&gime attractif ainsi qu’eregime epulsif. lls en @duisent que pour des
conditions de travaia I'air avec des amplitudes d’oscillation érfeuresa 30 nm, une&duction
d’amplitude de4*” /A% € [0,4 — 0,9] et@ € [50 — 1000] le mockle ckcrivant le levier comme
un ressort avec une masse ponctuelle suspeadoa extemite donne une descriptiongwise du
mouvement de la pointe.
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b- Comportement de 'oscillateur en I'absence de forces d’interaction pointé&chantillon

En I'absence de toute interaction poiréehantillon, c’es dire F,;._..;, = 0, I'€quation 1.11
est I'equation d’un oscillateur harmonique féret amorti. La solution deé&quation est donc de
la forme :

z = Bexp(—at)cos(w,t + beta) + Acos(wt — ¢) (1.12)

Cette solution est constite de deux termes. Le premigratit un €gime transitoira I'établis-
sement de l'oscillation. Son amortissement g@enrt = 2@ /wy, correspondant au temps
de ponse de l'oscillateur pour travailler eagime quasi-statique. A titre indicatif, pour une
frequence de 300 kHz et un facteur de géatieé 500 le temps déponse est d’environ 3 ms.

Le second terme est un terme harmonig@pondanta la frequence de I'excitateur, ici la
céramique pzcelectrique qui est plae sous le support de pointe. Il estcdt par deux pa-
rametres : I'amplitude d’oscillation A et leatalage en phase par rappditexcitatricee.

En remplacant cette solution dansduation 1.11, avec le terme d’interaction nul, on obtient :

Fo/m
Alw) = ; 1.13
) (W — w?)? + (wwo/Q)?] 19
et,
tan(p(w)) = % (1.14)

Le syseme comme tout sy&sine oscillant est caramise par une amplitude d’oscillation qui
suit une courbe deesonance de type Lorentzienne, avec un maximura &ita frequence propre
de l'oscillateur. La largeur de la LorentzienaeA’//2 est dfinie parAw = w,/Q. Dans le
cas d'un ressort et en I'absence de forces d’interaction cettpiénce propre est doem par
I'expression suivantew, = \/W La phase est aussi fonction de ladquence et prend une
valeurégalea /2 a la frequence propre de I'oscillateur, voir fig. 1.8.

c- Comportement de I'oscillateur en priesence de forces d’interaction enégime linéaire

Un premier modle prenant en compte les forces d’interaction entre la pointédtdntillon
consistea cecrire I'oscillateur pour de petites amplitudes d’oscillation. Dans ce caséweiap-
pement des forces d’interactiarproximig de la position dquilibre de la pointe peétre effecté
au premier ordre. On se place ainsi dans le cadre d’'une descript&airén On obtient ainsi
I'expression suivante :
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A°

Ao = m0/Q —— 90°

v

W = M, [0)

FiG.1.8—Forme lorenztienne de l&&sonance en amplitude d'un levier déduence proprey et la varia-
tion de phase correspondante (sens montant) pour un oscillateur en I'absence de force d’interaction.

F = Fo + (%)ZO(Z’ - Z()) (115)

ce qui donne en remplacant dansguation 1.11 :

mz + ke(z — 20) + %2 = Fycos(wt) (1.16)
avec la raideugquivalente, kdéfinie par :
dF dF e
ke = ——— = k — (2=t 1.17

Ce qui nous donne une variation de laquence d’oscillation du levier engsence du gradient
des forces d'interactionadinie par I'expression :

k— detefech/dZ
m

Ceci impliqguea nouveau une solution de type Lorentzienne (equ. 1.13) anaiee fEquence

)2 (1.18)

we = (

decakew.. Ainsi, pour une interaction purement attractiéjg, ., > 0 la resonance ser&dake
vers les fequences irdrieuresa la frequence deassonance tandis que pour les interacti@mitsives
F.. ., > 0, le decalage sera obsérvers les fequences sigieuresa la frequence deasonance.
Pour la force d'interaction attractive de Van der Waals, le gradient de la forcégst ., =
HR/32% > 0 etw, < wy. Sile levier est excita la frequence deésonancey, le gradient induit
une diminution d’amplitude de :
Ja

A = — A0 ple—cch 1.19
§ 5% (1.19)
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Force Force
Attractive Répulsive
A
A ‘—— —p

v

Fi6.1.9— Décalage de la fequence deasonance en fonction du gradient.

dans 'hypotlese @i k >> [

ie—ecn- L€ retard en phase quaatui augmente de :

5¢ _ F[ite;{:echQ

L'amplitude cepend de la distance moyenne poiatdtantillon selon I'expression [28] :

(1.20)

Alze)
AO
avec,C = HR/3k et sous I'hypothse de Q constant. E&alit le facteur de quaBtdu levier

= (C?Q*2° + Oz +1)71/2 (1.21)

diminue quand la pointe s’approche de la surface. Ceci @st Bamortissement induit par la
couche d’air confige entre le corps du levier, la pointe et la surface [29-31].

d- Comportement de l'oscillateur en préesence d’un potentiel d’interaction, en egime non-
linéaire

Du point de vue fondamental, la participation des interactions attractivépelsives et de
leur carackre non-lireaire aéte et esta I'origine de nombreux travaux de recherche pour tenter

d’aboutira la compehension du mode AM-AFM [33—42]. La difficétréside dans lagsolution
de I'équation diferentielle 1.11 avec une contribution nonéaire des interactions.

La coexistence de deétats stables

De nombreuses erpiences ont mis e@vidence la coexistence de dettats stables. Gleyzes
et al.[32] furent les premiera decrire les effets non liaires du mouvement oscillant d’'une pointe
STM. lIs constatent que pour certainesdquences deux valeurs d’amplitude d’oscillation peuvent
étre obserges. Anczykowsket al.[33] évoquent quard eux une bistabilé pour expliquer les ef-
fets d’hysérésis sur les courbes amplitude-distance. D’autre part, des travaux da &ai¢34],
Nony et al. [35], Wanget al. [36] et Marthet al. [37] mettent en avant le car&ee non-lirgaire
intrinseque du mouvement de la pointe.
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Si I'on revient sur lequation du mouvement de la pointe, on constate queerigaement son
mouvement posxie deux solutions, puisque son mouvemengggixar unequation diferentielle
du second ordre. Il n’est donc pas anormal de pouvoir observer dans certains cas la coexistence des
deux solutionsa partir du momentwelles sont physiquement possibles. Elles sont alecsites
par I'expression :

ZH(L) = Z() + AH(L) cos(wt — ¢H(L)) (122)

On notera H la solution de plus grande amplitude et L la solution de petite amplitude. La
phase correspondaatchacune de ces deux solutions portera I'appellatéfmig en amplitude.
On cefinit alors deux couples de solutions :({Ady) et (A, ¢1). Des lors, ce sont les conditions
initiales qui vont @terminer la solution de fonctionnement de I'oscillateur.

A titre d’exemple, la figure 1.10 rapporte les solutions de faible et grande amplitudégmibli
par Gargaet al.[34] obtenues pa@&solution nurédrique avec les paragtres suivantsR = 20nm,

A =10nm, f = fo = 350kHz, kjevier = 40N/m, Q = 400, H = 6,4 x 10*°J, v = 30mJ/m?
etE* = 1,51GPa.

La collection des solutions L et H en amplitude (1.10-A) donne dda formation de deux
branches de solutionsgsentes sur la quasi-totélitles distances poinéehantillon. Suivant les
deux branches, le comportement obgese caraérise par une &croissance de I'amplitude avec
la réduction de la distance entre la pointe échantillon. Dans toute la suite, on utilisera les
denominations déranche Hpour la branche de grande amplitudebeanche Lpour la branche
des solutions de faibles amplitudes.

L'observation de la phase correspondant aux deux branches idest#n amplitude met en
évidence un comportemenét different pour ces deux branches. Les solutions de phase&@ssoci
a la branche L augmentent coritimenta partir de la valeur de la phase librg;,,.. = 90°. La
phase est dans ce cas comprise entre 90 ef.1B0 revanche, pour les solutions assesia la
branche H, la phaseedrdt continiment depuis la valeur de la phase libre jusdi! Les solutions
assocdeesa 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 attractiyes(., < 0) qui
dominent tandis que pour la branche H ce sont les forgeslsives (Fj,._.., > 0). Il en résulte
une absence de contact entre la pointe et la surface&deadntillon pour les solutions de faibles
amplitudes figure 1.10-D.

Ainsi, les branches de solutiongfthies en amplitude peuvent dobtre caradrisees par
la nature de la force d’interaction qui s’instaure entre la pointeéehBntillon. La branche de
faible amplitude peut dorgtre assoé&ea un fonctionnement erggime attractif, a la phase reste
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FIG.1.10- Evolution de A- I'amplitude, B- la phase, C- la force moyenne et D- le temps de contact, en
fonction de la distance pointéchantillon. La coexistence des deux solutions en amplitude pogiredifés
distances donne liea la formation de deux branches : &ais H (High amplitude solutions) et L (Low am-
plitude solutions). Les solutions correspondantes pour la phase (B) traduisenté&tgars de fonctionne-
ment tes distinctes : la branche de grande amplitude pour laquelle la phase égtimfea 90° (comprise

entre 0 et 90) et les solutions en phase asgmsa la branche L dont les valeurs sont comprises entre 90
et 180°. Les variations de la force moyenne (@ulent que dans la branche H, la force moyenne passe de
valeurs positives des valeurs @gatives pour des distances poi@ehantillon tes petites. On remarque

sur le graphique (D) I'absence de contact pour la branche des solutions de faible amplitud&®[3gf .

superieurea 90° et la pointe n’entre jamais en contact avec la surface. A l'inverse la branche de
solution de grande amplitude, H, peéite asso&ea un fonctionnement eregime Epulsif ai la
phase prend des valeursénieuresa 90°. Du point de vue ex@rimental, la pepondrance d'une
branche sur I'autre conduigan’observeg tout instant qu’une solution sur les deux. L'origine de
cette pedominance d’'une branche sur une autr&vweldes propétes de l'interaction, en particu-

lier du module délasticié et de la force d’adésion...

En reprenant les émes simulations avec une amplitude d’oscillation de 5@&hanésonance,
Garda et al. [38] obtiennent des profils défents pour la force d’interaction. Un extrait des
résultats est repa@ta la figure 1.11. Dans ce cas, la distinction enégime attractif eté&gime
répulsif est loin détre aussi nette que dans le casgpdent. En effet, la force d’interaction est tout



1.3. LES DIFFERENTS MODES DE FONCTIONNEMENT DE L'AFM 33

50[ (a) =
= 2 3 1
£ 48
[1¥]
=
o |
= a6t
(=8
E
<
44
1.0} (b)
__ os}
<
< oo
A e
l-\l.-,- 0.5 ]
1.0
1.0l (©
Li k]
E
T 05)
g i
[w]
O
0.0t ]
42 44 46 48 50

Tip-surface separation (nm)

FiG.1.11- Evolution de A- 'amplitude, B- la force moyenne et C- le temps de contact, en fonction de la
distance pointeéchantillon. Une transition continue est obseevdu Egime attractif au @gime epulsif.
D’aprés [38].

d’abord regative traduisant ainsi un fonctionnement égime attractif. Cependant, cette force
décrdt jusqua atteindre un minimum. La psence de ce minimum traduit la cogtition entre

des interactions attractives &pulsives. On ne pourra donc pas parler&gme purement attrac-

tif ou répulsif, mais plubt de Egime attractif dominant, correspondaria zone 1 de la courbe A-

figure 1.11, et deagime Epulsif dominant en zone 2. Entre ces deux zones se situe la transition
entre les deux branches H et L durant laquelle legsystpasse d'uregime attractif dominant au
reégime epulsif dominant. On peut remarquer que le temps de contact augmente progressivement
guand on passe d’'uégimea I'autre.

Relation avec la courbe d&sonance

La coexistence de dewgtats stables pour I'amplitude d’oscillatiogsulte d’'une comgtition
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entre les contributions attractives epulsives de la force d’interaction. Gaet al.[39] montrent
gue les contributions des forces attractivéwidnt la courbe deésonance vers leséquences
inférieuresa la frequence deasonancel{ < wy) tandis que les contributiongpulsives contreba-
lancent cet effet et provoquent une distorsion deekonance vers lesEiquences s@rieuresa la
frequence deasonanced > wy). La figure 1.12 pesente evolution de la forme de la courbe de
résonance pour une hauteur du levier constantel@nm et diferentes valeurs de I'amplitude
la résonance, A lls observent que pour les petites valeurs 8el&courbe de@sonance n’est pas
deformée. En augmentant la valeur dg,Aa courbe se &orme vers les &quences ir@rieures
a la frequencev,, marquant ainsi I'enére de la pointe dans la partie attractive du potentiel d’in-
teraction. Enfin, si A est proche de la distance poiréehantillon z, la résonance seéforme
traduisant ainsi la conggition entre les potentiels attractifs épulsifs.

0999 1.000 1001 1.002 1008
{I}J'r(!JD

FiG.1.12 — Evolution de la courbe deésonance en fonction de 'amplitude d’oscillatiofl & z. fixé.
AY € [9;12,4]nm et z = 10 nm. A la fequence de@sonancey = wy, 0N trouve trois solutions possibles
pour les amplitudes Ac [11, 12]. D’apres [39].

Du point de vue des courbes amplitude-distancegéfarmination des courbes desonance va
permettre de remonterl’origine des deux branches d’amplitude d’oscillation ( L et H). En effet,
la distorsion de la courbe désonance peut donner li@uplusieurs solutions pour uneéme
valeur de distance pointechantillon,a w fixée. En repgsentant qualitativementelolution des
courbes deé&sonance en fonction de la distance poidtbantillon (figure 1.13), on observe qu’

w = wyp, 'amplitude ne possde qu’une solution quand la pointe est loin de la surface et deux puis
trois solutions lorsque la pointe se rapproche de la surfacegédbdhtillon. Ces trois solutions
résultent de la @formation de la courbe désonance lorsque la pointe entre dans le champ des
interactions epulsives. Les solutions physiques egenées dans la branche L et H correspondent
aux solutions d’amplitude la plus faible et la pkig\ee. [39].
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Expérimentalement les deux branches de solutions ne peéweninise erevidence simul-
tarément pour une valeur de z da® Les courbes amplitude-distance rendent compte de la
solution physique la plus stable pour chaque distance entre la poinéeleatitillon. Une transi-
tion entre la branche L et la branche H de solution [@re obserge, comme en 3 sur la figure
1.13-amplitude.

branche H

zc/A°

180

90° _

zc/ A°

FI1G.1.13— Relations entre les courbes desonance et les courbes amplitude-distance, ainsi qu’entre les
variations de phase en fonction de l&fluence et les courbes phase-distance. Les courbssrn@ance ou
phase) en noire correspondeita pointe oscillant en I'absence du potentiel d’interaction, celle en rouge
au cas a l'interaction est attractive et celles en vert et bleu au cas du fonctionnemeggene Epulsif

dominant.

Lorsque la transition s'aggre entre les branches H et L, la phase chaugdement deégime
de manére plus ou moins brutale pour passer des valeursrgipsa 90° caracérisant le égime



36 CHAPITRE 1. PRINCIPE DU MICROSCOPE FORCE ATOMIQUE

attractif a des valeurs i@rieuresa 90° traduisant la pesence de force€pulsives dominantes.
Cette transition peudgalemengtre mise en relation avec les variations de la phase &sepce
des forces d’interaction attractives épulsives 1.13-phase.

Les courbes amplitude-distance et phase-distance permettent dafaildelregime de fonc-
tionnement du levier en fonction de l&fjuence d’excitation, de 'amplitude et de la distance qui
sépare la pointe de la surface dedhantillon. Ces courbes seront donc sysitiquemenrgétudées
au cours des exgriences de maeiea definir avec péecision les conditions d’dgation du levier
au cours des exriences.

Conditions sur le saut d’'une branclad’autre

Les conditions de transition d’une brancngautre sont principalemenggees par les pertur-
bations inlerentes aux eXgiences. La sensibiétdu levier, les conditions de travail choisies et
les differences de hauteur de la surface aredysermettent @valuer la possibilé qu’a la pointe
d’effectuer une transition d’uatata I'autre. Ces conditions de transition vont jouer akerfonda-
mental pour la stabil@ en mode imagerie. En effet, les perturbations brutales peuvent provoquer
un écart entre la condition d’asservissement et la hautlterde la pointe et ainsi permettre la
transition entre la branche H et la branche Léstiproquement. Du point de vue @&fmental, la
présence d’un objet de hauteur plus importante que les auissriren surface peut provoquer
un "saut” de branche. Pour ce faire, il faut que &cdlage en hauteur induit par la perturbation
corresponde ou soit sapeura I'écart en zgparant les deux branches H et L.

Garda et al.[34] ont évalle les conditions dans lesquelles pouvait &@p une transition de
la branche L vers la branche H dans les conditiongerpentales écrites plus haut sur la figure
1.10.

1. A/Albe = 950% correspond A Z (H vers L) = 0,1 nm e\ Z (L vers H) =-1,6 nm
2. AJA"Pre =70% correspond A Z (Hvers L) =1,4 nmei\ Z (L vers H) =-1,6 nm
3. AJAlire = 509% correspond A Z (H vers L) =-3,5nm e\ Z (L vers H) = 7,5 nm

Ainsi, les exgriences avec une fortéduction d’amplitude (A/A¢ = 50%) seront les plus
stables. Le changemeni&dat recessite la @sence de variations de hauteur importantes, entre 3,5
et 7,5 nm pour oprer un changement de branche. De plus, la branche H est plus stable que la
branche L. Au contraire, pour une faibleduction de I'amplitude d’oscillation, la branche L est
la plus stable, mais reste relativement sensitden@a de faibles perturbations. Ceci montre que
pour ogerer sur la branche L, il est @ierable de travailler avec uneet faible eduction d’am-
plitude, mais ceci implique d’avoir un sgshe tes peu sensible aux perturbations et une surface
d’échantillon peu rugueuse.
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Les descriptions analytiques

Jusqua pesent, les@sultats pesenésétaient issus de simulations purement @uigues re-
posant sur I'inégration de lequation diferentielle par des éthodes de type Runge Kutha. Ces
résultats permettent d’aborder convenablement I'explication desquienes obsels. En re-
vanche, ils ne donnent pas d’expressions analytiques des variations de I'amplitude d’oscillation.
La description analytique du comportement des amplitudes d’oscillation fait I'objet, eacore
I'heure actuelle, de nombreusetides [40, 42].

Trois approches diffrentes onéte élaboges pour dcrire de margre analytique ou semi-
analytique notre sysme. Aine et al. [40] ont develop@ une approche variationnelle farasur
le principe de moindre action. Ils obtiennent ainsi une relation entre 'amplitude d’oscillation et
la distance point@&chantillon pour les trois cas égime attractif pur,&pulsif pur et un ralange
des deux. Wangt al. [41] s’appuient sur I'approximation asymptotique de Krylov-Bogoliubov-
Mitroposki pour obtenir les expressions de la phase et de I'amplitude en fonction équifice
d’excitation. Enfin, San Paulo et G&d42] ont choisi une approche plésergtique reposant
sur I'application du teoeme du Viriel, sous la condition sug@whentaire que dans w@tat stable
I’ énergie fourniex la pointe doietreégalea I'énergie dissipe par I’hydrodynamique et les forces
d’interaction pointeéchantillon. Nous ne @velopperons pas davantage cesédédhtes descrip-
tions qui ne sont pas I'objet de ce travail.

1.3.5 Relation entre la dissipation denergie et le &phasage du levier

Pour compdter cette description du mode AM-AFM, une analyse de la relation entre les
déecalages en phase etitiergie dissipe peuktre effectée. Une modlisation fon@e sur un bilan
d’énergie du levier pendant unénmode d’oscillation @&te propog par Clevelanet al. [43]. Leur
modele est foné sur I'’hypotlese que I'oscillateur ae sur urétat stable, ils supposent alors que
I’énergie moyenne fournie au levier par l&€z excitateur £.,.) estégalea I'énergie dissipe
par les frottements hydrodynamiques du miliéi,(;.,) et par les interactions @lastiques entre
la pointe et la surfacelq;;,).

Eezc = Ehydro + Ediss (123)

Consicerons un levier tel que Q>1 et dont le mouvement est consid comme sinugdal
sur I'ensemble de saépiode (ce qui correspond aux conditions de non contact ou de contact
intermittent "leger”, soit A’ proche de A), on peut alorévaluerk,.,.. et Eyyro.

1

Eexc =
2Q)

kAA°w sin ¢ (1.24)
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mwo
Ehyd’ro = %Azuﬂ (125)

ou, k, Q,w, wo, A et A’ sont la raideur du levier, le facteur de qualita frequence d’excitation,
la fréquence propre du levier, son amplitude de travail et I'amplitutie iesonance respective-
ment. En remplacant les expressions 1.24 et 1.25 dans I'expression 1.23, on obtient I'expression
de I'énergie dissipe, Fy;. :
By = o L5000 (1.26)
20Q) A Wo
L'expression 1.26 montre que la phase est directemegieli énergie dissipe par le levier

lorsque la pointe interagit de mame irélastique avec la surface. En mode AM-AFM, I'amplitude
étant maintenue constante par I'asservissement de sa \alauvaleur de &ference A”, les
variations du signal en phase seront donc porteuses des informatiorsngugié dissipe par la
pointe sur Iechantillon.

L'expression peccdente reste valable tant que I'asservissemengsioparfaitement. En ef-
fet, I'erreur sur I'asservissemenéta la pesence d’objets de taille "importante”, quelques na-
nometres, peut grérer des contributions que I'on appellera "topographiques” au signal de phase.
Ces contributions oréte analyges en dtail par Starlet al.[44]

1.4 Presentation de notre systme exg@rimental

Dans cette partie, nous allons maintenarétspnter le dispositif exgimental utili€. Nous
discuterons ensuite du choix des conditionséskpentales &ectionrees pour tude meée sur
les pucesa ADN.

1.4.1 Presentation du microscope

Le microscopex force atomique dont nous disposons est un appareil commercial, il s’agit du
Stand Alone SMENA, reg@seng fig.1.14-B, @velopg par la so@te NT-MDT (Russie) [45]. Il
fonctionne suivant une configuratiarbalayage de pointe et permet ainsi d'imageratdsntillons
sans contrainte de taille. Urethil de la "ete” est doné fig.1.14-C. La position deéchantillon est
pilotée avec deux platines micr@tniques confilant les @placements du porteehantillon avec
une pécision de am. La ferétre de caraétisation @&finie par les eramiques f@zElectriques est
dans notre cas de 5®0x 2,5 um et le pas minimum pour le@lacements est de 0,012 nm en
x ety et de 0,006 nm en z. La sensil@lde cet appareiléfinie par le constructeur est @xfeure
a 1 A(RMS, Root Mean Square, suivant la direction verticale z), soit un niveaw@stgution
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FiG.1.14— Photographie du montage expmental.

correspondard la marche atomique. Cette sensibilit puétre cepasée en ajoutant un sysnhe
anti-vibratoire constiteé d’'un marbre reposant sur 3 chambgeair communiquant entre-elles,
un syseme de protection acoustique {teoen polypropydne recouverte de feutre isolant accous-
tique), pour atteindre environ O&(RMS, suivant la direction verticale z).

Les leviers 8lectionrés pour nos exXgriences sont des leviers rectangulaires en silicium adapt
aux exgeriences en mode oscillant. lls peédent des fquences deesonance comprises entre 150
et 315 kHz, pour des raideurs allant de 4,34 N/m. Les pointes moesa I'extremite des ces
leviers posédent une hauteur d’environ 1®n 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 piedemment, chacune des branches de solution de I'oscillateur
pos®de des caragtistiques bien particdres. La branche Létrit un £gime ai les forces at-
tractives dominent, dans lequel le contact entre la point&ehéntillon est quasiment absent. En
revanche, la branche H correspandn mode de fonctionnement eédgime epulsif dominant a
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le contact entre la pointe et la surface est toujoues@nt. Dans ce contexte nous allons analyser
l'influence de ces deux branches sur 'imagerie degutmntillons.

Pour ce faire, on se propose de comparer la morphologie d’'une couche de monobrins d’ADN
de 25 bases, portant un groupement fluorescent immedsigr un substrat de silice silags dans
différentes conditions de travail. L'e&pence &te réalie avec une amplitudela sonance de
26 nm et la fequence de travail est choiggalea la frequence deasonance. Les images de la fi-
gure 1.15 pesentent la morphologie obtenue pour les valeurs d’amplitude de travail de 24 nm, pour
la zone nate 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 I'amplitude et de la phase en fonction de la
distance pointé&chantillon. 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 failélduction d’amplitude d’oscillation A’/A° =
92%, pour A”=24 nm, met efevidence une organisation des monobrins sous forme de structures
enilots de forme oblongue. Lékts sont aiment 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 consign@ 20 nm (zone B), l'oscillateur rentre dans kEgion de transition entre la
branche L et la branche H. La c@tgience de ces transitions se traduit par I'apparition de stries
claires ou sombres. Ces stries marquent |l&diffice de hauteur que laramique pezcelectrique
compense, lorsque la pointe@p un saut de la branched.la branche H et inversement. Il ne
s’agit donc pas de contributicinla topographie mais d'@tfacts les au choix de 'amplitude de
travail dans la zone de transition entre les deux branches de solutions. Enfin, lorsque I'amplitude
de travail est infrieurea la zone @ s’operent les transitions entre les branches H et Ljltds
obsenés dans la zone C apparaissent de fagcon moins distincts que dans la zone A. Le contraste
vertical entre le substrat et l@ots est plus faible, de I'ordre de 2 nm contre 2,5 nm dans les
conditions de I'image A. L'oscillateur fonctionne ici sur la branche H de solution avec un rapport
ASPIA? de 70%. La éduction du contraste vertical entre les monobrins et le substrat ainsi que la
baisse de lagsolution sur ledlots traduit le contact de la pointe aveédhantillon. LADN étant
un maériau "mou”, ces effets sont probablement ésultat de la @ ormation de 'ADN par la
pointe.

Aussi, pour leschantillons que nous auroasanalyser, il sera pferable de travailler sur la

branche L de l'oscillateur, avec une faibkeduction de I'amplitude d’oscillation de mame a
éviter tout contact entre la pointe et la surface degusntillons.

Dans les conditions de travail sur la branche L, nous allons maintenant analyser I'influence
de I'amplitude d’oscillation sur le contraste des images e€kolution des objets. Dans une
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F1G.1.15- Etude de l'influence de la valeur de 'amplitude de travail sur les conditions d’imagerie d’une
surface de monobrins d’ADN de 25 bases de long gaenst un marqueur fluoresceatleur extémie et
dépo$s sur une surface de silice silagés L'amplitude libre est de 26 nm et égfalea I'amplitudea la
résonancew = wyp. Les images @sentent le@sultat de I'imagerie de cette surface avec des valeurs de
I'amplitude de travail de 24 (A), 20 (B) et 18 nm (C) . La courbe approche retrait (D) rend compte de la
branche sur laguelle se situe I'oscillateur pour ces trois valeurs de travalil.

experience, on analyse les modifications de la morphologie d’'une couche de monobrins d’ADN
de 25 bases de long toujourgmbge sur un substrat de silice silagés en fonction des valeurs
choisies pour amplitudes d’oscillation. On maintient le rapport entre I'amplitude de travail et
I'amplitude libre constank 94%, soit A7/A° = 94% avec iciv = wy, et on fait varier la valeur

de 'amplitude libreA°. La figure 1.16 pgsente la morphologie de la couche pour trois valeurs
de '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 conditionstol’amplitude d’oscillation est faible, A= 8,3 nm, les monobrins s’orga-
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Conditions expérimentales
o=wmo0 et Asp/A° =94 %
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FIG.1.16— Etude de linfluence de I'amplitude d’oscillation sur une surface coregitdiun tapis de mo-
nobrins d’ADN de 25 bases de longmb&s sur un substrat de silice fonctionné&késpar silanisation. Le
rapport entre 'amplitude de travail, & et I'amplitude libre A?"¢ est maintenu constart 94% et la
frequence de travail eéigalea la frequence deésonance, d'o A’ = Al |es images et les courbes
approche retrait correspondantes sonépenges pour trois amplitudes libres de 8,3 nm (A), 16,6 nm (B)et
25 nm (C). Le triangle blanc indique le liew@ntéte acquises les courbes amplitude-distance.
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nisent sous forme de structures en pékitts circulaires de 20 nm de diamne juxtapoés les ung
cote des autres. On observe par ailleurs Espnce de trous dans la couche de petite taille environ
100 nm de diaratre et d’'une zone plus sombéiegauche de I'image. Quand on augmente I'am-
plitude librea 16,6 nm, figure 1.16-B, le contraste entreilets et le substrat diminue. Léwts
n'apparaissent plus de m&né isoés mais sous forme de ramifications autour des petits trous de
la couche. Enfina 'amplitude libre de 25 nm (figure 1.16-C) I'image appafimue et le contraste
vertical entre les trous et |@ets devient plus faible. Evolution de la forme des courbes approche
retrait en amplitude acquises pour les trois amplitudes de 8,3, 16,6 et 25 nm éwdence une
atttnuation progressive de la transition entre les branches de solutions L et H. Cecintentrer
gue le passage dagime attractif dominant a@gime Epulsif dominant s’opre de marére conti-
nue quand 'amplitude d’oscillation augmente. L'origine de céttelution se situe dans I'ampli-
tude d’oscillation. Plus I'amplitude de travail augmente, moins la pointe passe de temps dans la
région a1 le potentiel d’interaction estle\e. Il en ©sulte un confile des éplacements 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 d& hm. En travaillant avec
une amplitude de 25 nm la pointe oscillégrloin de la surface pendant une grande partie de sa
période d'oscillation. La sensibiétde la pointe aux modifications de la force d’interaction est
donc amoindrie pour les grandes amplitudes émarat une perte d’'informations.

Ainsi, compte tenu de la taille des objets que nous auacreractriser sur les puces ADN,
qui sont dépaisseur B 2 nm, il sera @ferable de slectionner des amplitudes de travail assez
petites, inérieuresa 20 nm de ma®irea ce que la pointe travaille dans un domaine de haut@ur o
le potentiel d’interaction est relativement important sur 'ensemble désade d’oscillation de
manireaétre sensibl@ ses variations.



Conclusions

Ce chapitre a @seng une revue grérale sur les modes de fonctionnement de 'AFM. Dans
le cadre de ce travail, nous nous sommes principalemedrresgesa la compehension du mode
oscillant fonctionnant parétroaction sur 'amplitude, appelAM-AFM. Les avanées dans sa
compgéhension ont mis en avant I'importance du careehon-lireaire du comportement du le-
vier oscillant en pesence d’'un potentiel d’'interaction pégsnt des contributions attractives et
répulsives. La comitition des contributions attractives épulsives du potentiel d’'interaction
donne naissancedeux branches distinctes de fonctionnement : une branche dite de grande ampli-
tude et une branche de petites amplitude. Ces deux brancheslposdes propgies extemement
differentes qu'il est@cessaire de bien prendre en compte, de @naaichoisir les condotions les
plus adaptes pour caraétiser noechantillons. En effet, les solutions de grande amplitude d’os-
cillation corresponderd un fonctionnement eregime épulsif dominant dans lequel la pointe
entre en contact avec la surfacéextremite de chacune des oscillations. Au contraire, la branche
des solutions de faible amplitude corresp@ndn fonctionnement eregime attractif dominant
caracéri pour les faibleséductions d’amplitude par I'absence de contact entre la pointe et
I’ échantillon.

En fonction de la nature deschantillonsa analyser il sera pferable de se placer sur une
branche pluit qu’une autre. Legchantillons que nous avoétidés dans ce travail sont des puces
a ADN. Cesechantillons appartienneatla caégorie des métiaux mous. Il sera don@&oessaire
de contbler avec pecision les conditions expimentales de magie a limiter le plus possible
le contact de la pointe avecethantillon. On se placera donc sur un point de fonctionnement
de la branche des solutions de faibles amplitudes, avec &éméible eduction d’amplitude entre
I'amplitude de travail et I'amplitude libre telle quel!®/A° € [0,92—0, 98]. La réduction d’am-
plitude étant tes faible et les objetd analyser sur nos surfacegpentant une faiblepaisseur, il
seraégalement important de&kectionner des amplitudes de travail assez petites deenegnce
gue la pointe "baigne” le plus longtemps possible dans une zohe motentiel est important. On
travaillera donc en@réeral avec des amplitudes érfeuresa 15 nm.
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Chapitre 2

Les pucesa ADN

2.1 Les puces ADN et applications

2.1.1 LADN, support de I'information g énétique

L'ADN, Acide DésoxyriboNucadique, est certainement I'une des gmlles les plugtudées
actuellement. Bcouvert en 1869 par un biochimiste suisse, F. Miescher, son implication dans
I’héredite ne sera mise en avant qu’en 1944 par ledraabgiste O.T.Avery, qui montrera que les
carackres feréditaires sont transmissibles d’une l&aiE a une autre par des né&mules d’ADN
purifiees. C'est en 1953 que des analyses par diffraction des rayons Xamseps d’ADNétirés
permirenta Watson et Crick dtablir la structure de I'ADN. Selon le métk de Watson et Crick
[1], TADN est un polymere telicoidal bicagénaire, compdsde deux chHaes ou brins. La structure
bicagnaire de ces deux cimes est Bea I'appariement’une grosse base purique (A : &dine ou
G : Guanine) avec une petite de type pyrimidique (T : Thymine ou C : Cytosine). Désexges
biochimiques ar@trieures suggrent I'existence dpaires de bases comgimentaires également
appekespaires de bases de Watson et Crickespectivement Aet T et G et C (voir figure 2.1-a).

Ainsi, I'ADN se compose de deux brins acéeslformant une structure en doubkibe. Ces
brins sont constiteéls d’une succession de néctides. Un nuéotide est issu de I'assemblage
d’un sucre (ésoxyribose), d’un groupement phosphate et d'une baséeagaténine, Guanine,
Thymine ou Cytosine). Les numbtides sont relis par des ponts phosphodiester qui unissent le
carbone 5’ d’'un groupemengédoxyribose au carbone 3’ du suivant (voir figure 2.1-b).

L'assemblage des deux dhas est alorséali® selon les égles d’appariement des bases
azokes : 'Acenine avec la Thymine, impliquant deux liaisons hydnmog et la Guanine avec la
Cytosine impliquant trois liaisons hydrege (voir figure 2.1-c). L'information@nétique est alors
contenue dans la succession desadéhts nu@otides. Une&guence de nuebtides responsable
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de la syntese d’une prdine est appékgene Par convention, une chree d’oligonucéotides sera
toujours ckcrite de I'extemite 5’ a la terminaison 3’, comme sur la figure 2.1-c.

Compte tenue de sa complexita moécule d’ADN, pésente plusieurs arrangements spatiaux
définissant ainsi difrentes conformations. Ongsente sur la figure 2.2 quelques-unes d’entre
elles, qui sont les plus couramment ob&ay : il s'agit des conformations B, les plus connues,
mais aussi les conformations A et Z. Chacune de ces conformations ca@ndiestcaraéristiques
legerement diférentes du point de vue du diaire et de la longueur de la néalule (voir tableau
2.1). Pour une revue pluthillee, on pourra consulter I'article de Leslie [2].

— Conformation B dans cette conformation, les paires de bases sont perpendicalfiaes

de la moécule. Les groupements phosphates sont donesstliextérieur de la maicule.

Cette forme est favorée en milieu aqueux salin, permettant ainsi la neutralisation de la
charge Bgative pesente sur les groupements phosphates par les ions positifs de la solution.
Le dianetre de la maicule 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 repeessers I'exérieur de la maicule,
augmentant ainsi son diartre. Les groupements phosphates sont donc moins accessibles
aux mokcules d’eau. Cette conformation est faveesorsque I'lhumidé du milieu environ-
nant la moécule diminue drastiguement (Rh20%). La moécule adopte ainsi une forme
30% plus compacte en longueur que la conformation B. Le elisee la macule est alors
de 2,55 nm et la longueur par paire de base de 0,23 nm.

— Conformation Z :cette forme est@néralement obtenue par alternance des paires de bases

C-G au sein de la&guence. L'appariement C-G ayant un encombrememigsie plus
important que la paire de bases A-T, l'alternance de paire de bases C-G canthat
deformation importante du squelette sucrophosphate, qui prend alors une forme en zig-
zag (origine du nom de cette conformation), avec alicité gauche. Il enésulte que les
groupements phosphates sont alternativement prochessé&tidigres, ce qui provoquent

une cestabilisation et unelongation de la mélcule. Cette forme est@sente dans le cas de
concentration saline importante, suffisante pecranter la @pulsionélectrostatique entre
groupements phosphates proches. Lagmaleétirée par rappor la conformation B a une
longueur par paire de bases de 0,38 nm et un éiesxde 1,84 nm.

Les monobrins d’ADN quan&eux sont prsenés comme une clirge linéaire d’oligonuctotides
de dianetre infrieura la mokcule double brin, poéslant une grande flexibiétet la possi-
bilité de subir d'importantesédormations. lls sont @eéralement moglises par des cliaes de
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(a) Structure schématique de I'ADN
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FiG.2.1— Structure de 'ADN



52 CHAPITRE 2. LES PUCE® ADN

Conformation A Conformation B Conformation Z

FiG.2.2 — Description des diffrentes conformations, A, B et Z de la émile d’ADN double-brin. Les
boules noires et gris foilgcrepesentent les deux cimes des groupements sucrophosphates et les boubles
gris trés claire les bases azms hybriées

type polyneres gaussiens [3], c’eatdire que chaque monare peugétre repeseng par un vec-

teur oriené akatoirement, avec une prise en compte des interacdlectrostatiques dé&pulsion

entre les groupements phosphates et les appariements entre basese(@edeaoit relativement

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

tions de faible concentration en sel a tendaa@cuper une conformatidtirée sur le substrat

[4], tandis que dans des conditions de forte concentration en sel, des appariements entre bases
compEmentaires d’'un @me brin s'oprent, facilies par la pgsence de contre-ions qui neutra-

lisent la charge des groupements phosphates [5].

Caraceristiques Forme A [6] | Forme B [6]| Forme Z| Simple brin
diametre (nm) 2,55 2,38 1,84 1-1,5[7]
longueur paires de bases (hm) 0,23 0,34 0,38 0,43 [8]

TAB. 2.1 — Caradristiques de difrentes conformations possibles de I’ADN double brin et simple
brin.

Deux ptenonenes jouent undle primordial dans leséactions naturelles dé&plication de
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sequence d’ADN. |l s’agit des @mnonenes d’hybridation et deathaturation. L'hybridation corres-
ponda la phase d’appariement&spfique de deux brins pasdant deséquences comementaires,
la denaturation constitue I'ggration inverse conduisaat la €£paration de deux brins conasl
mentaires (voir figure 2.3).

RAIARNARRRRRRRRRARRRRARAL Hybridation

«—— T
LU Dénaturation

FiIG.2.3— Cycle d’hybridation et de&haturation

Beaucoup de techniques de la biologie emnilaire reposent sur le principe de reconnaissance
specifique de deux brins d’ADN par hybridation [9]. C’est en particulier le cas pour les guces
ADN.

2.1.2 Qu’est-ce-qu’une puceé ADN ?

Le grand programme duédryptage complet duémome humain qui aémaré au @ébut des
anrees 1990, a&cessi la mise au point d’outils permettant I'analyse simudard’un grand
nombre de equences d’ADN. Ces outils d’analyse en masse sont aujourd’huiégppatea
ADN, en reference aux puceéssemi conducteur, iagrant non plus dans leur cas un grand nombre
de composantslectroniques, mais un grand nombre éguences d’ADN.

Les pucesx ADN reposent sur le principe de reconnaissanéeifigue de deux brins dont les
sequences sont con@hentaires. Une pu@ADN est constitae d’un substrat solide fonctionna-
lisé sur lequel on @e un ensemble de plots actifs, contenant chacun un type de monobrins d’ADN
de €£quence connue, appslmonobrinsondesvoir figure 2.4-a. Ce bioacepteua ADN per-
met I'identification de monobrinsibles inconnus, par la reconnaissancédfique du site actif
sur lequel s’est ogrée I'hybridation 2.4-c. Les@&ominations deondestcibles introduites par
B.Phimister [10] sont aujourd’hui les noms conventionnellement aslis

2.1.3 Applications des pucea ADN

Depuis quelques ages @ja, les puces ADN ont franchi le pas des laboratoire€tlide,
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 diagreustial &nla
déetection de microorganismes dans I'agroalimentaire. Pour ukgeptation plus &taillees des



54 CHAPITRE 2. LES PUCE$\ ADN

/

(

\)

( (
|

L HRs A e
i) ’i‘i’ Y &) /‘ts.' >
o a ‘(:'" J'J V a a4 ‘(:'" & V 4

285 2875

A- Ensemble de plots contenant un B- Mise en présence d'une solution (- Reconnaissance spécifique
type de monobrins sondes de monobrins cibles de par hybridation sondes-cibles
séquences inconnues

l -,,4"..(.' (e ,IJ?..-’AI.
g’!ﬂﬁ"ﬂ ‘Lﬂl‘.fl«’(o
=7 4 “' 4 A' 4 (' 4 4
28 S

4

FIG.2.4— A-Sclema de principe d'une puce ADN. B- Puce en f@sence d’'une solution de brins incon-
nus. C-Reconnaissanceégifique de monobrins cibles par hybridation d'oligoreaides sondes et cibles
compEmentaires

applications des puc&sADN, on pourra se reporterun article de J. P. Clewley [11].

Le diagnostic gretique constitue certainement aujourd’hui un des champs d’application les
plus importants des puc@sADN. En effet, I'introduction du diagnosticégétique dans le milieu
médical s’affiche comme un outil puissant d’analyse pour les maladies ainsi que pour I'adaption
individualiste des thrapies. La acessi de comprendre comment une modification de I'expres-
sion des gnes est tranéfee en terme d’effets fonctionnels au niveau cellulaire, est 'un des aspects
les plus importants des recherches actuelles. Le but etthidir un scema de classification des
maladies. Dans ce paragraphe, on donne quelques exemplesaieesy/de puces dégotypage
qui ontété mis au point pour le diagnostic clinique.

Un des exemples les plus marquants de ces dix elemianaes est &s certainement la fa-
brication d’une puc& ADN permettant l'identification du virus du SIDA. Cette puce appel
HIV1 GeneChi;@ aéte developpee parAffymetrix C'est d’ailleurs la prengire puce commerciale
destireea des applications cliniques. Elle comportait 12000 plots d’oliga@utzles de 15 bases
de long,élabogés pour tester la position degmes codant pour deux enzymes responsables du
virus du SIDA : la prokase et la transcriptase (HIV1) [12]. Depuis, un grand nombre dersgst
de reconnaissance de virus @t mis au point. On citera titre d’exemple, une puce construite
en 2002, par Wangt alJ13], de 1600 oligonuéotides de 70 bases, permettant de tester simul-
tanément 140 squences caraatistiques de virus patheges des affections respiratoires et celle
de Rotaet al.en 2003, qui a permis deetecter le virus du SRAS§ I'aide d’'une puce 11000 plots
de 70 bases [14].
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D’autres applications dans le milieuédical ont vu le jour. On trouve aujourd’hui un grand
nombre de puces fabriges dans le but deetecter des mutations patates, permettant en parti-
culier de @tecter des cancers. Golabal. propose une classification de nombreuses tumeurs en
fonction de I'expression de certainemes caraéristiques [15]. Ainsi, les puces peuvent aider au
diagnostic clinique de plusieurs cancers dont les plaguents : cancer du sein chez la femme
[16] et de la prostate chez 'homme [17].

Enfin, les biopuces peuveagialemenétre utilies pour tester les interactions possibles entre
traitements, et analyser la toxieidlans le corps humain de certainesécales actives. Par exemple,
dans le cas de traitements contre le cancer, telles que la charapib et I'immunotérapie, qui
s’averent greralemengtre assez toxiques, des polymorphismésgjgues permettent d’identi-
fier la caégorie de patients pour qui le traitement sera efficace [18].

Un autre champ d’application qui connait de plus en plus deesy@st le dveloppement de
contlles bacdtriologiques dans I'agroalimentaire. Des puces permettangtiection par gno-
typage de microbaeties ont rapidement vu le jour. Un partenariat entre Affymetrix, @aklx
et la Lyonnaise des Eaux a conduit par exengpla mise au point de puces d’analyses micro-
bacgriennes de I'eau [19]. W.-S. Juegial[20] ont publé recemment lesasultats obtenus sur la
mise au point d’une puce permettant udeittion multiple des micro-organismes nocifs (tels que
les salmonelles) que I'on trouve dans les produits alimentaires.

La detection d’agents bagtiologiques estgalement utiliée dans des applications militaires.
Dans la crainte actuelle de l'utilisation d’armes biologiques dans les domaines militaires et civils,
de nombreux pays ont déda recherche pourélaboration d’outils fins de&atection d’agents
pathognes. Les chercheurs du centre Lawrence Livermore National Laboratory, USA, ont par
exemple évelop@ une puce de 53660 plots capables d’identifier cing virus, onze procaryotes et
deux eucariotes, cong&tbs comme agents pathenes [21].

2.2 Les principales voies de fabrication

Depuis la pren@re puce@ali®e par l[equipe russe de Mirzabekov en 1989 [22], cesesysis
ont grandemergévolué pour atteindre aujourd’hui des dekside plots immobiliss avoisinant les
400000 plots par ci Dans cette partie, on @sentera les diffrentes stragies délaboration des
pucesa ADN et leurs voies de syniése. Ce travail bibliographique s’appuie sur plusieurs rapports
recents ediges sur le sujet [23, 24].
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On distinguera deux grandes voies pour kegaration des puc@sADN. La premére consiste
a fixer des brins @syntletises, on parle alors de @hode ex-situ’. La seconde praedea la
construction des sondes base par base directement sur la puce. Il s’agit &b dalenfn-situ”.
Chacune d’elles conduit des puces de caradistiques tes differentes en fonction de la stegie
choisie.

2.2.1 Immobilisation de brins présynthétisés - "ex-situ’

Le principe de la syntse &x sitd repose sur 'immobilisation de monobrins d’ADNgala-
blement synthtises et purifes. Elle permet doncélaboration de puces avec une grande g@ret
mais cette technique reste lilsta de faibles dengt de plots & 1000 plots) dans le cadre de la
synthese d’un faible nombre de puce, en raison dit @mportant impos par la synthse pealable
des sondes. Dans ce cas on parlera de puéaile densité.

La fixation d'oligonucéotides sur un support solide eglalige 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 techniquts ahandonees
au profit de nombreuses innovations. Plusieurs types de supports orétairstenus, pour leur
capacié a offrir des voies d'immobilisation pour les acides raigues. On trouve la famille des
verres, silice et silicium [30-33], quiétessite une fonctionnalisationgatable, mais aussi des
gels polyngres [25, 26] tels le polypropdhe et le polyacrylamide et de€taux comme I'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 matcules du support.

a- Immobilisation par adsorption

L’ équipe russe de Mirzabekov awklopge un protocole d’immobilisation de brins d’ADN par
gel [25]. Dans cette pr@clure, 'immobilisation de sondes s@ par une simple polyanisation
d’'un gel de polyacrylamide auquel les sondes soealablement coupks par&action entre les
groupements amines des sondes et des groupements hydrazides du gel.

Une autre proedure consista immobiliser des sondes par polgrisation d’une&sine. C’est
sur ce principe que la sdxé francaiseCis-Bio en collaboration avec le CEA-LET Grenoble
a cevelopge une technique originale d'immobilisation. Urelange d’oligonu@otides et degsine
de polypyrrole estépo€ sur un substrat de silicium recouvert d'@seau de minusculétectrodes
d’or. Chaquetlectrode peudtre polarige independamment I'une de I'autre pour provoquer la po-
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lymeérisation de la&sine et ainsi 'immobilisation des brins voir figure 2.5 [26].

AASaALR Q7O

N 299900000000 99000000 0
H i Q
Film de polypyrrole obtenu par Solution de pyrrole de Polymérisation du
oxydation électrochimique d'ODN-pyrrole pyrrole sur I'électrode

FiG.2.5— Accrochage de monobrins d’ADN (ODN) par poB#isation du polypyrrole pildt parélectrode.
D’apreés Livache et al. [26]

Sur le néme principe, la soéte 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
sondesa immobiliser sont porteuses d’une biotine. Les sondes se fixent ainsi par association an-
tigene/anticorps. Ces protocolegpentent une excellente reproductibilihais sontd encore
limitésa des syntbses de puces de basses déssit

Le groupe de Patrick Brown et Mark Schena de I'univérdgStanforda quant lui developg@
un pro@ceé fonce sur la grande capaeide la polylysinex adsorber des matules d’ADN [28].
Des gouttes (de quelgues microlitres) contenant les oligéntides sondea immobiliser, sont
dépoges sur des lames de microscope recouvertes de polylysineee sleffectue via une
pointe ou tube capillaira I'aide d’un robot [29]. Ce pramk est @sormais largement utibset est
conventionnellement appe!Spottef. Cette technique, facila mettre en oeuvre, @sente cepen-
dant quelques inconvenients pour é&alisation de €pdts homognes et reproductibles. En effet,
I’ étalement ainsi que l&t€erogereite du £chage des gouttegploges sont des facteurs limitant la
reproductibilieé du processus.

b- Immobilisation par greffage covalent - des puceséutilisables

L'immobilisation d'oligonucEotides par greffage covalent est certainement I'une des voies
qui a susci le plus grand nombre de travaux de recherche. En efféalssation d’'une fixation
chimique, stable en milieu agueux, eépentant une bonne tenue en téngure dans la gamme
0-100, confere aux puces une grandesistance de leur structure aux ringcages. Les puces ainsi
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élaboges sont don@utilisables, ce qui constitue un avantage certain du point de vue commercial.

L'immobilisation par voie chimique implique la formation d’une couche ditaccrochage
qui établit le lien entre le substrat et I'oligonédtidea fixer. On peut souligner que les oligo-
nuckotides utili®s actuellement sont quasiment toujours madifils posgédent en particulier un
espaceur (compésgeréeralement d’'une chiae carboge) qui a pour objectif d’augmenter I'ac-
cessibilie de la sonde immobilee dans la phase d’hybridation. La fonction e&a I'extremite
de I'espaceur constitue le site actif dmction entre la couche d’accrochage et I'oligogotide,
appeée fonction d’accrochage. Deux liaisons stables doivent daeétablies : la prendre entre
le substrat et la couche d’accrochage, la seconde entre les groupements terminauedeesnol
de la couche d’accrochage et I'espaceur de I'oligoboiidie.

Deux types de substrat ont airede retenus en raison de leur capacitetablir des liaisons
covalentes stables dans les conditioresopdemment mentior@es. On trouve ainsi la famille des
verres, silice et silicium qui peuveatablir des pont siloxanes (Si-O-Si) entre leurs groupements
silanols de surface Si-OH et la fonction terminale Si-X d’'un organosilane (X-SiXE¥) et des
surfaces recouvertes d'or vapdriguiétablissent des liaisons stables avec les thiols (H-S;)GH
Z).

Les organosilanes constituent une famille estent vaste. On citera ici quelques exemples
de moEcules utili€es, mais cet expéseste non exhaustif. Ergle ¢grérale, on trouvera au
niveau du groupement Si-X une fonction facilement hydrolisable comme les alkoxy, les chloro
ou des amino et leurs compass qui séliminera sous la forme X-H (apsétablissement du pont
siloxane).

Le choix du groupement actif siéa I'autre extemite de I'organosilane peutre vare. On
répertorie diferents groupements terminaux : des amines(APTS, Joss [30]), des acides(TETU,
DDSUM, Ecole Centrale de Lyon-Rosatech [33]), épexys (GPTS, Southern [31]), des thiols
(MPTS, Rogers [32])... (voir figure 2.6). La nature chimique des groupements terminaux choisis
déepend de la nature des fonction d’accrochage de I'espaceur. Dans le cas des amines beaucoup
de fonctions d’accrochage peuvéite utilies, parmi elles nous citerons la fonction acide car-
boxylique. Pour une fonction d’accrochage de t@poxy, I'espaceur devra porter une fonction
ammonium. Pour les thiols, I&action se fait par un€&action déchange thiol/disulfide...

De méme, sur les substrats d'or, le greffage covalent s’effectue entre le grouperaetit r
terminal de la mdicule thioke et |la fonction siteea I'extréemite de I'espaceur. On retrouvera par
exemple un groupement terminal acide du thiol, en vue &alllissement d’'une liaison avec la
fonction ammonium de I'espaceur [34].
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FiG.2.6—Réaction de fonctionnalisation des surfaces de type verre silice et silicium avarediff silanes :
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cidoxypropyltringthoxysilane, (d)- MPTS, 3-mercaptopropylteitmoxysilane.
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2.2.2 Syntkese ’in-situ”

La fabrication in situ consista syntletiser base par base lesgsiences d’ADN é@si€es, di-
rectement sur le support par désactions localiges. Le principal avantage de la sy&gb "in
situ” est qu’elle permet la synéise d’'un nombre beaucoup plus important de sondesgleaces
différentes, allant jusga’400000 plots [35]. En opposition aux puddaboées par immobili-
sation d’oligonuckotides, on parlera de puces ldgute densié. On distingue deux pr@dures
utilisées : la syntbse par voie photochimique et la sy&sle par microprojection. Chacune d’elles
comporte dewetapes principales : laégrotection et le couplage.

a- Synthese par voie photochimique

Ce pro&ce aéte principalementévelopg par la so@te Affymetrix qui s’affiche aujourd’hui
comme leader mondial de cette approche [36].

La construction des sondes se fait par cycle successifs d’'injection de I'un désties$ cor-
respondant aux quatre bases aest Les nuélotides injeds sont prages par des groupements
photolabiles pouvar&treéliminés par radiation UV. Ainsia I'aide de masques similair@sceux
utilisés en photolithogravure, omlectionne les plots auxquels on souhaite ajouter une base de
nature donée. La zone est alorsegroégee par radiation UV, librant ainsi le groupement de
surface du groupement photolabile et permettatablissement de la liaison entre le support et
la premere base. La liaison entre bases s’effectuera ensuite denfeerfacon. La base @edente
sera tout d’abord &proegee de son groupement photolabile par radiation UV. Son amine sera
alors accessible po@tablir la liaison avec le nuebtide suivant (voir figure 2.7). Ce principe re-
pose sur le principe de la chimie combinatoire. Pour obtenir une pu¢é al@onuckotides, a
k est le nombre de bases par sonde, il faudra dord: cycles de syntbse.

b- Synthése localige par microprojection

La fabrication par microprojection est inspér des techniques d’'impression des imprimantes

jet d’encre. Un sygtime de microprojection par injecteurgpo€lectriques, permet deedoser

les quatre bases erefr petites quanés ( de I'ordre de la centaine de picolitrés)a surface
d’'un support. Lesé&actions de couplage ont lieu par confinement des produits $wmiegrune
micro-structure grade sur le support (Ecole Centrale de Lyon : micropuits avec un silane actif au
fond), soit par IElaboration d’un substrat micro-strucdchimiquement. La soefe Protogen[37]
définit par exemple des zones hydrophiles et hydrophobes en utilisant une griiéahepoge

sur une lame de verre. Legactions oprées sur ces supports passent paréardtection du site

de la liaison, I'apport de la liaison et la protection des siéetifs jusqua la eaction suivante.
Ces proédes s’appuient sur la chimie des phosphoramidites. La diféaldtcette rathode eside
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FiG.2.7 - Description des diffrentesttapes inmpligéies dans la synéise photochimique G. McGall et al.
[36].

dans I'injection successive sur ureme plot.

2.3 les pucesealistes au laboratoire LEOM

De nombreuses voies existent donc pour kaparation des puces ADN. Nous pesentons
maintenant les puces ADN qui sont gali®es et dvelopgies au laboratoire, dan€tuipeBio-
pucedirigée par J. R. Martin. Lavancement des travaux de rechegadiegs depuis le milieu des
anrees 1990 a dor@naissance en 20@lla start-ugrosatech

La straégie choisie pour la synéise de puced ADN repose sur I'implication de liaisons co-
valentesa chacune destapes de la piparation des puces. Cette stgie pesente deux avantages
consicerables : elle permet d’obtenir des pucestilisables (jusqu plus de 20 fois, travaux de la
thése de Magne Bras [38]) et d’atteindre un bon niveau de reproduc#bilit

Les substrats choisis sont la silice et le verre.éalisation de la couche d’accrochage par sila-
nisation a fait I'objet de nombreusésudes (teses de Vincent Dugas [39] et Francois Bessueille
[40]). La mokcule retenue pour lgalisation de la couche d’accrochage est un monochlorosi-
lane. Le silane&ectionre est le [dingthyl(diméthylamino)silyl] un@canoate, nétDDSUM. On
procdea la ceprotection de la terminaison ester en terminaison acide decneangtablir une
liaison amide entre la sonde et la r@olle de silane actde. Contrairemerd la quasi totalé des
silanes renconiés dans la litrature qui sont des silanes trifonctionnels passit trois groupe-
ments eactifs sur leur terminaison siBg, la €lection 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 I'ancrage de l&&muié paretablissement d’'un pont
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siloxane avec un groupement silanol de la surface du substrat, mais ils pegakmhent interagir
entre eux eétablir des liaisons siloxanes éailement. Ce gnonene se rencontreegéralement
dans le cas de couche dengseles moécules de silanes sonef proches les unes des autres.
Il en résulte une interaction entre ¢has carbo@es. La couche ainsi constiel poseéde donc
une bonne colsion, dans le sensides moécules s’organisent autour d’'une conformation verti-
cale, parfois inclige, appdéde dans ce cas configuratioimnahs’. Cependant, bien qu’offrant une
forte colesiona la couche d’accrochage, l'interactiondetle des m@cules peut s'arerétre
également un inco@nient, car la&alisation de ponts siloxanes entre éwlles de silanes n’as-
sure pas Btablissement d’un point d’ancrage au substrat pour chacune désuted de silanes
[41, 42]. Le choix d’'un silane monofonctionnel permet de s’affranchir de cesqrad d'inter-
actions lagérales entre mékules conduisardt la formation d’'une monocouche et garantit donc un
ancrage fort par liaison chimique pour chacune demaés de la couche d’accrochage.

Cette couche d’accrochage permet par la suite @eldpper la synése de pucé ADN
suivant les deux voies de syede mentionees peccdemment : par immobilisation d’oligo-
nucleotides pesyntletises, syntiseex-sity ou par combinaison base par base par voie de 8gath
in-situ. Les deux voies oritte developgiees paraéllement au laboratoire pour produire des puces
destireesa des applications vaes.

a- Procedé d’'immobilisation ex-situ

Ces puces par immoblisation d’oligonaotides pesyntletises sonteali€esa I'heure actuelle
avec une machine de 256 microprojecteairganne de 5 nL. Ce préde permet une grande vi-
tesse de fabrication des puces jusgbO puces de 256 plots par heure. La machine travaille sous
atmosplere contrade (Tempgrature et Taux d’humidi) et possde des projecteurs i€d 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 rapiditie fabrication, sont desénsa la production de masse pour le
diagnostic.

b- Procédé d'immobilisation in-situ

En ce qui concerne la syrihein situ, on trouve deux niveaux detdeloppement. A I'heure
actuelle, une machine epe la synthse base aps base par projection des neafides sous forme
de gouttes de 5 nL. L&action de couplage baadase repose sur la chimie des phosphoramidites.
La localisation de la projection est obtenue en utilisant des masques de siliconéfigisisént
des puits permettant ainsi de confiner les constituants contenus datsniay! qui est un sol-
vant extemement mouillant. Les masques peuvent comprendre &0 plots de 500 de
diametre espaes de 75Q:m centrea centre. On parle de basdanoyenne iréigration pour ces



2.4. LES METHODES DE LECTURE DES PUCES 63

sytemes. Ce prdmk permet une fabrication rapide et flexible de puces en quelques exemplaires.
Elles sont principalement deséiesa la mise au point de protocoles biologiques.

La mise au point d’'un prdmk de syntksein situa haute integration eatI’heure actuelle en
cours de dveloppement. La voie choisie repasgalement sur la chimie des phosphoramidites,
et passe par la projection desrpetits volumes : 3 pL. Ce prede devrait permettre d’atteindre
rapidement des puces beaucoup plusgries.

2.4 Les nethodes de lecture des puces

De nombreuses athodes existent pour lire les puces, on se contentergdemqer dans cette
partie celles qui sont le plus souvent ugks, en gcisant leurs avantages et incénients. Ces
techniques sont conventionnellement ckessen deux grandes egories : les rathodes dites
directes, qui ne @cessitent pas d'@pations sup@mentaires dans les protocolegldboration et
d’hybridation, et celles qui sont indirectes, qui regneint unetape de marquagegalable afin de
déetecter les m@cules cibles.

Chacune d’entre-elles est caixitee par trois paraatres : la ésolution spatiale (le plus pe-
tit élement de surfaceéatiectable), le seuil deétection (correspondant au plus bas signal analy-
sable) et la sensibifit (Efinissant les plus petitscarts @celables). Ces paramnes sont diffici-
lement comparables d’'uneéthodea I'autre, car les prdees mis en jeu peuvegtre extement
différents. Orétablira tout de rme une comparaison entre les deugtmodes qui seront uti-
lisees par la suite dans le cadre de cetéséh: la microscopie de fluorescence et I'analyse par
radioactivié.

2.4.1 Les nethodes directes

Parmi les néthodes directes de lecture des puces, on trouve des technigues anciennes comme
les microbalancea quartz mais aussi des p&aes originaux comme la spectroscopie de plas-
mon de surface et les mesures d'idjanceelectrochimiques. Toutes ces techniques ne seront pas
dévelopgees ici.

Le principe de la microbalance quartz est forg sur le fait que la Equence deésonance
du quartz varie inversemeatla masse &poge sur la surface du quartz. Ainsi, les diffnces de
masse mesees avant et aps hybridation informeront sur lagsence ou non de brins hyhesl
[43]. Cette néthode pesente I'avantage étre assez rapide et sensible, mais reste éditdes
puces de faible dens§it puisque chaque plot dditre €ali€ sur un quartz.
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Une analyse directe des processus d’hybridation peut atresiali€e en mesurant les va-
riations de la @sonance de plasmon de surface . Les variations d’inéedi'sine ondeé&flechiea
la surface de la puce sont enreggsts en fonction de I'angle déftexion. L'intensié de I'onde
reflechie est modéle par la pesence de composant biologiciuda surface et peut donc rendre
compte de maeire in-situ et en temp&el des processus d’hybridatiarta surface de la puce [44].

Une troiseme néthode directe consisgeutiliser le principe de mesure d’'iragancetlectro-
chimique pour caraétiser I'etat d’hybridation d'une puca ADN. Cette néthode est mise en
placea partir de structured base de semi-conducteurs, @gpseEDS (Electrolyte/ Dielectrique/
Semi-conducteur), qui permettent de mettreegidence par mesure d’'iredance une modifica-
tion de la densé de charge @sente sur leur surface. Ainsi, le nombre deé&uales hybrides
en surface peldtre cetermiré car I'hybridation conduik une augmentation du nombre de grou-
pements phosphates provoquant un accroissement de laedéasihargeséyatives en surface.
Cependant, Bvaluation de I'impgdanceetant gali€e sur I'ensemble de la surface de la structure,
cette proédure se limitea donner des informations globales dett d’hybridation en surface
de la puce. Dans le but d’aedera des informations locales sur lesgoloenes d’hybridation,
un laser modud peutétre utili€. Lillumination moduée de la surface de la puce produit alors
une oscillation du nombre de paietectron-troua proximie de l'interface de la jonction. Il est
alors possible dtablir une cartographie de I'indpdlance diférentielle locale de la puce avant et
apres hybridation. Pougtre utili€e, cette techniqueenessite donc que les puces so&labogées
sur semi-conducteur, le silicium pour des raisons d& eppar#é etre un tes bon candidat. Ce
procece aujourd’hui couramment apgetesureelectrochimique &t developg@ par I'equipe de
J. R. Martina I'Ecole Centrale de Lyon [45, 46].

2.4.2 Les nethodes indirectes

Aujourd’hui, les néthodes indirectes de lecture des puces les phardues sont lesathodes
de mesures par radioacti@iet la microscopie de fluorescence.

Dans le cas de I'analyse par mesures de radioaetilat cetection de mdacules sondes et
cibles recessite un marquagegalable de ces métules avec des atomes radioactifs, par exemple
du 32P. La cktection s'ogre alors par comptage des particidesises par les atomes radioactifs
introduits dans la mélcule. Cette rathode permet une mesure quantitative des sondes ou cibles
présentes la surface de la puce. Elle pernggfalement d’obtenir une cartographie de la surface
de la puce, avec une bonne sensigil€ependant, cetteathode reste assez liraé sur le plan de
la resolution spatiale. En effet, les meilleurs scanners commegsais le maragh atteignent au
maximum la ésolution de 25:m? pour des temps d’acquisition e&ment long, d’environ 20h.

Le seuil de étection est par contre relativement bas et se situe aux alentour a@EQ@ules par
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cm’.

La méthode, qui est aujourd’hui la plus utiie dans le domaine de la lecture de I'hybridation
des pucex ADN, est tes certainement la microscopie de fluorescence. Cette fois-ci, le marquage
est oferé par incorporation de metules fluorescentes, soit directement sur les acidegiques,
soit sur les amorces utibes dans le casida syntlese est obtenue par PCR (PoBmaise Chaine
Reaction). Dans le premier cas, les cibles pdssit plusieurs groupements fluorescents (propor-
tion géreralement expri@e en % du nombre de base dans le brin), tandis que dans le second cas
la molécule ne posde qu’un groupement fluorescent, celui de I'amorce. lesgmce des brins
d’ADN se fait donc par dtection de la fluorescence, aprexcitation avec un laser accersur
la longueur d’'onde d’excitation des néalules fluorescentes. Elle est donc applicabieut type
de puces : puces de basse, moyenne et haute ele@sitte rethode permet elle aussiédablir
une cartographie de la surface avec uesotution spatial&levee qui peut atteindre les mom
pour les systmes les plus performants. De plus cette mesure est quasiment ins¢éac&qui lui
confere un avantage certain sur leétihodes de mesure par radioacéviCependant, son seuil de
détection, qui est de I'ordre de 1énolécules/cr, reste 100 fois plusleve que celui des mesures
de radioactivié.



Conclusions

Ainsi, de nombreusesquipes de part le monde travaillénka mise au point de pucasADN.
Comme nous l'avons vu dans ce chapitre, il existe de nombreuses voiegpiation de ces

sysemes. Les principales voiegvktlopfies sonté&sungées dans le tableau 2.2.

Socéte Groupe | Fonctionnalisation de surface Densie (sondes/cH)

Stanford Schena | Brins ptesyntletises adsores avec de la polyr NC
syine

CIS Bio Téoule | Brins pesynttetises fixés par polyrarisation du 10'2
polypyrrole piloke patlectrodes de platine

Nanogne Heller Brins presyntleties fixes par association an- 1,6.102
tigene/anticorps pil&e parelectrodes

Affymetrix | Trulson | Synthese in situ par processus photochimique 10t

Protogene | Brennan | Syntlese in  situ sur motif hydrof 1,3.102
phile/hydrophobe

Rosatech | Souteyrand Brins pesyntletises fixes par silanisation 4,101

Rosatech | Souteyrand Syntlese in situ, avec fixation covalente sur 101
verre silanig¢

TAB. 2.2 — Tableaué&capitulatif des diffrents proedes de peparation des puceésADN.

La coursea la miniaturisation de ces sgshes, dans le but d’augmenter le nombre de plots
et de Eduire les quants de mairiaux biologiques &cessaires, a engadn recherche vers une
reduction massive de la taille des plots. Les eyws les plus "irdges” atteignenta I'heure
actuelle, des diapires de plots de I'ordre de la dizaine de microns. Afin d’atteindre cette minia-
turisation, de nouveaux prabhes sont aujourd’hi resoudre.

Le premier éside bierevidemment dans la&alisation de plots de plus petite taille. Ceci passe
par le contble de volumes plus petits que ceux uésaujourd’hui (inérieur au pL).

Un deuxeme probéme concerne la sensibditles nethodes de lecture, car laduction de la
taille des plots va diminuer la quaritile matére hybricée sur chacun d’eux. Ceci impose donc
une anélioration des rathodes de lecture afin d’optimiser leur sensibiét d’abaisser leur seuil
de cetection.

Le dernier point prendre en compte et non le moindre porte sur le dttte la qualié des
déepdts du point de vue de leur homargpite & desechelles en taille de I'ordre du micron. En effet,
la reduction de la surface des plots ne peut 8iep correctement que si la couche de greffage et
les processus d'immobilisation sont honeogsa I'échelle de la surface de ces nouveaux plots.
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Ainsi, uneétude @taillee des protocoles degparation des puc@sADN a I'échelle submicro-
nique aéte engage. L'objectif consist@ analyser I'organisation de couches d’accrochages et de
molécules sondes immobiées afin de&ectionner les protocoles les plus adapen vue d’'une
miniaturisation de ces sysnes. Aussi, les gthodes de caramtisation et de lecture des puces
ne sont pas toutes adapsa cette nouvelle probmatique. La microscopieforce atomique, par
sa capacé a imager des surfaces,|’échelle mokculaire,a I'air maiségalement en solution, se
présente comme un outil performant pour conduire dattiele. C’est le choix que nous avons fait
dans le cadre de cettectbe.
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Chapitre 3

Revue bibliographique desetudes de puces
a ADN par AFM

La microscopiea force atomique, par sa cap&c#ét imager des objets conducteurs, semi-
conducteurs et isolants, dans tout type de milieaX'air, sous ultra-vide mais aussi en solution,
est aujourd’hui un des outils les plus utdspour la caraétisation d’objets biologiques!’échelle
submicronique. Depuis leur invention, les microscopiesnde locale nourrissaient I'espoir de la
résolution de la m@cule d’ADN de margére isoke et dans I'espace direct. Ce n’est qu’en 1989,
que les prengres images d’ADNé&ali€es par microscopie effet tunnel (STM) onéte publées
par le groupe de Lindsay [1]. Drake et al. [2] quaneux peésentaienégalement en 1989, les
premeres images d’ADN obtenues en microscapferce atomique en mode contact. Depuis, les
études de ’ADN par AFM concernent u@nitable domaine de recherchgart entere [6, 7, 11—
24].

Ce chapitre a pour objectif de ggenter urétat de I'art de€tudes conduites par microsco-
pie a force atomique sur des puce@DN ou sysémes appareés (immobilisation de méktules
d’ADN, simple ou double brin). Avant d’aborder les trava@ali€es sur ces sy&tes qui sont
relativement complexes, nous aborderons dans une @rempartie les principaux praihes sou-
leves par I'imagerie AFM de brins d’ADN isébk cepo®s sur une surface. Dans un second temps,
nous pésenterons un bilan des avaes des diffrents groupes travaillaatla caradrisation de
pucesa ADN ou de 'immobilisation de brins d’ADN, ce qui constitule coeur des travaéak®s
au cours de cette #se.
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3.1 Etudes AFM de mokcules d’ADN suppories

Les preméresetudes AFM sur des brins d’ADN ont mis émidence la acessi 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 possibéitde Ealiserdes images reproductibles de I’ADN par fixa-
tion de la moécule sur un substrat de mica par traitement ionique par ions multivalents comme
le Mg?*. Depuis, cette condition a largemeai reprise dans la ligrature. Par ailleurs, ces deux
articles mentionnent d’ores eéj I'influence de plusieurs paratres, qui s’agrent jouer undle
determinant pour I'imagerie, comme par exemple@&odmation de la mé@cule d’ADN sous 'ac-
tion de la force exege par la pointe, ou&largissement latal de la matcule e a la dilatation
de la pointe avec l'objet et enfin, l'influence du taux d’hun@ditr le contraste vertical obtenu.

3.1.1 Choix du substrat

Un des premiers aspects importaatgrendre en compte pour la cag&tsation de macules
d’ADN réside dans le choix du substrat. Compte tenu de la taille relativement petite éesiles|
a imager (voir tableau 2.1, chapitre 2), les substrats envisageables pour supporterédesesol
d’ADN en vue d’'unettude AFM sont peu nombreux et doivent satisfaideux crieres : pesenter
la rugosi€é de surface la plus faible possible et disposer de sites chimiquegaetits aux ligands
nécessaira la fixation de la mdcule.

La premereétude par AFM &t réalie sur des mékules d’ADN @&poges sur du mica.
Ce substrat est encore aujourd’hui le plus wiligour sa faible rugogtde surface (RMS =
0,2 nm) mais aussi pour la possit#ligu’il offre de fixer les macules d’ADN par interaction
electrostatique entre les chargégatives po#es par les groupements phosphates du squelette de
I’ADN et des ions positifs Bsa la surface de mica. D’autréguipe€vaporent un film mince d’or,
d’épaisseur 4-6 nm, sur du mica pour favoriser I'ancrage desculas d’ADN [14]. Leur fixation
est alors gali®e par eaction d’'un groupement terminal thgo{pealablement fii& sur I'extémite
5’ de 'ADN) avec les atomes d’or de la surface. Par ailleurs, I'importance dererde faible
rugosié des substrats a naturellement orelat recherche vers des surfaces de type cristallines.
Ainsi, Yoshimotoet al. [5] proposent 'utilisation de la surface cristalline ultra-lisse du saphir
Al, O3 (RMS = 0,3 nm), qui agrs traitement par N®O, pos&de un caraetre hydrophile permet-
tant 'adhesion de '’ADN. Araiet al. [6] quanta eux, utilisent la face (1,1,1) du silicium vicinal
(RMS = 0,3 nm). Cette fois-ci, 'immobilisation de ’'ADN sur la surface du semi-conducteur se
fait par interaction des d@des de la matcule d’ADN avec ceux de la surface.
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3.1.2 Etudes des conformations de ’'ADN

Dans le cadre destudes en microscopie force atomique, on notera que I’ADN n’est plus
libre mais suppo#e sur une surface. Sa structure n’est donc plusadatt la structurea trois
dimensions de la métule libre en solution. Dans toute la suite on supposera que &alelsup-
portee sur une surface peétre repesenge par la projection de la structure de la éwlle libre
(3D) sur la surface. Btude des propeies structurales de I'’ADN par AFM constitue un grand
champ d’investigation. Nous nous limiteroaglonner quelques exemple&tilides 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 brirepd€s sur mica s’opre lorsque la
concentration en sel diminuegduisant ainsi la longueur totale des brins de 30%. Par ailleurs,
ils discutent de la fcision des diffrents algorithmegvaluant toriquement la longueur d’'un
brin. lls comparent dans leurs conditions ekmentales les Bthodes fondes sur I'estimation
de Freeman[8], celle de Kulpa [9] et un n&de d’ajustement avec un polgme de degr 3 [10]
et montrent que la longueur de la raolle est presque parfaitement agesaivec le magle po-
lynomial. Les néthodes d’estimation de la longueur de brins d’ADN et la comparaison entre les
modceles et la lecture de longueur sur des images AFM sont raggpdens plusieurs articles. On
donnea titre d’exemple celui de V. Ph. Pastushenko[11].

Dans le prolongement de cettude, J. Zhengt al[12] s'intéressena cette néme transition
(entre conformations A et B) en regardant plugafiguement l'influence de la nature des ions
présents dans la solution d’hybridatianconcentration constante. lls eaddiisent un ordre d’ef-
ficacitt des iongtudésa provoquer la transition de la conformation B des &cales vers une
conformation A : Stt > Ba?™ > C&t > Mg**.

Les changements de conformation ont non seuler@@rétudiés en fonction des concentra-
tions en sel des solutions magalement en fonction du pH des solutions w#idis. L. S. Shlyakh-
tenkoet al[13] rapportent par exemple la transition entre une conformation en téfitehinterne
a une moécule d’ADN double brin, vers une conformation B en augmentant le pH du milieu de 5
a 7. Les necanismes impliges dans cette transition apparaissentergment complexes passant
par un nombre dtats transitoires important.
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b- Quelgques conformations exotiques

L'ADN, loin de présenter toujours une structuredaire simple, peut comporter des conforma-
tions exotiques provenant soit d’interactions entre bases damarbrin, produisant par exemple
des structures erépingle” ou "hairpin”, soit d’interactions entre bases apparteaaghs brins
d’ADN diff erents, donnant alors des triplexes.... Ces structures gobtajement rencorées
sous la @nomination d’eteroduplexes. Ces formes exotiques sont principalement naturelles dans
le sens a elles peuvenétre obtenues lors de processus biologiques. La zoologie des structures
observables pouvaitre assez vage, on donne ici quelques exemples.

E. A. Oussatchevat al. [15] étudient I'influence de la formation &pingles dans des brins
sur leur mobilieé dans les processusétBctrophoese. Cetteetude, conduite par AFM éxele
guelgues-unes des structures féas (voir figure 3.1).

Fic.3.1-Image AFM d'leteroduplexes. A- fragments de 301 paire de bases (pb) contenagpideses de
50 pb. B- Image plus haute ésolution des #mes bBteroduplexes. C- Comparaison entre desé&uoales
présentant deépingles de 50 pb (a), 27 pb (b), 18 pb (c).E. A. Oussatcheva et al. [15]

Dans des travaux similaires [16], leéme groupe montre, par analyse structurale dé&oubés
d’ADN de type super &lice, que I'on peut trouver des structures locales, apeeltruciformes,
qui correspondera des recombinaisons de portions d’ADN analogues. lls obtiennent ainsi des
structures en forme de H ou de X, correspondadeux conformations défentes. Dans le cas
des structures de type H, les brins d’ADN se recombinent avec une orientation arélpatatidis
que dans le cas de structures de type X, la recombinaison s’effectue suivant le seake{acal
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 doubleép&lsur un substrat, beaucoup
de publications onéte écrites sur le sujet [17—24]. La mesure de la hauteur d’objets biologiques,
dits "mous” (de module d'Young pegiee), et en particulier de '’'ADN, constitue une des grandes
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.
1

FiG.3.2— Etude AFM des diffrentes conformations obtenues par recombinaison de portions d’ADN ana-

) p2

logues. L'interaction entre brins analogues condaiiieux recombinaisons : recombinaison de rasami
paralléle ou antiparakle, conduisané des structures dites en H ou X respectivement. L.Shlyakhtenko et
al. [16]

probeématiques dans la communautu champ proche. En effet, le contraste vertical olésswv

des moécules d’ADN est &s nettement en dessous de la valeur attendue de 2,34 nm (confor-
mation B). Differents groupes rapportent des valeurs de hauteur allant da @,28m [17, 18].

Diff érentes hypo#ses onéte avanées pour expliquer ce&cartsa la valeur tiorique :

— Une dissipation diffrente entre I'objet biologique et le substrat, lorsque la pointe oscillante
passe de l'ura l'autre [19],

— Une ceformation nécanique kea I'action (indentation) de la pointe sur un r@aau mou
[21],

— Une adlgsion de la ma@cule au substrat [22],

— Leffet de 'humidité et de la éshydratation de la metule d’ADN [20],

— La présence d’'une couche de contaminant entourant lacuotd [24].

On peut remarquer que les deux premigénments mentiores ci-dessus, ne sont paglua-
bles £paément, ce qui rend difficile I'analyse de leur impact de raemindividuali€e. Un grand
nombre de groupes de recherche travaillent encore actuelléntentise erevidence de l'origine
de ces a#facts de mesures de hauteur sur deraix mous. Plusieurs e&pences, dont les
parangtres mentionges ci-dessus sont cobligs avec pcision, ongete publées et concluent sur
un effet dominant de I'une ces contributions.
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Les premeéresétudes se sont conceddrs sur les probmes de @formation déchantillons
mous par indentation étanique de la pointe. Urdude portant sur ce sujet est celle de Pignataro
et al.[21], qui s’interessena 'influence du mode d’'imagerie sur les mesures de hauteur d’objets
biologiques. Pour ce faire, ils analysent éseau de mékules d’ADN @po£es sur du mica dans
les differents egimes du mode dynamique en amplitude, soitéggmes "attractif” et "epulsif”,
et comparent les images ainsi obtenues.
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FiIG.3.3— Déformations maculaires esultant de conditions d'imagerie en mode dynamigpulsif. A-
image en egime attractif apgs une imagedalisee en egime Epulsif (la feetre du scan grcedent appara
a droite de I'image), B- visualisatioa 3 dimensions de la froriie entre zone endomniget zone non-
endommage. C- Coupe en hauteur surimage A. B. (Pignataro et al. [21]).

Ainsi, apes imagerie enégime Epulsif, ils observent que I&€seau d’ADN a subi desfbr-
mations ireversibles, aisment identifiables eregime attractif (cag sitLe a droite de I'image sur
les figures 3.4-A et -B). Dans cettegion, la coupe de la figure 3.4-C montre que lesddhces
de hauteur mesaes sur echantillon sont bien iidrieuresa celles obseies dans la zone imag
uniguement enagime attractif, passant de 29,5) nma 0,75.(-0,25) nm. Cette eXgrience met
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donc enévidence que dans des conditions égime Epulsif dominant en mode dynamique, la
pointe est suffisamment longtemps en contact avec la surface pour lui communiquaredgié

et ainsi induire des &ormations ireversibles sur la surface. Les raolles d’ADN sont donc
écrages sur la surface, elles apparaissent ainsi plus larges et moins hautes. Donc, pour obtenir
des images AFM éfinissant 'ADN avec gcision, il semble donc important que les conditions
experimentales soient coidiées avec @cision de mamrea se placer enegime attractif pour

limiter le contact de la pointe ave@khantillon.

Outre l'indentation de la pointe dansthantillon, on peut s’i@ressera l'interaction de
’ADN avec son substrat. Il s’agit ici de justifierétart en hauteur par le fait que la raclle
d’ADN est ceformee par son interaction avec le substrat. Elle agp#nes souvent aplatie sur
la surface et grsente alors une hauteurénieurea la valeur teorique. Pour mettre egvidence
cet effet, le groupe de J. Vesenka [22] propose de comparer la morphologie&bhparvAFM
pour des duplexes et des quadruplexes d’AD&paies sur du mica, qui psentent des hau-
teurs tleoriques quasiment identiques, mais des structures internésediifs. On f@cise que
les quadruplexes sont des structures assemblant quatre briegudmse identique ggéralement
(polyG),.

lls mesurent sur leurs images une hauteur de 0,5 nm pour les duplexes, ce qui correspond ap-
proximativemené 25% de la hauteur attendue, tandis que les quadrupleadssntent une hauteur
de 2 nm proche de la valeueferen&e. lls proposent de reformuler le prebie en terme d'in-
teraction de la m@cule d’ADN avec son substrat. En effet, le traitement cationique @ifilaair
la fixation de 'ADN sur des substrats de micangrent des ponts cationiques entre la structure
sucrophosphate et la surface de mica&aiSSi la contrainte exege par ces ponts est importante,
la molecule peut alors seefbrmer pour venir se plaquer sur la surface, il s’en suit @aeiction
de sa hauteur. Ainsi, cette eéxence @montre qu’une partie des afacts de mesure obsés/au
cours détude sur les objets biologiques trouve son origine dans la fixation de &cubea son
substrat.

Un troisieme axe de recherche consigtanalyser I'influence d’une couche de contaminant de
surface sur les mesures de hauteur. Un des premiers effets igdemce concerne l'influence
du taux d’humidié. Uneétude assez congie aéte conduite par X. Jet al. [23]. lls montrent
que la hauteur apparente des brins iggagn mode oscillant varie de mare quadratique avec le
taux d’humidig. Il constate que plus le taux d’humigliestélewe, plus la hauteur de la négule
est faible. Or, cegsultat vaa I'encontre des interptations mentionnant une transition entre deux
conformations. En effet, plus le taux d’humiglitugmente dans I'environnement de la @cole,
plus la conformation B est favorable. La hauteur de lagoole devrait donétre proche de la
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FIG.3.4 — A-Image de duplexes et quadruplexes obtenligir, adsorbés sur du mica. B- Section cor-
respondante (fig A) sur duplexe et quadruplexe. lashéls indiquent les hauteurs sur les quadruplexes et
duplexes intersees. On remarque que la hauteur du duplexe &sente 25% de la hauteur du quadruplexe.
C- Sclema d'interpétation par une @formation plus importante des duplexes que des quadruplexes. Muir
et al. [22]

valeur attendue. Aussi, integtent-ils cette diminution de contraste vertical par la limitation im-
pose par la couche d’eau contaminatrice apparaissant pour des taux d’leusoigitieursa 40
%.

Linfluence d’'une couche de contaminant sur les mesures de hauteur effeletas les condi-
tions ambiantes &t rediscute par le groupe de Ba{24] dans un article erégrement édié
a ce probéme. llsétudient un systme de brins d’ADN dpo®s sur du mica. Leuetude se
concentre autour d’un trou (voir figure 3.5-A) dans la couche de contaminant. lls constatent que
les mokecules d’ADN dans le trou psentent une hauteur de 4,8,2 nm (figure 3.5-B), alors que
celle entouée par la couche de contaminant ne mesure que 0,Z nm dépaisseur. La couche
contaminante pogslant uneepaisseur de 0;80,2 nm (figure 3.5-C), il constate que kduction
de hauteur de la metule d’ADN correspond I'épaisseur de la couche entourant la@aale.

3.1.4 Analyses fonctionnelles de 'ADN par AFM

Par ailleurs, le champ désudes AFM sur ADN ne s’est pas liraid des analyses de structure.
Un grand nombre de groupes de recherche ont rapidement ouvert 'analyse par AFM au champ



3.1. ETUDES AFM DE MOIECULES D’ADN SUPPOREES 83

i A
B 1.6 C }
e }]NA b

€

(=

1.0 g
0.8 ] 3 08

=]

@

c

0.6 A
0.4 4
0.2 /J\/ 0z
1] am

.0
O 20 ad 80 80 10D 120 140 a 100 200 300 400 500
nm nrm

hauteur (nm)

Fic.3.5— A- Image AFM obtenue en non contact'air sur de I’ADN dépo£ sur mica. Les métules
semblengtre entouees d’une couche de sel, clairement identifiable par le trou visible sur la partie droite
de I'image. Deux coupes oi@te réalistes sur cette image, B- renseigne sur la hauteur de&cutds
emprisonies dans la couche de sel, C- perméwdluer la hauteur des metules 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 connétre le site d'ancrage de la préine ERec en mesurant la distance relative entre la Streptavidine
et la pro€ine ERe [28]

desétudes fonctionnelles des réolles biologiquea I'échelle de la m@cule [25-28]. En ef-
fet, la possibilie de travailler en milieu liquide coefea I'’AFM une configuration ts favorable
pour suivre les processus biologiques dans un milieu proche de leur environnement naturel. A titre
d’exemple, on peut citer dégtudes concernant la&édradation de I'’ADN par I'enzyme DNase |
[25], 'observation de la transcription de I’ADN par 'ARN polygmase [26], mais aussi la locali-
sation des sites d’ancrage de @aes sur I’ADN [27, 28], voir figure 3.6.
Deux revues étaillees onteécemmenéte publies par N. C. Santos [29] et L. Tiefenauer [30]
sur les applications de I’AFM au domaine de la biologie et en particall&kDN.

3.2 Application de 'AFM aux pucesa ADN

Lesétudes de mélcules d’ADN isokes suppoées couvrent un vaste domaine de |&f#ture.
En revanche, leétudes conduites autour de ®yses plus denses en raolles et en particulier
sur des systmes de brins immobilés voisins des puceésADN sont assez rares. Pour é&sdes,
la voie morphologique se psente donc comme une possikilinais ce n’est pas l'unique! La
specificité de la reconnaissance entre deux brins d’ADN constitue uaragsiceal pour effectuer
une caradrisation en CFM (Chemical Force Macroscopy). Par ailleurs, la modification de la
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charge de surface de la raglle d’ADN entre sortat de simple brin et sogtat de double brin
offre un syseme favorableé I'étude par mesure de forces.

3.2.1 Etude par mesures chimiques

On a vu dans le chapitre 1 que 'AFM pouvéitre utilie pour sonder entre la pointe et la
surface les racanismes de reconnaissance énalaire. Ce praade, geréeralement appél CFM
(Chemical Force Microscopy),ecessite la fonctionnalisation de la pointe avec watépteur”
susceptible d’interagir §Eifiquement avec les ndules de la surface. Dans ce cas, la force d'in-
teraction entre la pointe et la surface est w@#igpour amplifier le contraste et mettre@ndence
les differences chimiques @sentes sur la surface.

L. Mazzolaet al. [31] utilisent le principe de reconnaissance&sifique de deux monobrins
d’ADN complementaires pour identifier par CFM les zones de la surfac&gdassles monobrins
d’ADN complémentaires de monobrins &ga la pointe. Ainsi, une pointe standard, maatii
avec une bille de latex, puis fonctionn&@lésavec des brins déguence ¥ -CAG-TTC-TAC-GAT-
GGC-AAGTC, peksente une grande affiaiavec les zones de la surface paknt les sondes
de £quence compmentaire -GTC-AAG-ATG-CTA-CCG-TTCAG, et une affinét plus faible
pour les autres zones comportant deguences non comgahentaires au brin fexsur la pointe.

lls observent une force de friction importantédia I'appariement partiel des deux brins
compEmentaires, cette force de fricti@tant bien inérieure sur les zones de la surface respntant
pas les sondes con@rhentaires des brins &sa la pointe. lls obtiennent ainsi des images d'un
réeseau de monobrins d’ADN en contraste de forcer&é (voir figure 3.7), diffrenciant nette-
ment les zones psentant les monobrins corgpientairesa la pointe des autreggions de la
puce.

3.2.2 Etude par mesure des variations du potentiel d’interaction pointe-
surface

Une autre voie possible, "7non morphologique”, consistmalyser les variations de la deasit
de charge de surface par mesure des foetestrostatiques entre la pointe et la surface. Cette
approche ate utilisee par J. Wangt al. [32] pour étudier les processus d’immobilisation et
d’hybridation de marire indirecte. lls praadenta I'immobilisation de madcules d’ADN simple
et double brins sur un substrat d’oréatablement traét avec une solution contenant des ions
aluminium(lll). Limmobilisation des madcules d’ADN s’effectue par I'affinit ionique des grou-
pements phosphates du squelette de I’ADN avec les iohisdd la surface.

La détection de ketat d’hybridation des métules s’effectue par mesure de la forceafmitsion
électrostatique entre une pointe magifiavec une bille de silice, ch&e regativement, et les
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Pointe fonctionnalisée avec
des monobrins d'ADN de -4— balayage de Position balayage de =
sequences connues droite & gauche stationnaire gauche a droite

A- Image en forces latérales scan de B- Image en forces latérales scan de C- Différence des réponses de A et B
gauche a droite droite & gauche

FiG.3.7—Images en forces latales d’un damier de monobrins d’ADRalistes avec une pointe fonction-
naliste avec un monobrin d’ADN con@phentaired certaines zones du damier. Les images sont acquises
dans les deux sens de balayage et soustraites afin d’augmenter le contraste en feraksslgiMazzola et

al. [31]).

charges agatives que portent les groupements phosphaésepts en surface. Les mesures de
forces conduites en AFM montrent une importante augmentation de la fpaésive pour des
substrats @sentant des metules d’ADN hybriges. Cette forceépulsive €lectrostatique) est
due a 'augmentation de la chargeegative sur la surface, correspondantaugmentation du
nombre de groupements phosphategsbiybridation, comme moiétfigure 3.8.

3.2.3 Etudes morphologiques

Un second axe de recherchévelopg@ pour la caraérisation par AFM de puced ADN
consistea analyser les diffrences morphologiques entre les couches succesdnesees au
cours de la @alisation de puces. Cette voie bien qu’assez conventionnelle, n'& dieonque
recemmend des publications.

Les protocoles de pparation des biopucdsant tes divers (voir chapitre 2), il erésulte
de grandes dispaé$ en terme d’organisation de coucleésdées, de leur rugo&t en fonction
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Variations 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) aprés hybridation avec du poly(dT).
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FiG.3.8— Identification par mesure de forces de l&&pence de brins simples ou hyl&sdsur une surface.
La répulsiorélectrostatique augmente quand les @oniles sont hybriges induisant une densisurfacique
de charge Bgative plus importante sur la surface (Wang et al. [32]).

des voies utilises pour la syntfse. De masgire ¢gerérale, les proedes de peparation des puces
nécessitent une fonctionnalisation du substrat. La ®ggls’effectue donc en plusielgtapes.
Compte tenu de la complegitde la peparation de ces syshes, le€tudes morphologiques par
AFM proposent une caraatisation de chacune désapes impligaes dans leur pparation.

En 2001, Ralf Leniglet al. [33] publient la preméreétude morphologique de pucasADN,
du substrah I'immobilisation et proedentegalement un test d’hybridation. Les pucéstudiées
sont ealiges sur des substrats de silicium. Les monobrins sondes sont im@®bidsmargre
covalente pagtablissement d’une liaison disulfide entre les @sales de silanes MPTS de la
couche d’'accrochage et une fonction teimplaée sur la terminaison 5’ des monobrins d’ADN.

Dans cetté@tude, ils corroborent les analyses AlMes analyses ellips@triques, ou metes
par XPS ou par mesure d’angle de contact. Les mesures d’ellgiseraffectées sur la couche de
MPTS donnent unépaisseur (h,, ~3,88 nm) nettement sépeurea celle de la monocouche. lls
en ceduisent que les metules de MPTS ontés certainement polyenise au cours du&pdt de la
couche d’accrochage. La ruga@sie cette couche, bien queétént pas dorée, peuétre suppose
comme relativement importante (quelques nm). En ce qui concerne I'immobilisation des sondes,
la couche forrae par les sondes apptnaeu dense, et psente des motif€guliers suggrant un
certain arrangement entre reoliles-sondes. Les malds d’ellipsongtrie n'étant pas bien adags
a de tes faibles quants de magire (monocouche incongtk) I'estimation de Bpaisseur de la
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couche d'oligonu@otides sondes par ellipsétnie reste difficilea realiser.

L'interprétation des images AFM est rendugidate par I'absence éthelle verticale corres-
pondant au niveau de gris des images. Ralf LerigK.[33] analysent, dans leur article, la surface
desilots obseres pour les sondes comparativemad surface déots allonges obserés apes
hybridation (voir images 3.9 -c et -d). Ills mesurent 25C our les objets obsegsa I'étape de
immobilisation et 1500 nrhapes hybridation gu’ils identifient comnétant des structuresks
a la pésence de métules hybrides.

500 nm

FI16.3.9— Etude de diffrentesttapes de @paration d’'une puca ADN sur substrat de silicium. (a) Silice
rehydroxyée, (b) couche autoasserablde MPTS, (c) oligonusbtides sondes immob#is sur la couche
de silane, (d) surface de la puce &grhybridation de cibles cormgghentaires. (R. Lenick et al. [33]).

Comme le mentionnent les auteurs, dansé&ude, I'importante rugogtdes couchespoges
constitue un facteur ex@mement limitant pour la pcision de mesures par AFM et ellipsetrie.
Cet aspect sera pris en compte tout au long de radtrée. Les protocole€kectionrés pour cha-
cune desttapes de @paration des puces ADN seront ceux conduisaatdes couches de plus
faible rugosié possible.

Cette condition a d’ailleurété reprise un peu plus tard par le groupe deditd, qui publie en
2003 desésultats concernant un protocole degaration permettant@faborer des couches lisses
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en vue de l'immobilisation de biometules [34]. Dans leur protocole, idaborent la couche
d’accrochage par silanisation avec du 3-aminopropyltrimethoxysilane poigariinéairement
(APTMS-LPS), par la rathode des sols-gels, sur laquelle ils gdent ensuité '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 -LP@8alise par sol-gel est parfaitement lisse. llsgsent que la rugo-

site mesuee sur ces surfaces est en dessous du niveasdkition de I’AFM commercial utilis.

Apres immobilisation d’oligonuéotides, une morphologie granulaire apfaredentifiee comme
repesentatives des sondes immol&és.

FI1G.3.10— Image AFM des diffrentesttapes de gparation pour I'immobilisation de monobrins sondes
de 25 bases de long. A- le substrat de mica hydasyB- couche d’APTMS-LRS$aboi€e par gel apes
nettoyage, C- sondes de 25 bases imma@@bssur la couche de APTMS-LPS (att€ et al. [34]).

Une troisemeétude dans ce registreee publie en 2003 par E. Caserbal.[35]. lIs étudient
en microscopi& force atomique I'immobilisation et I'hybridation d’oligonédtides sur un sub-
strat d’or, suivant un praazk classique. lls adsorbent des monobrins d’ADBggntant une termi-
naison fonctionnelle thiéle sur un substrat d’or. Les brinslactionrés dans cettétude sont des
brins "mockles” : (HS-polyA). lls ogrent ensuite I'hybridation avec une solution de monobrins
(polyT) et observent des changements de morpholagEsacune destapes du gpdt. Ainsi, la
couche de sondes polyA immobéis sur la face cristalline (1,1,1) de I'or, apgataxtuée et se
demarque ainsi nettement de la morphologie de la surface d’or. lls mesurerénoaigté de 20
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nm, dans les motifs obs&rs sur la couche immobike. Apes hybridation de brins polyT, la mor-
phologie de couche se lisse, conduisanone augmentation de la largeur des structures obsgrv
atteignant les 50 nm. (voir figure 3.11).
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FiG.3.11-Image AFM des oligonuébtides(polyA) adsoés sur un substrat d’or -A-, avant -B- et a&3r
-C- hybridation avec des(polyT) (E. Casero et al. [35]).

L'ensemble de ceétudes reposent sur une comparaison de la morphologie des couches ob-
tenuesa chacune destapes de @paration, du substratl’hybridation en passant par I'immobi-
lisation des sondes. Cessultats restent cependant qualitatifs, et dans lesétodes rappoees
ci-dessus, la@solution atteinte n’est pas suffisante pour permettre une quantification du nombre
de mokEcules immobiliges ou hybrides.

Dans le but de permettre une quantification de la derd#t moécules immobiliges, une
solution consista utiliser des marqueurs &iment @tectables topographiquement en microscopie
aforce atomique. Cetteég a conduit A. Caki et al.[36] a utiliser des brins d’ADN pralablement
marges avec des nanoparticules d’or de 30 nadives de diamtre. Ces nanoparticules, compte
tenu de leur taille "importante”, permettent d’&clera une esolution lagrale sangquivoque.

Dans cette publication, le sgshe de squences retenues comporte un seul type décutds
sondes deé&xuence ¥ GGG-CGG-CGA-CCH-(CH,)s-HS, et deux types de mitules cibles :
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Fi16.3.12— Quantification de I'hybridation de monobrins d’ADN cibles mdrtifavec des nanoparticules
d’or pour differentes concentrations de raolles cibles dans les solutions d’hybridation, A- 1M, B- 2M,
C- 3M et D- 5M. Le graphique E psente Evolution de la concentration en néalules hybriées, étecées
par comptage des nanoparticules d’or, par rappata concentration en métules cibles dans la solution
d’hybridation (A. C2ki et al. [36]).

la quence’ AGG-TCG-CCG-CCE-(CH,)s-S-nanoparticule compEmentairesa la sonde et
YTGC-TTT-TAT-CGG-GCG-GAA-TG -(CH,)s-S-nanoparticulgouant le ple de cible non-com-
plémentaire. On remarquera que leggences choisies ici sont relativement courtes (entre 12 et 20
bases) ce qui rend quasiment impossibleekotution par AFM de ces matules sans marquage
préalable.

En reprenant le principe d’'une analysw@ape pagtape, ils mettent eavidence chacun des
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brins par la étection de la bille d'or qui leur est acéd, et obtiennent ainsi par comptage des
billes la densié de surface en brins immobiis ou hybriés. On remarquera que I'extension
spatiale des billes limitera cette voie d’investigation auxe&systs comportant de faible der@sén
molécules immobiliges. lls peuvent ainsi suivreelolution du nombre de metules hybriées

en fonction de la concentration en brins de la solution d’hybridation, jasafteindre une denait
maximale de 250 particulgsh?. (voir figure-3.12). Cett@tude rend compte de la possilglile
qualifier la qualié des @pdts dans les processus d’'immobilisation et de quantifier les processus
d’hybridation.



Conclusions

Dans ce chapitre, on a vu que légides AFM sur les brins d’ADN iseé$ suppo#és sur
substrat constituaient un vaste champ d’investigation allantédedé des conformations de la
moléculea I'analyse fonctionnelle d’un brin d’ADN impligaiidans un processus biologique. Les
études pesenkes ont mis erevidence la difficuk d’ac@dera une topographie exacte de ces
molécules, en particulier pour la mesure de leur hauteur (ouétian Plusieurs paragtres ont
ete discués pour tenter de justifier léscarts obse®s entre les mesures @pnentales et les
valeurs tleoriques attendues. Ill@&e monté que les conditions de fonctionnement en mode os-
cillant (regime attractif ou &pulsif) jouent un @le determinant. Par ailleurs, I'interaction de la
molécule avec son substrat peut condairgn aplatissement de la négule d’ADN, eduisant par
congquent sorepaisseur. Enfin, un troésineélementa consi@rer est la gesence d’'une couche
de contaminant, qui contribueréduire le contraste vertical accessibla pointe. Chacun de ces
éléments joue donc urdle fondamental dans le boreulement des expiences. Il sera donc
nécessaire de ne pas les perdre de vue au moment de la discussiesuitass:

Jusqua present lesstudes morphologiques conduites par microscapferce atomique sur
des systmes proches des pucasADN ont principalemenéte effectiees par difrenciation
des couches les unes par rapport aux autresétigges sont donc orgaéiss autour d’'une ca-
racérisation de chacune désapes impligées dans la @paration des puces. Un niveau d’ana-
lyse supptmentaire &te atteint par A. Caki et al., qui ont pu quantifier la den&itdes matcules
immobilisees ou hybrides en surfaca I'aide de billes d’or pealablement fizes aux macules
d’ADN. Ces marqueurs topographiques leur permettent de s’affranchir despredbte&solution
liésa la dilatation de la pointe avec des objets és petite taille.

C’est dans ce cadre que se situe ce travail, qui proposetunketopographiquede puces
a ADN mockles. Cettectude aéte conduite autour d’une prédure reposant sur I'analyse de
chacune degtapes de @paration impligées dans la fabrication des puces. Pour ce faire, les
protocoles de m@paration seront add&s en fonction des contraintes impes par I'analyse en
microscopiea force atomique comme l&oessi de travailler avec une rugositle surface la plus
faible possible.
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Chapitre 4

Etudes exgerimentales de la peparation
des pucesa ADN par AFM

Larevue bibliographique du chapitre 2 a mé@mue les pucess ADN constituent des sy&mnes
extemement complexes tant par leur mode deppration que par le grand nombre de facteurs
gu’elles impliquent pour leur bon fonctionnement. Aussi, comme le mentionnent plusieurs publi-
cations [1-3] s'inéressand la caradrisation AFM de pucea ADN ou de systmes appareés
(voir chapitre 3), la complext des pucea ADN suggre d’entamer notrétude par une analyse
détaillee de chacune désapes de @paration.

Dans notre cas, cett@tharche gFsente plusieurs objectifs. Le premier point concergiitie
de la reproductibilié des protocolea I'échelle de I'analyse AFM, c’est direa I'échelle du mi-
cron et en dessous. Le second objectif consisidectionner les protocoles de fonctionnalisation
du substrat les plus ad#@st notreétude par microscopie force atomique. En effet, dans le cha-
pitre 3 nous avons vu que les brins d’AD#taient, dans la quasi-toté@ides cas, couéls sur la
surface du substrat. Ainsi, afin de favoriser &eattion de macules hybriées de magire isoée,
il sera crucial de@ectionner les protocoles conduisardes couches de faible rugaésit

Par ailleurs, les sysimes de pucestudies ne sont pas directement les systs évelopes au
laboratoire en vue d’applications commerciales mais une adaptation de ceux@ et édies
a notreétude. LAFM ne permettant pas une lecture massive et sinedtdas pucestudees ne
pos&dent donc que quelques plots, d@2 de marérea analyser un nombre linétde pararatres
dans des conditions bien coblees. Dans le cadre de ce travail, lesgarations des puces nuds
ontété réaliges par Vincent Dugas.

Comme nous l'avons peeng dans la partie 2.3, les puc&sali€es au laboratoire et au sein
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de la sockte Rosatechimpliquenta chacune destapes de j@paration une liaison covalente. La
voie choisie repose sur l@alisation d’'une couche d’accrochage par silanisation d’un silane mo-
nofonctionnel. La modification de la terminaison non sytypermet ensuite I'immobilisation des
oligonuckotides sondes par liaison amide. L&garation des puces peut daktce sclematige

en quatreétapes : la @paration du substrat, |&alisation de la couche d’accrochage par sila-
nisation, I'activation de la fonction terminale du silane et enfin 'immobilisation des sondes. Ce
chapitre sera structarautour des difrentesetapes de @paration des puces ADN. Pour des
questions de lisibil&, la description des protocoles deeparation de€chantillons est incluse
dans chaque sectiongmentant unétape de mparation. Lensemble des éjences g@senées
dans cette partie@e realige en contact intermitteatl’air. Les conditions de travail pour 'AFM
sont celles dcrites et 8lectionrees au chapitre 1, soit A/A©=95%, en égime attractif, avec
Alitre ¢ [10-15] nm.

4.1 Caracterisation des substrats

L'analyse des substrats constitue la preémaiphase de notétude. La ealisation de la couche
d’accrochage par silanisation impose destionner des substratsegentant 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
selectionres sont des plaquettes de silicium commerciaux guest une couche d’oxyde ther-
mique de 12QA d’ épaisseur.

De manérea 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 silétabks entre les
groupements silanols de surface. Cette hydrolyse est effeqtar immersion des substrats dans
une solution de piranha @30,/H,0,,7 :3) pendant 1 heura 80°C. Elle est suivie de rincages
intensifsa I'eau ultrapure. En outre, ce traitement assure un excellent nettoyage des substrats.

Les images obtenues sur chacun de ces substrats soneepsur les figures 4.1 et 4.2. La
surface de la silice thermique appitesse et propre. On mesure une rugesMS (Root-Mean-
Square) de 0,2 nm et une amplitude des variations de hauteur de I'ordreH€d,4im, ce qui est
en parfait accord avec les valeugpertorees dans la liirature [5]. On remarquera cependant la
présence de stries &isient identifiables sur les imagagrandeechelle (fig. 4.1-A), attribuables
au polissage de la surface. Ces stries restent visibd@saapes traitement piranha.

Les lames de verre psentent une morphologie de surface beaucoup plus adeidavec des
variations de hauteur sapeure au double de celles obsaesg sur la silice. La rugoéite surface
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FiG.4.1—-Images de la silice thermique avant traitement piranhaa4randeéchelle : 5006 5000 nm,
B- & moyennéchelle 150& 1500 nm et C-a petiteéchelle 700x 700 nn.
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FIG.4.2—Images du verre avant traitement piranha.\grandeéchelle 5008 5000 nri, B- & moyenne
échelle 150& 1500 nm et C-a petiteéchelle 700x 700 nn3.
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(RMS)évalee sur les lames de verre est de 0,8 nm, c&quivauta quatre fois la valeur meseg
sur la silice. Lamplitude des variations de hauteur messisur cette surface est de I'ordre de 1,5
+ 0,2 nm.

Apres traitement piranha aucune modification de la surface des subtréts plaseréee.

4.2 La silanisation

La couche d’accrochage est la couche qui assure la fixation entre le support inorganique so-
lide (substrat) et les metules biologiques. Elle joue donc udle primordial dans la fabrica-
tion des puces. Au laboratoire, de nombreustegles onéte reali€es afin de &ectionner les
silanes les plus adags a la ealisation d’'une monocouche hongag [6]. Le silane retenu est
un silane monofonctionnel, c’eatdire qu’il ne posgde qu’un groupemengactifa son extemite
sylylee quiéetablit le pont siloxane, avec des groupements Si-OH du substrat. Il s’agit detfgim
(diméethylamino)silyl] un@écanoate de éthyl, noe DDSUM (Figure 4.3). Sa pparation pourra
étre trouee dans laéference [7] et fait I'objet d’un brevet [8]. Pouréfape de silanisatioa
proprement parler, deux protocoles @t mis au point : un protocole dit gghase gazet un
protocole paimprégnation

HSQ 'CH3

O(CHs) Si
\ﬂ/\/\/\/\/ N(CHa),

o)

FiG.4.3— Formule cevelopjie du silane DDSUM.

4.2.1 Les protocoles

a- Silanisation en phase gaz

La silanisation estaalie soustmosphere anhydredans uneacteur en verre sous flux d’ar-
gon. Avant toute o@ration, les substrats sont doreckesa 140C pendant deux heures. A l'issue
de cette prengire phase, les silanes sont infectsous forme liquide dans léacteur. La pres-
sion est ensuite aba@s jusqua 102 mbar et la tem@rature est pogea 140C, pendant douze
heures, provoquant ainséVaporation du silane. D’abondants rincages sont ensuite dffeatec
du tetrahydrofurane (THF) puis de I'eau ultra-pure.

b- Silanisation par imprégnation
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De la néme margre que dans le protocole en phase gaz, les substrats soes$ plags un
réacteur en verre sous flux d'argon et subissent une prermphase deeshage identique. La sila-
nisation s’effectue ensuite en deé@tapes. Dans un premier temps, le silane, en solution avec du
pentane, est injeetdans le @éacteur et maintena une temprature inérieurea £C. Le pentane
est ensuit@vapoe par tirage sous vide conduisant @pt des silanes sous forme de film sur les
substrats. C’est la phasdmprégnation Dans un second temps, kaction de greffaga propre-
ment parler s’effectue par chauffagel40C pendant douze heures, toujours sous flux d’argon.
C’est I'étape deeondensationD’abondants ringages sont ensuite efféstaomme dans le cas du
protocole en phase gaz.

4.2.2 Description des esultats

L'analyse de la couche d’accrochage par AFM a detéeneree suivant les deux protocoles de
silanisation, ephase gaet parimprégnation sur les deux substratsggedemment fsengs : le
verre et la silice. Lesasultats obtenus sur les substrats de verre sésepés figure 4.4 pour les
protocoles en phase gaz, figure 4.5 pour les protocoles paggmation, et pour les substrats de si-
lice figure 4.6 pour le protocole en phase gaz, et enfin figure 4.7 pour le protocoleé&bjingion.

L’ étude de la silanisation en phase gaali® e sur substrat de verre traduit un changement
de morphologie notoire deétat de surface. Leégdt de silane laisse appéire s les images
a grandeechelle 4.4-A, une organisation @ots legerement alongs de taille relativement ho-
mogene. A uneéchelle plus petite de 1880800 nn3, image 4.4-B, on observe que cidsts
semblent se superposer les uns sur les autres ce qui rend difficile la mesure de leur hauteur. En
moyenne la hauteur de c@ets avoisine 3 4 nm. A petiteéchelle, figure 4.4-C, on obtient un
détail de quelgues uns d’entre eux nous permetta@tadlier leur taille autour de 15@0 nnt.
La rugosié RMS est d’environ 1,5 nm soit deux fois la valeur tréevsur les lames de verre nu,
et traduit bien la rugosification de la surfaceda la pesence de cébots de silanes.

L’ élaboration de la couche d’accrochage par le protocole dégmation toujours sur verre
donne desésultats bien di#frents. En effet, 'imag@ grandeéchelle, figure 4.5-A, @sente un
état de surface proche de celui obgesur le verre. C'est sur I'image de taille 1808000 nnd,
figure 4.5-B, que les diffrences commenceatétre perceptibles. En effet, la couche de silane
semble se structur@galement sous formeitbts, mais de bien plus petite taille que ceux obtenus
par le protocole en phase gaz. A petiehelle, figure 4.5-C, on observe des péitiiss de taille
50x30 nnt, de hauteur 1,50,3 nm, qui suivent la rugositde la lame de verre. La rugasiRMS
mesuee sur ce @pot est de 0,86 nm correspoaccelle meswge sur le verre nu. Il semble que la
topographie de la couche de silanesateflici parfaitement celle du substrat.

Le depdt de silane en phase gaz sur le substrat de silice conduit comme dans le cas du verre
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FiG.4.4—Images de la couche de silanégb®e sur les lame de verre @hase gazA- a grandeéchelle :
5000%x 5000 nr, B- moyenné&chelle 18081800 nm et C-a petiteéchelle 500500 nn .
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FiG.4.5— Images de la couche de silanémb®e sur les lame de verre pamprégnation A- a grande
échelle : 50065000 nrd, B- & moyenné&chelle 18062000 nm et C-a petiteéchelle 506500 nn?.
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FIG.4.6—Images de la couche de silanémbge sur les substrats de silice thermiqueptrase gazA- a
grandeéchelle : 50065000 nd, B- & moyennéchelle 1508 1500 nm et C-a petiteéchelle 706700

nne.
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1AA8 2ZABB 36888 4800

FiG.4.7—Images de la couche de silanemb£e sur les substrats de silice thermique paprégnation A-
a grandeéchelle : 50065000 nm, B- & moyennéchelle 1506 1500 nrd et C-a petiteéchelle 706700
nny.
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une rugosification de la surface (voir figure 4.6). A graédkelle, fig 4.6-A, les stries obs@&es
sur la silice ont disparu laissant plageine structure en grain®et fins. Les images plus petite
échelle, fig 4.6-B et 4.6-C, mettent @vidence des petitiots, de taille variable, de 1,%0,2
nm de haut et orieBt akatoirement. La rugogtde cette couche est de 0,45 nm, soit une valeur
guasiment deux fois sé@pieurea celle meswge sur la silice (RMS;;..=0,24 nm).

Enfin, les images de la figure 4.7§sentent la morphologie de la couche de silarggoée
par impegnation sur les substrats de silice thermique. Ces images montrent que la couche d’ac-
crochage nappe parfaitement la surface. En effgtandeechelle, Fig 4.7-A, les stries vues sur la
silice sont encore nettement observablegsjoepdt de la couche d’accrochage. Sur les images
moyenne B- et petitéchelle C- la pesence de la couche se traduit par I'apparition d’'une structure
legerement piquéte. La rugosé (RMS) mesue sur cette couche d’accrochage est de 0,24 nm,
valeur quasiment identiquecelle mesw@e sur le substrat nu et les variations de hauteur obssrv
sur les couches, de I'ordre de 0,5 nm, sont qéaelles tes Egerement su@rieuresa celles ob-
senees sur le substraf\z = 0,4 nm).

L'ensemble de ces images a fait I'objet de mesures statistiques de 8UgdE et des mesures
sysematiques des tailles caradstiques des objets iden&§ sur ces couches (hauteur, longueur
et largeur). Ces dor@es sont repaees dans le tableau 4.1.

substrats verre silice
protocole phase gaz imprégnation | phase gaz imprégnation
0z (nm) 3-4 1,5 15 0,5
RMS (nm) 15 0,86 ((RMS,¢,c) 0,45 0,24 (=RMS;jj;ce)
taille carackristique| 150x 80 nn¥ | 50 x 30 nn? non non

TAB. 4.1 —Tableau Ecapitulatif des caraétristiques des difrentes couches de silanesidiées
en fonction de la nature du substrat et du protocole entaloy

Ces resultats mettent @vidence une faible influence du substrat sur I'organisationégitd
des moécules. En effet, deux morphologiesiémts ontéte obtenues pour le protocole en phase
gaz sur verre et sur silice. Deame, les couches obtenues par iégpration sur le verre et la silice
semblent dans les deux cas reproduire la surface initiale, conservant ainsi legristigquoes
du substrat (diffrence de hauteur et rug@&sRMS). Ainsi, chaque protocole conduit un@&mme
organisation des metules de silanes pour les deux substrats.

Pour interpéter I'organisation des metules de silanes, des @fences comgimentaires ont
ete realies par spectroscopie infrarouge et par mesures d’angle de contact. Les mesures d’angle
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de contact conduiseatune valeur commune de 9@ I'avancement) pour 'ensemble despdts
(en phase gaz et par imggnation). Or, dans le casiées moécules de silanes occuperaient une
conformation verticale, constituant ainsi une couche compacte, eksgmnieraient en surface
leur terminaison ester, hydrophyle, qui devrait condaitgn angle de contact de I'ordre de°50
La valeur meswre de 90 rend donc compte d’uétat de surface plus hydrophobe, qui stiggune
présence massive en surface de groupem@nis, des chines alkyl de silanes. Ainsi, il semble
que les matcules de silanes occupent une conformaties tesordonie.

Par ailleurs, cesasultats concident avec des mesurésties en spectroscopie Infra-Rouge,
sur les couches de silanes obtenues par égpation. En effet, cettetude ewele la pésence
de bandes correspondant aux éwmlles de -CKHa 2852 et 2921 cmi, ne traduisant pas une
organisation maculaire au sein du film telle qu’on peut I'observer dans le cas des couches auto-
assemlites, mais caragtistique d’'une couche non orgadés de dens#, autour de 9 10
silanes/cr, qui se trouvedtre infrieurea la monocouche (3 10'* molécules/cr).

La couche de silanes est donc une cougbe densede mokEcules, probablemegbuchees
sur la surface.

A ce jour, peu de publications traitent degbt de moécules de silanes monofonctionnelles.
En revanche, les étanismes impliges dans les protocoles de silanisation deseudes trifonc-
tionnelles, et plus particldrement les trichlorosilanes, est biegcdt dans la littrature [9—18] .
La richesse de cette ltature provient du fait qu’'un grand nombre de pastras jouent undle
important dans la formation de cespdts, comme la @rsence d’eau en surface, la teérgture de
depdt [13, 15], la nature du substrat [16] et la longueur desémaes de silanes [17].

Une premeére approche de cesaranismes ate propoge par Brzoskat al.[13]. lIs étudient
la formation de couchesuto-assembtesde mokcules de trichlorosilanes sur des substrats de
silice. lls établissent un s@ma en quatrétapes pour expliquer les processus d’organisation : la
premire phase &krit la physisorption des matules de trichlorosilanes sur la fine couche d’eau
présente en surface du substrat. Cette coucheéestssaire pour que s’effectuéthpe suivante
d’hydrolyse avec la transformation des trichlorosilanes Sj(€l trisilanols Si(OH). Elle per-
met aussi aux méktules de seaplacer laéralement dans le plan par mouvement brownien. La
troisiemeétape est Btape de greffaga proprement parlenioles moécules de silanestablissent
un pont siloxane Si-O-Si avec les groupement silanols de surface de la silice. Enfin, une fois les
molécules de silanes gréffs, si les distances entre les émlles et leur orientation sont favo-
rables, des liaisons internégulaires se forment alors ("cross-linking”) par léses tri-silanols.
Cette quat@émeétape s’appelle phase deticulationou decondensation la@rale. On obtient ainsi
un reseau 2D de polysiloxanes.

Quels sont les paragtres qui jouent sur I'organisation des alles de silanes ?
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Brzoskaet al.[14] ont ddmonté par mesures d’angles de contact I'existence diamgérature
critiqgue T . au de& de laquelle la couche ne s’auto-organise plus. lls observent que la tension de
surface de goutelettes peskanta leur interface une couche de trichlorosilageslue en fonction
de la temgrature. A basse terapature, une valeur constante d’environ 20,5 mN/m est obtenue
guelle que soit lalongueur des ¢hes du silane (de 122 groupements -Ghl Puis, la tension de
surface augmente progressivemampiartir d’'une temerature donee, traduisant ainsi la @sence
d’'un mélange de groupements ¢ldt CH; a I'interface air/monocouche, et non plus les seules
terminaison CH. Ceci marque donc I'apparition dé&sbrdre dans la couche de trichlorosilanes.

lls ont monté que cette ten®@rature critique constituait une pro@t# intrineque du silane
et variait en fonction de la longueur de the. lls donnent des valeurs3 0°C, T.= 28°C et
T.= 38C pour n=10, n=18 et n=22 respectivement. Cependant, K. liriuah [15] proposent
d’autres valeurs pour de€pbts eali€s sur lame de verre (n=16 ¥0°C, n=18 T.=10°C et n=22
T.=30°C) et attribuent ces diffrences la nature du substrat &tsa peparation.

A ce sujet, Bierbaunet al[18] ont suivi la formation du @pdt de moécules d’octaécyl-
trichlorosilane, commuament noé OTS, sur silice. Au bout de quelques secondes d’'immersion,
une couche se forme par néation dilots de quelques microns de diatre de forme dendritique.
Au bout de quelques minutes, une seconde&atmn de petitflots se produit, remplissant I'es-
pace entre les premiers. Une monocouche cetapst ainsi obtenue au bout de&880 minutes.

La taille dedlots obtenus ds les preng@ires minutes varie suivant les conditions égdd. Au cours

de ce @pdt, deux p@nonenes sont en congfition : d'une part, les cline alkyles peuvent inter-

agir entre-elles, permettant ainsi une organisatioerdd¢ des m@cules entre elles, d’autre part

le greffage par formation d’'un pont siloxane entre la terminaison sylyl de 'OTS et un groupement
silanol Si-OH du substrat. On peut aingfohir deux voies de formation de la couche de silane :
soit les mokcules se rassemblent formant des clusters mobiles et ddatentaille importante

qui viennent ensuite se fixer par quelques points d’ancrage sur la surface, soit éeslleske
fixent individuellement sur la surface et forment des pdtits immobiles entre lesquels viennent

se placer d’autres metules.

Ainsi, quand le substrat psente beaucoup de sites d’ancrage, le greffagéopnine. Bier-
baumet al. [18] ont monté que pour une éme temprature de @pdt, desilots plus petits se
formaient sur un substrat soundsune exposition prolorgg a I'air (3 heures) et dans I'eau (4
heures) puisécte. Sous conditions ambiantes, l@&pence de quelques monocouches d’eau ad-
sorkees sur la surface favorise laéation de liaisons Si-OH et donc de sites d’ancrage. La dif-
fusion des macules est limée par le grand nombre de sites possibles. Le€outds se fixent
alors directement sur le substrat.

L’ étude de l'influence des sites d’ancrage du substrat swapiet d éte poursuivi par Brunner
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et al.[16]. lls analysent les diffrences de citique entre deuxapdts d’OTS Ealiss sur mica et

sur du mica pur et sur du mica recouvert d’'une monocouche de silice. lls observent que pour une
durée de épdt identique, ils obtiennent dewtats d’avancement dans la formation de la couche.

La couche forrge sur mica atteignant plus rapidementatat dense que cell@ali€e sur de la

silice. lls justifient ces dispaét par la diference de dengtde site d’ancrage entre le mica et la
silice. En effet, le mica fsente peu de sites d’ancrage Si-OH, la diffusion de€oubtés sera

alors favorige et la croissance déets s’effectue lg&ralement avant greffage sur la surface.

La présence d’eaa l'interface, la faible dengtde sites d’ancrage, une teemature faible,
une longueur de chiae importante sont ainsi des facteurs favorallés formation de couches
denses par condensatiorgetle.

Alors que les pBnonenes de condensationéaale entre cliae semblenétre un facteur im-
portant pour la&alisation de couche dense nous allons maintenant discuter de facteurs limitant
cette stabilié. L'organisation verticale des dm&s dans une couche auto-assémaldst favoris
par I'énergie de codsion entre les groupements CHe 2 moécules. Ce€nergies augmentent
linéairement en fonction du nombre de groupements Cldraelachvili [19] donne une valeur
de 6a 7,5 kJmol-1 par groupement Gldrésent dans les matules aliphatiques. Ainsi,@hergie
de colesion entre deux métules augmente quand le nombre d’interaction entre groupements
CH, augmente, soit lorsque la longueur deideas’accri. |l sera donc toujours plus difficile
de positionner les métules en conformation trans lorsque leurinbaalkyle est courte. Ces
consicerations onéte obserees exgrimentalement par Y. Z. Dat al. [17] qui ont compag le
depdt de C11Ac et de C16 Ac (¢+ Si- C,H,,-OCOCH;) sur du siliciuma temgerature am-
biante. lls trouvent que le taux de croissance est inversement proport#lanigille, les couches
de G;Ac se forment plus rapidement que les couches gAEpar agglongration de petitdlots
treés proches les uns des autres.

Toutes ces consigtations nous permettent de mieux comprendre la morphologie de nos couches.
Les silanes C10 gsentent deux facteurs favorables au greffage direct sur la surface. Comme ce
sont des cHaes courtes, &nergie de calsion entre les métules est faible, les interaction entre
chdnes seront donc faibles et comme ils sont monofonctionnels, aué@nopéne de éticulation
ne peutetre obsergs. De plus, les substrats utilis verre et silice, gsentent un nombre de sites
d’ancrage tes important (environ 10 site/cnt) et voisins.

Toutefois, les deux protocoles depbt ne conduisent pasla néme morphologie. Bien gu'ils
soient tout deux&aliss sous atmosgine €£che (anhydre) &t la pression de 168 mbar, un fac-
teur important difére : la temprature. Elle est avant la phase de condensation dans les deux cas
(4°C pour I'imprégnation et 140C pour le protocole en phase gaz) étpurea la valeur cri-
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tique T. définie par Brzoska (pour n=10, . E 0°C) et traduit ainsi 'impossibilé de Ealiser des
couches organges. Cependant, pour la phase gaz, la taatpre est de 14C, tres sugrieure

a la temgrature critique T et on peut alors supposer que les amiles se groupent entre elles
de facon ésordonge en petits ag@gats par conversion partielle des groupements esters en grou-
pements acides plugactifs. La morphologie obtenue avec dless larges dispds les uns sur
les autres peldtre le esultat du épdt de gouttelettesyui viennent se greffer sur le substrat les
unes apes les autres. Ces gouttelettes adoptent une forme stafitgedpar les conditions de
depdt (temperature, pression). Elles n’apparaissent pas darexfi ceali€ par impegnation, car
la temgerature de @pdt de £C n’est pas favorablé leur formation. Les mékules de silanes
se teposent de facon ised sur le substrat. Comme leur de@sie greffage est faible, @ 10"
molécules/cr, elles peuvent donc se coucher sur la surface.

En reprenant les cetes de slectionénoné&s au @but de ce chapitre, on rappelle que, pour
la suite de notr&tude, seuls les protocoles conduisant atats de surface de plus faible rugo-
sité seront retenus. Ainsi, dans la suite de ce travéilaboration de la couche d’accrochage sera
realie sur des substrats diéice thermique suivant leprotocole d'imprégnation On garde
donc en némoire les caraétistiques de cette couche : raoluiles couckes sur la surface du sub-
strat, variations en hauteur de I'ordre de 0,5 nm et une rugesi€mement faiblegalea celle
du substrat de silice de 0,24 nm.

4.3 La phase d’activation

Afin de fixer les oligonu@otides, une&volution chimique de I'exémité libre du silane est
nécessaire. La terminaison ester du silane gre$t modife en acide act® afin détablir |a liai-
son amide entre 'amine de I'espaceur des sondes et le silane. La terminaison ester est g#ansform
en terminaison acide par action d’une solution de iodotétinylsilane de 0,1M dans du CQous
atmosplkere £chea 60°C pendant douze heures puis hydrélys c’est la phase dieprotectionde
I'ester en acide carboxylique. Les substrats sont ensesités sous vide et I'acide obtead’ étape
précdente est actévpar éaction simultage de I'acide avec du NHS (N-hydroxysuccinimide)
0,1M et du di(isopropyl)carbodiimide 0,1M dans du THF pendant cing heures. Les substrats sont
ensuite abondamment riés avec du THF et stoék sous atmosgie £che (voir figure 4.8). C’est
la phase dactivation

Les images de la figure 4.9 montrer@Jblution morphologique aps activation. Les stries ob-
senees sur le substrat et la couche non @igont encore observables. La rugodie la couche
d’accrochage resteeanmoins s faible, aux environs de 0,29 nm, soétdiegerement su@rieure
a celle meswe sur la couche avant modification, soit 0,24 nm. Cependagsdéution des images
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(a) Etape de déprotéction
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FiG.4.8— Réactions successives transformant la terminaison ester du silane en acide éa}itape de
déprotection de I'ester en acide. (b) Activation de I'acide.
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488

FIG.4.9—Images de la couche de silanespdoggee au TMSI et gpoge sur les substrats de silice ther-
mique par impégnation. A grandeéchelle : 5006 5000 nm, B- & moyennéchelle 1506 1500 nm
et C-a petiteéchelle 700x 700 nn3.



116 CHAPITRE 4. ETUDES EXERIMENTALES DE LA PREPARATION DES PUCES\ ADN PAR AFM

a moyenne (figure 4.9-B) et petiégehelle (figure 4.9-C) est moins bonne que celle obtenue sur les
images avant@protection. Cette di#frence peut trouver son origine dans le changement de la na-
ture chimique de la surface, qui devient plus hydrophile quand la terminaison ester est traasform
en terminaison acide.

4.4 L'immobilisation

L'immobilisation d’oligonucEotides sondes esgélape ultime de la gparation des puces
ADN. Dans cetteetude, on souhaite regarder I'influence déolegueur des brinsainsi que celle
de lanature des £quencesur la morphologie des couches immoli&ks. Pour ce faire, des puces
modeles regroupant trois types de longueur corresporadat 25 et 36 bases oak analyges,
avec dans le cas des sondes de 12 bases deux types de sonégseateess voisines et dans le
cas des sondes de 25 et 36 bases des sondégulerses totalement déffentes. De nombreuses
puces modles onteté realisees comprenant de®5 plots comportant des sondes de 12, 25 et/ou
36 bases.

4.4.1 Le prototype de la puce modlea 3 plots

Pour cebuter notré&tude une prersre €rie d’exgeriences &t effectiee sur des puces melés
a trois plots. L'objectif est de tester dans un premier temps le niveaésiéution que I'on peut
atteindre sur ce type de sgstes et de &finir les crieres suivant lesquels on pourra discuter la
morphologie des sondes immob@iss. Cette puce comporte trois sondes de 25 bases de long (voir
figure 4.10). Deux plots sont constside sondes de 25 bases éguences totalement diffentes
I'une de l'autre. Dans la suite du manuscrit, elles seronéemt 25C pour laégjuence > GCT-
AAT-CCA-ACG-CGG-GCC-AAT-CCT-T et 25NC,” CTC-CTA-CCA-TGC-GGA-CGA-TCC-
ATA-G?, oll la notation "C” (et "NC”) fait ieferencea la compémentarié (non-comp@mentari¢)
de la sonde avec une des cibles choisies. Le @wisiplot, nat 25C+ C¥, comporte les sondes
25C dotes d’'un chromophor€Y? fixé a leur extemite 5'. La realisation de ce plot a pour objec-
tif de vérifier le bon @roulement des processus d’immobilisation par microscopie de fluorescence
avant d’engager &tude par AFM [21].

L'ensemble des sondes utiiss sont d&@es d’'un espaceur #a la terminaison 3’ des brins,
H,N-(CH,)s-*', de manérea favoriser leur accessibiitdurant la phase d’hybridation.
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FIG.4.10- Prototype de la puce meétk a trois plots. Il comporte deux plots consétide sondes de 25

bases : 25C et 25NC et un pl&rhoin constité des sondes 25C munies d’'un marqueur fluorescefit CY

a- Protocole d'immobilisation des sondes

Les sondes seront toutes immoléks dans les @mes conditions et ce simuléament pour
chacune des pucesali€es. Les brins-sondes sont fournis sous forme lyogsilids sont dans
un premier temps solubiis dans une solution tampon ag@PBS (Phosphate Buffered Saline
solution [150mM NacCl, 2,7 mM KCI, 4,3mM N&lPQ,.7H,0, 1,4mM K;H,PQ,]), a une concen-
tration de 2;M. L'immobilisation des brins s’effectue p@vaporation, sous condition ambiante,
de petites gouttes de volume de 2|5dépoes sur la surface fonctionnales La puce est ensuite
abondamment rirge dans une solution de 10% de SDS (SodiuméagbSulfate) dans de I'eau
ultrapurea 8@ durant une heure. Leéschantillons sont ensuite pa&ssaux ultrasona 8¢ dans de
I'eau ultrapure pouéeliminer des traces de SDS. Enfin, une dereétape de gparation consiste
a neutraliser les sites actifs de la couche d’accrochage n'ayanéggis €n transformant par ad-
dition de nethyle amine, I'ester activdu silane en amide (Nl C’est la phase de protection
appeke capping. Cettétape joue undle crucial au moment de la phase d’hybridation, car elle
interdit la action d'immobilisation pour les brins cibles.

Chacune des puces ainsépagées est soumiseune analyse par microscopie de fluorescence
[21]. Elle permet de &rifier que la phase d'immobilisation s’est biearduEe en confilant le
rendement d’immobilisation des sondes 25C méassgu

b- Etude AFM de la pucea trois plots :

Nous avons choisi de qualifieréfat de surface des puces suivant trois tailles d'images ca-
raceristiques : (50005000) nni, (1600x1600) nni et (400<400) nn%, caracérisant chacune
un niveau d’organisation de la couche de emlles immobiliges.

Les images grandeechelle (5006 5000) nn# (voir figure 4.11) ont comme objectif de nous
renseigner sur I'homameité des @pdts ainsi que sur état de proprét de nos surfaces.
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FIG.4.11- Etude de 'immobilisation des sondes par AFM. Images de grandes tailles<&000 nm. A-
les sondes 25C, B- les sondes 25NC, et C- les sondes de 25Ceemrqu
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Ces images mettent @évidence un bomtat de propré&t des surfaces, puisqu’en moyenne le
nombre d’'impureis obserges se situe autour de 1-2 imp@sjtm?. Par ailleurs, Etude mor-
phologique éalise sur les trois plota I'eéchelle de (5006 5000) nnt , montre que I'immobili-
sation conduit des épots legerement diférents pour chacune des trois sondes. Les sondes 25C
semblent parfaitement reproduire la surface de silanes, laissant trdtrepdasastructures sées
obsenees sur les substrats de siliaecetteéchelle (voir image 4.1). Au contraire, les sondes
25NC s’organisent non pas en un tapis hosmmyet lisse mais autour de petits trous tandis que les
sondes marcges, 25C + CY, semblent former unahdt dense et homa@me masquant totalement
les stries du substrat. L'absence égions de moins grande degsiindique que ceé&pdt est pro-
bablement plus compact que celui ob&esur les sondes 25C et 25NC.

Les images de la figure 4.12 rendent compte des morphologies ébsesur ces trois plots
avec plus de étails sur desagions de 16001600 nni.

On retrouve les diffrences dja évoqlees sur les imagesgrandeechelle. On constate que les
sondes 25C (fig. 4.12-A) s’organisent sous forme de structures enifmsitd'épaisseur 1;50,1
nm, distribies de mariire homogne sur la surface. Leegdt ainsi constité posede une rugosit
(RMS) toujours faible de 0,45 nm. Les sondes 25NC (fig. 4.12-B) semégmiément s’arranger
sous forme d’une structure éiots d'épaisseur 1;80,2 nm, valeurégerement sug@rieurea celle
des sondes 25C. En revanche, elles @marquent des sondes 25C par leur organisation corres-
pondanta une structure en dentelle dont les troussgntent une bonne hon@gité en taille,
d’environ 100 nm de diagtre sur I'image pFsenée. L' heterogereité de ce épdt conduita une
leégere augmentation de la rugdsitRMS) qui est de 0,55 nm. Les sondes 25Cdstd’un chro-
mophore CY se structurent quarit-elles en plateaux denses (fig. 4.12-C). Les hautefistsd’
mesugées sur ces images sont de2061 nm soit une valeur nettement gujgurea celles ob-
senees sur les sondes non maggs, 25C et 25NC. La rugo8iRMS mesuge sur ces plateaux
est de 0,46 nm.

Le tableau 4.2 donne les caradstiques obtenues par des mesures statistiques sur chacun de
ces plots.

Sondes || Silanes| 25C 25N | 25C+C¥?
Az (nm) || 0,5+0,1| 1,5+0,1 | 1,8+0,2| 2,5+0,1
RMS (nm)| 0,27 | 045 | 0,55 0,46

TAB. 4.2 —Tableau Ecapitulatif des caraéristiques des trois types de sondes : mesure de la
hauteur deslots et mesure de la rugogi{rms) sur les images de (1600600)nn.
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FIG.4.12 - Etude de I'immobilisation des sondes par AFM. Images de taille moyenne<1600 nm.
A- les sondes 25C, B- les sondes 25NC, C- les sondes de 25CamsiefuD- la couche de silanes avant
immobilisation.
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A la premere observation de ces images, on constate donc uréretiffe morphologique
notoire entre etat de surface avant (fig. 4.12-D) et @epimmobilisation (fig. 4.12-A,-B et -C) et
ce quel que soit le plot anaigsAlors que le dpot de silanes obtenu par inggnation conduisait
a une couche lisse et honae dont les difrences de hauteur se situaient autour de 0,5 nm et la
rugosié (RMS) autour de 0,27 nm, les morphologies obsesvsur les sondesgsentent toutes
les trois des structurations (plateaux, morphologie en dentelleepat tomogne dilots). De
plus, 'augmentation de la rugositle la surface (RMS) de 0,27 nm pour les silaeées valeurs
autour de 0,5 nm aps cepdts des sondes et le passage deguifices de hauteur de 0,5 @m
des valeurs comprises entre 1,5 et 2,5 nm, traduisgalement la @sence effective des sondes
apres immobilisation. On est donc capable d’identifier parédéhce morphologique lagsence
de sondes aps immobilisation.

Pour poursuivre notre analyse, revenons un instant sur les @astiques des objets imasg.
Les sondes immobilees dans les trois plots de cette puce sont toutes caregtitie 25 bases. La
taille de ces sondes peut donc en pramiapproximatiomtre estindea partir de la longueur par
base dans un monobrirfinie par Tinlancet al.[22]. La longueur d’'un monobrin dd basesest
alors donge par I'expression :

Lnpases(nm) = 1, 5(espaceurC6) + N x 0,43 (4.1)

On remarguera que les valeurs de longueur par basmigs tableau 2.1, chapitre 2) corres-
pondenta des brins libres et en solution. Dans le cadre de ce travail, les conditisnsiels sont
differentes puisque d’'une part la cai@ation est effeciea I'air et d’autre part les brins sont
immobilises sur un substrat. Cependant, étsdes sur les brins d’ADN, psenées au chapitre
3, ont monte que I'on pouvait, en premie approximation, attribuer la longueur mesaif’air a
celle de la conformation correspondante en milieu liquide.

Ainsi, pour les sondes de 25 bases, on s’atende longueur de 12,3 nm. Or, sur les images
obtenues a@s immobilisation, les diffrences de hauteur mesas sont comprises entre 1,5 et
2,5 nm, soit des valeursd&s infrieures aux 12,3 nm attendus. On peut donc en conclure que les
sondes immobilises sontoucheéessur la surface de la puce, comme les ewolles de silane.

En ce qui concerne les ddfences morphologiques mises @ridence pour ces sondes, la
présence de trous obsés/de marire reproductible sur les sondes 25NC, avec une structure en
dentelle plus ou moinsésée, n'est jamais obseare sur les sondes 25C, qui semblent toujours se
distibuer de marmire homogne sur la surface. Ces morphologies agdbbtenues sur 'ensemble
des puces analgss, une dizaine environ, nous pouvons decearter tout effet des conditions de
déepdt sur ces organisations. Il restadiscuter l'interaction entre matules sondes au moment de
limmobilisation. Les sondes 25C et 25NCésentant dessjuences totalement dffentes, il est
donc probable qu’elles interagissent diffmment entre elles. Aussi, ces @difnces morpholo-
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gigues mettent-elles peatre enévidence un effetéa la £quence des bases.

L'organisation des sondes maggs par un groupement €¥'avere tes difierente de celle
obsenree sur les rames sondes 25C mais non mares. Cette diffrence confirme l'influence des
molécules mises en jeu et de leurs interactioresrédées au moment duegot.

A plus petiteechelle, les trois images repees sur la figure 4.13 montrent que les tragads
obtenus avec les sondes 25C, 25NC et les sondes 25C @estquossdent tous une structure
de base efilots. Lesilots identifies sur les plots des sondes non méaegupesentent une forme
legerement allonge, on les caragtisera donc par deux grandeurs, une largeur et une longueur.
Ainsi, des mesures statistiques sur les sondes 25C nous donne une longueur det2R.3mm
pour une largeur de 12,4 nb®,9 nm et pour les sondes 25NC, une longueur de 19 4Tmm et
une largeur de 11,2 ni#r0,7 nm. Du point de vue de I'organisation morphologique ddlots on
constate qu'ils apparaissent gtitlistants les uns des autres sur la zone des sondes 25NC, tandis
gue sur le plot des sondes 25C, ils semblent se chevaucher par endroit.

Lesflots obseres dans la zone correspondant aux sondes 25€-e@tyquanta eux un aspect
different. Ils sont de forme oblongue de taille cagastique, environ 10< 50 nn¥, soit d’ex-
tention spatialedgerement su@rieurea ceux obsem®s sur les sondes non maeas. lls semblent
plats sur le haut et seedharquent fortement les uns des autres.

Compte tenu des tailles egtnement faibles des objets ider@ffisur nos surfaces, environ 10
nm, il est indispensable de s’interroger quarntimpact de I'extension spatiale de nos pointes sur
ces mesures. Aussi, pour poursuivre notre analyse il €s@ssaire de s’iGtesser aux probmes
de dilatation de pointe sur des objets dont la taille cératique est proche de celle-ci. Un nidel
couramment utilié pour ces discussions est le @ conetrique de dilatation d’'une pointe
d’extrémite spleriqgue avec un objet de section circulaire (on pourraéferera I'article d’lkai
[23]). On peut modliser la situation par le séma de la figure 4.14.

Dans ce cadre, &largissement induit par la pointe est dérpar I'expression :

Rc+ Rm)\/Rm(Rc — Rm)
Re
pour RmjRc @, Rc est le rayon de courbure de I'éxmite de la pointe, Rm le rayon de I'objet

w = X

(4.2)

circulaire ima@ et W I'élargissementésultant.

Dans notre cas, on approximera donc ilots par des objets de section circulaire, dont les
rayons seront&finis par la demi hauteur déets. Enévaluant partir des images l&targissements
W desilots liésa la dilatation de la pointe, on peut ainsi remoriteme valeur approximative du
rayon de courbure des pointes ugks durant ces egpences. Lesasultats obtenus sont repest
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FiG.4.13— Etude de I'immobilisation des sondes par AFM. Images de petite taillex400 nni. A- les
sondes 25C, B- les sondes 25NC et C- les sondes 25C + CY
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FIG.4.14 — Dilatation geomnétrique d’'une pointe de rayon de courbure Rc avec un objet de section ap-
proximée circulaire de rayon Rm, conduisant' élargissement total nétw.

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=22,31,3nm (38)| H=1,5nm Rc=11,2 nm
25NC | W=11,2t0,7 nm-L=19,%1 nm (40) | H=1,8 nm Rc=7,9 nm

TAB. 4.3 —Analyse de la taille deBots obseres sur les plots 25C et 25NC. Toutes les valeurs
sont donies en nanogtre. Les nombres indi@s entre parengses indiguent le nombre de points
experimentaux moyer@s. Les valeurs de Rc o#e calcukesa partir de I'expression 4.2.

L’ évaluation du rayon de courbure ainsiég@®, montre que les pointes utdiss durant ces
experiences pogslaient de s bonnes fzifications. On notera tout particeitement la valeur
de 8 nm de rayon de courbure mese@ partir d’'une 8rie d'images (dont une seule esépenke
ici) sur le cepdt des sondes 25NC. Cette valeur, relativement faible, se t@tmeen€rieure aux
specifications don@es par le constructeur [24]. Pour la suite des discussions, eomsgdun rayon
de courbure moyen de nos pointes de 10 nm.

Precedemment, nous avons indi&gue les sondes adoptaient probablement une configuration
couctee sur la surface et que la longueur attendue pour un monobrin de 25 bases &lailoaeg
12,3 nm. Aussi, ledlots obseres ne peuvent-ils pagre chacun une sonde ?

Sil'on s’intéresse auiots obseres sur le plot des sondes 25NC, on constate qu’ilsquiess
une longueur de 19,1 nm et une largeur de 11,2 nm, l'in&tgat obtenue par l'interadiaire
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 plods.lksemble
donc que chaquéilot correspondea une sonde.

Par ailleurs, unétvaluation de la densitsurfacique dedlots aéte effectee sur plusieurs
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images de petite taille, pour les plots 25C et 25NC. Le nombtets'troues se situe entre 70
et 90 par aire de 200200 nnt pour ces deux plots, correspondantine densé de I'ordre de
240,25.10'sondes/crh Cette valeur se trouvire en parfait accord avec la degsitirfacique de
sondes mes@ée par des mesures de radioadtiinarquage des sondes avectR). Une densit
surfacique "macroscopique” moyenne de 2!1€bndes/crhest alorsvallee [25]. Cette compa-
raison nous conforte donc dans notre intétation @ chaquélot est asso@&@a une sondes. Ainsi,
ces Esultats montrent que '’AFM permet d’eger un comptage des sondes de 25 basesauial
par mokcule et donc @valuera I'échelle locale, la dengitmoEculaire en sondes immobitiss
avec une bonne pcision (erreur de 25%JCe résultat constitue la premere caracgérisation

a I'echelle moéculaire de la densié en sonde immobilige. Ces exgriences son& rappro-
cher de létude pubke par A. Caki et al. en 2001 [26] @ ils operent un comptage des sondes
immobilisees par I'interrédiaire de marqueur topographique, de billes d’or de 30 nm deatiam

Enfin, la forme oblongue détots obseres sur les sondes maggs et leur tailledgerement
plus importante, ne nous permettent de conclure sur I'identification du nombre de sondes qu'ils
comprennent. Ces dédfences morphologiques peuveite discutes autour de quelques hy-
pothéses. La mdcule de CY étant une mdcule tes apolaire, une &k consisteraé consi@rer
gue dans la solution agueuse, la partie comportant le chromophore aura teafi@intzsolvant.
Le regroupement des nédules sondes formant des structures de type micellaire serait alors fa-
vorisé avec les m@cules fluorescentes (hydrophobes) au centre de I'assemblage etitesscha
de bases azees (plus hydrophiles) I'extérieur de la structure. Au moment dambt, ces struc-
tures fon@es sur des interactions faibles vont pouaie conser&es @s lors qu’'une m@écule
de 'assemblage sera immobéis. Les autres seront contraintes, du fait de cette interaction au
sein de I'assemblage néaulaire,a s’ancrer@ proximi€ de la prenmére sonde fige. Ceci permet
donc la conservation de ces assemblages une fois lé&oies sondes suppees sur la surface.
Une question reste tout deéme en suspens : quelle place occupe le chromophore dans cette
configuration ?

On rappelle que la couche de raolles sondes marges possde uneepaisseur plus impor-
tante A\z=2,5 nm) que celle mesee sur les r@me sondes non marges (\z<1,8 nm). Ceci
nous invite, du fait de I'homagrgité de la hauteur des plateaux obgsrgur les sondes makps,

a supposer que la matule fluorescente est cowehsur ou sous les sondes. La configuration o
le chromophore serait couglsous les sondes appialus plausible du fait que le substrat fonc-
tionnali®€ au moment du&pdt presente un caraete plubt hydrophobe.
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4.4.2 Analyses de sysimes compémentaires

Les analyses conduites sur les puces @hesh trois plots, ne comportant que des sondes de 25
bases de long, ont moltque la ésolution madculaire des sondeéxgait accessible. Nous allons
maintenant nous igtesser des brins de diffrentes longueurs de manéa cefinir I'impact de
la longueur des brins sur I'organisation des sondes et le niveagsdiition de nos exgsiences.
Deux autres longueurs de brins ont ai@igi £lectionrées : des brins de 12 bases et des brins de 36
bases de long. De plus, I'organisation des sondes sesti@decarad@ristique de I'interaction des
sondes entre elles au moment dapat et donc probablement de la nature deguences des mo-
nobrins d’ADN <lectionrés. Afin de confirmer ou d'infirmer cette hypetfe, nous analyserons
I'organisation du épdt de sondes deeguence quasiment identiquel exception d’'une base.

Plusieurs puces psentant des plots diver&di en sondes ont ainsi élabokes etttudees
par AFM. On ésumera ici I'ensemble de cé&tudes autour d'un meéde de pucea 4 plots.
Ces puces comportent deux plots de sondes de 12 bases de long, déqulesces sont iden-
tiquesa une base @s. On les appellera dans toute la suite 12C, "C” comme Cemmgrhtaire
a la cible correspondante, lagquence’ AGC-CCG-GAG-GCA' et 12NC, "NC” comme Non-
CompEmentaires, laé&uence’ AGC-CCA-GAG-GCA'. Les deux autres plots se composent
guanta eux de deux sondes de 36 et 37 bases de longoleaces totalement diffentes, appéeks
36C pour la 8quence’ GTA-AAC-GTA-GTA-TAC-TCA-CGC-CAC-CTC-AAT-ATG-CAG” et
37NC,” ATT-CTG-ATC-GGT-ATT-TCG-ATC-TAA-GAT-CAA-ATG-CATT? (voir figure 4.15).

(<))
(=)

F1G.4.15— Sclema des puces melds com@mentaires analyges. Elles comportent deux plots de sondes

courtes de 12 bases : 12C et 12NC ne pdssit qu'une base dtart, et deux plots de sondes plus longues
de 36 et 37 bases rieg 36C et 37NC.

L'immobilisation a toujoursete operee suivant le protocoleédrit au paragraphe 4.4.1, avec
des solutions de concentration identique (&5 pour I'ensemble des sondétudiées.

A nouveau, letude d'imagea grandeechelle de 50005000 nn? (voir fig. 4.16), rend compte
de I'état de proprét des surfaces. Tandis que les plots des sondes de 12 bases fonitppara
(images 4.16-A et -B), en particulier sur le plot 12NC, quelques imparet surface, aucune n'a
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FIG.4.16— Etude de 'immobilisation des sondes par AFM. Images de grandes tailles<5000 nri. A-
les sondes 12C, B- les sondes 12NC, C- les sondes 36C, et D- les sondes 37NC.

été obseree sur les plots de 36C et 37NC (figure 4.16-C et -D).

Les cepdts des sondes de 36 et 37 bases de long (images 4.16-C et -D) apparaissent parfaite-
ment lisses et homeaéges. Quelques petites taches plus sombres apparaissent sur I'imagpdtdu d
des sondes 36C, correspondardes egions de plus faible densitLes stries obseges sur la
silice ayant ici totalement disparu, les sondes semblent donc napper parfaitement la surface. En ce
qui concerne les sondes de 12 bases, |égbtdest moins homagne, s’ageégeant par endroit en
plateaux plus denses, parti@rnément visibles sur I'image 4.16-A.

A moyenneechelle, on obtient les images cagdtiques pesenges sur la figure 4.17-AD.

Du point de vue morphologique, les sondes de 12 basestels par les images 4.17-A et -B,
présentent une organisation en petitgs, d'épaisseur environ 1,2-1,3 nm, distré@sude marére
homogene sur la surface. Cette organisation est proche de celle éesaivles sondes 25C (voir
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FIG.4.17—- Etude de 'immobilisation des sondes par AFM. Images de taille moyenne<1600 nnd des
sondes A- 12C, B- 12NC, C- 36C, D- 37NC, éferencea la morphologie des sondes 25C image E-.
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image 4.17-E). Les sondes de 36 bases de longedestegalement une structure @ots, dont
I'identificationa cetteechelle semble plusticate. L'image 4.17-D, met egvidence en son centre
un trou de 308200 nn?, illustrant probablement une derésién sondes immobikes plus faible
que la zone m@senke sur le @pdt de sondes 36C (image 4.17-C). Ligsts posedent ici une
épaisseur de 1,4 1,2 nmggalea celle mesuie sur leslots des sondes de 12 bases. La rugosit
(RMS) de ces couches (sondes 36C et 37NC) estesiatour de 0,4 nm, valeur plus faible que
celle mesuge sur 'ensemble des autrespdts de sondes. Cette diminution de la rugp$RMS)

de surface est rapprocher de 'homda@geite des @pdts constités sur les sondes de 36 et 37 bases
de long, dont la caragtisation de§lots appard plus difficile a analyser.

Les principales grandeurs caragstiques obtenues sur les @éifénts plots sont rep@es dans
le tableau 4.4.

Sondes 12C 12NC 36C 37NC 25C 25NC | Silanes
Az (nm) | 1,2+0,1| 1,3+0,1|1,2+0,1| 1,14+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 Ecapitulatif des caraéristiques des déirentes sondes : mesure de la hauteur
desilots et de la rugosé (rms) des @dpdts des sondes 12C, 12NC, 36C, 37NC&arence avec
celles obtenues sur les sondes 25C, 25NC et les silanes (images del6600n.

Aussi, les mesures effe@es sur les sondes de 12 et 36 bases de long mettent-edieisience
a nouveau une di#frence morphologique entré&tat de surface avant et agsrimmobilisation des
sondes. L'augmentation de la rug@{RMS) de 0,27 nma des valeurs s@pieuresa 0,4 nm, ainsi
gue I'augmentation du contraste vertical qui passe de 0,5 nm sur les sil@negon 1,2 nm sur
les cepdts des sondes traduisent bien lagance des sondes. La longueur des sondes ne semble
pas jouer sur Bpaisseur de la couche, car les sondes de 12 et 36 bases de long corduisent
depot d’épaisseur identique de 1,2 nm, tandis que les sondes de 25 bassepbssi@paisseur
de 1,5a 1,8 nm. Or, si I'on se reporte I'expression 4.1, ogvalue la longueur des sondes de
12 bases 6,7 nm et celle des sondes de 36 bas&% nm. On constate alors que les @iéfnces
de hauteur meséaes sont toujours bien @fieures aux longueurs des raolles sondes. On peut
donc en @duire que I'ensemble des sondes dansatodes occupent une conformaticouchée
sur la surface.

Par ailleurs, I'organisation des sondes semble dans la quasiéadakt cas constituer une
couche homogne dilots de petite taille, dont on a vu qu’ikstaient attribuables aux n@sules
sondes pour les oligonumtides de 25 bases (voir partie puaekplots, 4.4.1). Seules les sondes
25NC possedent une organisation diffente, s’arrangeant autour d’une structure en dentelleso
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sondes semblent se repousser les unes les autres. Dans la @gagiikepte, nous avions avanie

fait que cette diftrence pouvait peldtre trouver son origine dans une interaction entreeades

au cours du @pdt. Or, I'etude des morphologies obsees sur les plots des sondes de 12 bases,
12C et 12NC, qui ne posdgent qu’'une base @cart, s'aere identique ce qui semble conforter
notre hypotkse. En revanche, les sondes 36C et 37NC, quiedesd deséquences respectives
totalement diférentes I'une de 'autre, conduisent toutes les delaformation d’une distribution
homogene dllots constituant les plots.

Cetteétude montre qu’un travail plus po@éss’awre indispensable pour mieux comprendre
I'origine des interactions laterales entre &ailes.

L'analysea petiteechelle eali€e sur les puces quatre plots est psenée sur les images de
la figure 4.18. Elles montrent que la structure commune ereésiitits obseree sur les sondes de
25 bases, se retrouegalement sur les sondes de 12 et 36 bases.

Lesilots identifies sur le @pdt des sondes 12C et 12NGgentent non plus une forme all@sy
comme on a pu I'observer sur les sondes de 25 bases, maedpossine gonetrie circulaire de
11,1+0,5 nm de diaratre pour les sondes 12C et detl6 nm pour les sondes 12NC. Qksts
sont distrib&s de maréire homogne sur la surface et sont bien distincts les uns des autres. A I'in-
verse, leslots des sondes de 36 basesgantent une forme alloég, comme on a pu I'observer
sur les sondes de 25 bases. @fimit pour ceslots les carad@ristiques suivantes : longueur de 15
nm+0,5 nm et largeur de 8,9 n10,3 nm pour les sondes de 36C et longueur de 19,330
nm et largeur de 11 n#0,3 nm pour les sondes de 37NC. Leur distribution en surface est relati-
vement homogne et d’apparence moins dense que celle obsesur les sondes plus courtes de
12 et 25 bases.

Ainsi, les sondes de 12 baseg&gentent une structure dats de plus petites tailles que ceux
obsenés sur les sondes de 25 et 36 bases de long. En revanchetdasbseres sur les sondes
de 36 bases posdent une extension spatidquivalentex celle des sondes de 25 bases. La suite
de l'analyse de ces imageg&agessite d'oprer uneévaluation des contributions de la poirde
I'extension spatiale des objets,l'aide du petit modle geonetrique de dilatation &a utilise
section 4.4.1. Les do@es obtenues soré#ésungées dans le tableau 4.5.

Les rayons de courbure des pointes L#iis lors degtudes sur les sondes de 12 bases sont
estinés entre 10 et 11 nm. Eregit du fait que les xifications de ces pointes sont t@ufait
remarquables, elles ne nous garantissent pas d’atteindeediution madculaire sur les sondes
de 12 bases, qui sont extnement courtes (| = 6,7 nm, avec I'espaceur). Ainsi, sur les sondes de
12 bases de long uiot peut contenir une ou deux sondes.

En ce qui concerne les sondes de 36 bases de long (I= 17 nm), un raisonnement similaire peut
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FiG.4.18— Etude de I'i'mmobilisation des sondes par AFM. Images de taille moyenne4@@0nn? des
sondes A- 12C, B- 12NC, C- 36C, D- 37NC, éferencea 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=1,3nm Rc=11,2 nm

12NC W=10+0,6 nm (32) H=1,2nm Rc=9,8 nm
36C W=8,9£0,3 nm - L=15t0,5 nm (17) | H=1,2 nm Rc=7,7 nm

37NC || W=11+0,3 nm - L=19,330,8 nm (12)] H=1,1 nm Rc=12 nm

25NC || W=11,2+0,7 nm - L=19,%1 nm (40) | H=1,8 nm Rc=7,9 nm

TAB. 4.5 —Bilan des tailles dlots mesuges sur les plots 12C, 12NC, 36C, 36 NC et 25NC des
puces. Toutes les valeurs sont déas en nanogtre. Les nombres entre pareg#es indiquent

le nombre de points egpimentaux moyer@s. Les valeurs de Rc oét calcukesa partir de
I'expression 4.2.

étre conduit. Les pointes utibes possdantegalement de bonnesésgfications, entre 7 et 12 nm
pour le rayon de courbure, on peut en conclure que chdguebsene peutétre assoé& a une
molécule sonde. A nouveau pour les sondes de 36 et 37 bases dloagplution moEculaire

a puétre 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 @dbsreste du éme ordre de grandeur. Plus
surprenant, la longueur moyengaeallee sur les sondes 36C estérieurea la longueur atten-
due pour une sonde de 36 bagtsndues qui est de 17 nm (avec I'espaceur de 1, 5 nm). Pour
justifier ce Esultat, une hypotise serait de congder que les sondes n’occupent pas une confor-
mation compktementétendue mais qu’elles soierégerement repées sur elles-gmes. Cette
hypotrese s’appuie sur des travaux de Steel et al.[27], dans lesquels #udlig I'effet de la
longueur des sondes sur leur organisation au sein d’une couche im@ebilssmontrent que le
taux de couverture en sondes immol&#s sur une surface d’or thed diminue quand la lon-
gueur des sondes augmente. lls expliquent cet effet par une configuratiorepiglyendes sondes
de longueur sugrieurea 24 bases, qui peuvent donc prendre des formes de pelote, induisant ainsi
une €duction de la longueur apparente et une diminution du taux d’ancrage des sondes. Ainsi,
la Ieégere diminution de la den&iten sondes immobikes obse®e sur les images AFM pour les
sondes de 36 bases (figure 4.18-C et D) ekthuction de leur taille apparente sont en bon accord
avec l'interpétation donge par Steeét al. [27]. On retiendra cette explication pour justifier la
réduction de la taille defots obseree dans le cas des sondes de 36 bases.



Conclusions

L’ étude de I'ensemble dédapes de @paration des puc&sADN aéte réalige suivant une
procdure d’analysétape paétape, par comparaison de la morphologie des couches obtenues
I'issue de chacune des phases. Dans le cadre de notre travail, ces analyses successives ont permis
de flectionner les protocoles degparation conduisarit I'état de surfaceépondant aux deux
criteresénon@s au @ébut de cette partie : une bonne horadgjté des protocolea I'échelle du
micron ainsi qu’une rugostdes couches la plus faible possible. Ainsi, lagaration des puces
a rapidemengétée orienée vers lelaboration de la couche d’accrochage sur les substrats de si-
lice thermique suivant les protocoles d’inégnation. A l'issue de la phase de silanisation, il a
ett monté que les macules de la couche d’accrochage conéétetaient couckes sur la sur-
face (Az=0,5 nm), permettant ainsi de conserver une rugq&MS) proche de celle du substrat,
évalieea 0,24 nm. Letude de la phase d’immobilisation a ma@ntyue les macules sondes mo-
difiaient consiérablement la morphologie de la surface, apparaissant oegaaigour dlots de
petite taille, diandtre ~10 nm, et dépaisseur comprise entre 1 et 2 nm. Gesultats montrent
gue, comme pour les silanes, les sondes apparaissenteasustr la surface. Limmobilisation
conduit par ailleurs& une augmentation de la rug@s({RMS) de 0,24 nna des valeurs autour de
0,5 nm, traduisant ainsi la@sence des sondes.

L'originalité de ce travail@side dans la caragaisation des sondesl’échelle madculaire. En
effet, la seule approche quantitative de I'immobilisation de sondesgaibtie jour concerne des
sondes poggiant un marqueur topographique, des billes d’or de 30 nm dettlienCeci avait
permisa A. Csaki et al. [28] de contourner la difficult de la solution laérale lee au rayon de
courbure des pointes. Dans noétide, larésolution mokculaire sur les sondes de longueur
supeérieure ou égalea 25 bases @&té obtenue permettant d’adedera la densi de sondes im-
mobilisées,a I'échelle microscopique, par un comptagpartir des images AFM des n&alules
sondes. On retrouve la derésién sondegvallees par mesure de radioaciivile 2-0,25.10"
sondes/crh valeur qui se trouvétre en parfait accord avec des mesures macroscopigaieses
par radioactivié. Notreetude montre que I'AFM s’are étre un outil tes performant pour ca-
raceriser de mamire quantitative le nombre de sondes immobéss par une cardisation mor-
phologique directe sans avoir recoarkutilisation de marqueurs topographiques.

Enfin, la longueur des sondes et la nature d=giences des monobrins sondes sont appa-
rues comme deux paratres jouant undle fondamental sur I'organisation des couchepakes
et donc la morphologie obserg. En effet, les tailles car&eistiques mes@es suilots-sondes
de 36 bases se sonté@ges inerieuresa celles rappoétes sur les sondes de 25 bases. Cet effet
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s’explique par un panonene de repliement des monobrins sondes sur eéxs, tel qu’on peut
le trouver dans le cas des polgnes, @s qu’ils cepassent une taille critique siel autour de 25
bases. En revanche, I'analyse des effets des interactions en&eutesl au moment duegot a
montie un effet notoire de la psence ou non de chromophore, ainsi qudie important de la
nature des&quences sur l'organisation des sondes immdagls Ainsi, deux&qjuences quasi-
ment identiques, comme celles des sondes 12C et 12NC, condaiskenix @&pots identiques.
Au contraire, deuxéquences totalement diffentes comme les sondes 25C et 25NC conduisait
deux arrangements totalement dints des sondes. Cesides ne constituent que les preres
constatations d’'un effeégjuence obse@a I'échelle modculaire et Bcessitent dtre poursuivies.
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Chapitre 5

Etude experimentale des puces hybriées
par AFM

La finalité des pucea ADN étant d’ogerer la reconnaissance dagsiences de brins inconnus
en solution, une seconde partie de ce travaléaconsa@ea la lecture de tests d’hybridation
par microscopiex force atomique. Lensemble de ces testttaréali€ sur les puces metks
présengées pecddemment. L'objectif de cetitudeétait dans un premier temps de tester si 'AFM
permettait de &aliser la lecture d’'un test d’hybridation et, si oui, quellégision pouvaigtre
atteinte. Letude morphologique conduite jusgupesent a donété poursuivie jusqud la lecture
de tests d’hybridation. Enfin, ongsentera quelques essais de manipulations par pointe.

Pour I'ensemble de &tude morphologique les conditions éxinentales seront identiques
a celles utiliges jusqua piesent et dfinies dans le chapitre 1. En revanche, elles serést tr
différentes pour legtudes par nanomanipulation, on leggsera au moment de la description
de chacune des e&pences effeckees.

5.1 Analyses de tests d’hybridation par AFM

L’ étude &t guicke par I'analyse de I'influence de deux paedras : la longueur et la "nature”
des brins cibles utiliss. Ainsi, trois longueurs de brins ogte tesées : 84, 600 et 1500 bases de
long. En ce qui concerne la nature des brins cibles, deux émistmjues principales seroat
prendre en compte : la @sence ou non de nmaules fluorescentes le long du brin, ainsi que la
configuration monobrin ou double brin des cibles ugiis. Les caragtistiques seront&taillees
au moment de la psentation de€sultats.
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5.1.1 Les systmesetudiés

Les trois cibles utilises sont @rsenkes ci-dessous. Le saima de la figure 5.1 met @vidence
le positionnement de la zone d’hybridation sur le brin cible.

a- Les cibles de 1500 bases con@hentaires des sondes 25C :

La cible de 1500 bases de long est issue @&gction d’amplification sur leene 16S de
I’ Agrobacérium Tumefaciengbactrie des sols) souche B6 par PCR. Ces brins gues une
sequence de 1500 bases de long et s’hybrident avec les sondes de 25C, de falgisa la
base A 210 (Sens antiparalle : 3’ - 5°). Les brins cibles utiliss seront de plusieurs types :
doubles brins monomarqés(ne posedent qu’un groupement fluorescent C¥omme sur la fi-
gure [1]) oudoubles brins multimarqués CY? (pos®dent plusieurs groupements fluorescents
par molécule)(voir figure : 5.1-a) [1].

b- Les cibles de 600 bases conghentaires des sondes 36C :

La cible correspondante aux sondes 36C estonobrin de 600 bases de long. On notera
que la position de la zone d’hybridation est 8@ 164 bases de la terminaison 3’ des brins (voir
figure : 5.1-b). Ces brins so@labogs par syntbse enzymatique) I'aide de laReverseTrans-
criptase a partir de brins issus d’'une bade symbiotique du puceron appelBuchnera. Il s'agit
donc demonobrins non marqués ou multimarqués Dans le caswles brins sont mar@s, les
groupements fluorescents sont exclusivemenggagér les bases Thymine. Un comptadiessue
de la syntese donne un taux de 90% de thymines maegy ainsi en moyenne, 24% de la lon-
gueur de lagquence totale est ma@gL La taille des cibles est dammavec une distribution de
+ 100 bases autour de la longueur de 600 bases, corresp@ndaatprogression plus ou moins
avanée de I'enzyme en fin de synribe [2]. Le sens de propagation de I'enzy@tent de 5’ en 3’
sur ’ARN compEmentairex notre brin, on ne peut donc coiitna avec pecision la position de la
zone d’hybridation que par rappart’extremite 3’ du brin.

c- Les cibles de 84 bases de long con@phentaires des sondes 12C :

La cible correspondante aux sondes 12C eshonobrin de 84 bases de long, monomagqu
avec une mdicule de CY dont la £quence est : - C¥* 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-CCA'. La portion de 8quence en gras indique le lieu de I'hybridation avec la
sonde comp@mentaire 12C (voir figure : 5.1-c). Ces monobrins sogppés par syntése chi-
mique.
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(a) 1500 bases :

1 185 210 1500
| |
d 25C
Cy3
80nm 8,5nm 554nm

(b) 600 bases :

1 164 200 600
| |
[
36C

70nm 12nm 172nm

(c) 84 bases :

1 50 62 84

| |
QS o

21nm 4nm 9,5nm

FIG.5.1-Trois sysemes onéte étudies : (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 ciblessenéps dans le sens 3' - 5'.

5.1.2 Protocoles d’hybridation

Les cibles nous sont fournies sous forme lyopa#isAvant toute ogration, elles seront donc
solubilisees dans une solution de [SSC5X] = 0,1M (SSC5X: 0,75 M de NaCl et 0,075M de SSC-
Salt Sodium Citrate) et SDS (Sodium Oyl Sulfate) 0,1% en masse, afin d’obtenir une solution
de concentration TG Mol (moles de brins par litre de solutioa)pH de 8,5.

La phase d’hybridation effective est@pe enétalant une goutte de 50 sur la puce, plage
entre lame etlamelle. La puce est alors pladans ungacteua Tm-5C , ol Tm est la temprature
de fusion de chacune des cibles, sous une atnéwsatuee en vapeur d’eau, pendant environ 2
heures. Les puces sont ensuite abondammeagetaavec une solution de SSC2X (SSC2X : 0,3
M de NaCl et 0,03M de SSC- Salt Sodium Citrate) et finalementgadrevementa I'eau de
mankerea retirer les sels.

Lorsque les bring 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) étame sup@mentaire estécessaire avant la phase
d’hybridation. Il s’agit de la @naturation des brins. Pour ce faire, la solution d’hybridation est
chaufea 95C pendant 10 minutes de manga briser les liaisons hydrégesétablies entre les
deux brins hybriéds. On obtient ainsi laéparation du double brin en deux monobrinsésolLa
solution est ensuite imatiatement @poe sur la puce et le processus d’hybridation pébuder.

On pourra remarquer que les conditions d’hybridation des pac&BN retenues dans le
cadre de ce travail sont assez éifintes des protocoleg&meralement rencoréts, dans lesquels
la phase d’hybridation dure souvent beaucoup plus longtemps, environ douze heures. Notre ob-
jectif consistea optimiser les conditions d’hybridation. En choisissant des temps courts, on fa-
vorise I'hybridation spcifique aux @pens de I'adsorption des réaliles cibles sur la puce. Par
ailleurs, les abondants ringcages contribugergtirer les brins qui mal@rtout se seraient ads@h
En cefinitive, on pourra supposer que, dans ces conditions, tout brin cibdemrsur la puce est
hybride.

Pour contbler le bon @roulement des processus d’hybridation, les puces, dont les cibles sont
marglees, seront analges par microscopie de fluorescence.

5.1.3 Hybridation de doubles brins de 1500 bases

Les preméreétudes sur I’hybridation orété realies avec des brins de grande taille, brins de
1500 bases, de manea s’affranchir autant que possible des pevbés de &solution. Comme
nous l'avons dit plus haut, ces brins sont des brins issus de PCR et noét dotirnis sous
forme dedoubles brins L étape de énaturation par chauffage a dogté realie avant d’oprer
la phase d’hybridation.

La figure 5.2 peésente une caraisation par microscopie de fluorescence d’'une puaesdpr
processus d’hybridation et les ringcages. Seuls les plots correspondant aux sondes 25C et'25C+CY
renvoient un signal de fluorescence. Si, sur le plot 25C%@¥signal est principalemenficaux
sondes, sur le plot 25C, il est ré@sentatif de I'hybridation. Toutefois, le niveau de signal d’hybri-
dation est relativement faible,,,,,=0,075 u.a., et ne se situe quedregerement au dessus du
niveau de bruit §,,;=0,045 u.a. La dengten brins hybrids avoisine donc la limite désolution
de la microscopie de fluorescence, soit une demstbrins hybriés de I'ordre de I0brins/cn?.

La figure 5.3 pesente les images AFM obtenues sur la zone hgbrites sondes 25C.

L'image de grande taille, fig. 5.3-A, met aiment erevidence un nombre important de brins,
couctes sur la surface. Ces brins sont distébule marire homogne sur la surface etgsentent
des orientations ahtoires. Du point de vue morphologique, ils apparaisseriitteates, tanbt ils
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FIG.5.2 — Spectre de fluorescence obtenué&gphybridation des metules cibles de 1500 bases de long.
Le niveau de signal obtenu sur le plot hyléridst de 0,075 u.a. pour un niveau de bruit de 0,045 u.a. avec
comme signal deéference celui obtenu sur les sondes m&egiqui est le 1,2.
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588 1888 1588  2PPAA

Fic.5.3—Images AFM, obtenues &s hybridation de brins monomargsi de longueur 1500 bases. A- A
grandeéchelle : 50065000 nri, & moyennéchelle : 25062500 nm et enfin -Ca petiteéchelle 406400
nn?

se chevauchent conduisandes structures plus complexes, observables en particulier sur la partie
centrale de I'image. Une mesure statistique du nombre de brins kgbsdr plusieurs images,
donne une dengtdes brins hybrigs de 5 bring/m?, ce quiéquivauta 5.10 brins/cnf.

L'image 5.3-B, de plus petite taille, rend compte avec plusé&taits des conformations prises
par ces brins. Dans cette zone, contrairengefitnage de grand format, les brins semblent tous
étre orienés dans la i@me direction. Cet effet provient probablement des conditions de rincages
pratiques sur la puce. Une analyse pluggise de ces brins montre qu’ils néépentent pas tous
les mémes caraéristiques. Deux cagories peuvergétre identifees : des brins identiquascelui
indiqué par la feche 1, possdant 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 nrache # indique

le second type de brins qui p@skent quani eux une longueur comprise entre 550 et 650 nm,
une largeur de 22 nm, et une hauteur plus importantéesiauntre 2 et 3 nm sur la tot&@itle la
longueur du brin,

Les images des figures 5.3-C et 5&aliesa petiteéchelle, pesentent une vue plugtiillée
des brins 1 et 2 respectivement. On retrouve ereaarplan, la morphologie €iots de taille
13x22 nn? correspondant aux sondes 25C.

L'image 5.4-A met erévidence un brin de longueur environ 600 nm, hybrdec une sonde
du plot 25C. L'image 5.4-B est un zoom sur la zone éspnée par le cadre blanc de I'image
A-. Les coupes nées 1 et 2 sont rep@esa droite de I'image 5.4-B. Ce brin @sente donc une
hauteur moyenne sige autour de 1 nm, comme le montre la sectianl’exception de la zone
indiguée par le pointeur sur I'image A- quig@sente un contraste vertical de 2 nm sur une longueur
de 25 nm et qui est si&ea environ 85 nm dué&but du brin.

Sur chacune des puces ané&lys, les zones non-cor@phentaires onéte sysématiquement
imagges. Ces caraatisations n’ont jamais mis gvidence la gesence de brins cibles adsesb
A titre d’exemple, la figure 5.5 @sente deux images obtenues sur le plot des sondes 25R€ apr
hybridation des m@cules cibles de 1500 bases de long. Comme le montre ces images obtenues
sur deux zones diffrentes, la surface est corafgment épourvue de cibles. On retrouve ainsi la
morphologie en dentelle plus ou moinsri@e des sondes 25NCasenées au chapitre peedent
4. Nos gésultats semblent indiquer que les brins obasgsont bien effectivement hybés et que
les rincages sont suffisamment efficaces pour retirer townmatbiologique adsoébde margre
non secifiquea la surface des puces.

Discussion

De facon @réerale, 'ensemble de nos images AFEdontre que les brins cibles sont@isent
identifiables sur les zones des sondes cémgintaires et uniquement sur elles. lls apparaissent
allongés sur la surface, parfois orié@stcomme sur I'image de 250@500 nni (figure 5.3). Une
analyse plus @cise des brins hybre a mis erevidence deux cagories de bringgmoignant de
I'existence de plusieurs "conformations” possibles. On rappelle que I'hybridattn effectiee
avec une solution contenant les brins coempéntaires aux sondes 25C, non pas sous forme de
monobrins mais sous forme de doubles brirsapablement @nhatués. La solution d’hybridation
contient donc le brin compmentaire des sondes 25C magmlement le comphmentaire de celui-
ci. Ainsi, les deux types de brins peuvegtte analygds comme deux processus d’hybridation
differents. En effet, le brin de type 1 semble correspoadeeconfiguration simple, initialement
attendue et @crite sur la figure 5.6-A. Le monobrin condphentaire hybrid a une sonde 25C
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FI1G.5.4— Zoom sur un brin hybrid de 1500 bases sur les sondes de type 25C. L'imagégepte le brin

dans sa global&. Le zoom, image B, dont la zone est &smnée par le caré blanc sur I'image A met en
évidence la zone d’hybridation avec les coupes correspondarteste.
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Fic.5.5—Images AFM obtenues sur le plot des sondes non dampitaires 25NC, aps hybridation des
brins de 1500 bases de long.

pos®de ainsi sur la quasi totaditde sa longueur urgpaisseur correspondant au monobrin, soit
les 1 nm mesu@&s, et sur une petite zone, une hauteur de 2 nm pouvant correspdadrene a
aété orerée I'hybridation.

Le brin de type 2 serait lésultat de deux hybridations successives : I'une du brin PCR avec la
sonde et I'autre entre la cible hybéd et son compmentaireegalement @sent dans la solution.
Cette hypotbse est en bon accord avec les hauteurs raeswsur les brins de cette egbrie,
comprises entre 2 nm dans le casan a un double brin et de 3 nm pour le lieu de la perei
hybridation. Ces configurations bien que surprenantes sont encipéisentes I'état naturel,
puisqu’on peut les obten& chaque fois qu’il y a transcription d’unéguence par l'interédiaire
d’'un ARNm (ARN messager) [3].

Les images de petite taille 5.4-A et -Baliges dans le cas de I'hybridation "simple” montrent
la préesence d’'une zone de contraste vertical nettement plus important passant @e2lnmmsur
une longueur de 25 nm. Par ailleurs, la position de cette z@teé&valleea 85 nm du ébut du
brin. En reprenant le séima pésentant les diffrents systmes &lectionrés 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 sitieea 185 bases de I'ex@mite 3’, correspondar#t une longueur de 80 nm. Compte tenu de
la convolution de la pointe, ces deux distances peugatmises en relation et on peut donc en
conclure que la zone de hauteur 2 nmlastone d’hybridation entre les monobrins sondes et
cibles.

Une évaluation tkorique de la longueur des brins cibles peue effectée 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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A- Cas n°1 : Hybridation simple
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B- Cas n°2 : Réhybridation du complémentaire de la cible
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FIG.5.6 — Interprétation des configurations obsées sur les brins de 1500 bases. A- la configuration
attendue a une maécule cible s’hybride avec une sonde 25C. On notera cetégoak : 1. B- Une confi-
guration plus complexe correspondanta préc@dente avec le confghentairea la cible qui se ehybride
sur 'ensemble de sa longueur. Cetteéamrie est ndie 2.

d’'une base dans le cas d’'un double brin (en conformation B). On obtient ainsi pour les brins de
la cagégorie 1 une longueur de 643 nm et pour ceux de lagmte 2 une longueur de 510 nm.

On constate que dans le cas des brins de type 1, les longueures®eduy,. ~650 nm) sont en

bon accord avecé&valuation torique (L;, ~643 nm). En revanche, dans le cas des brins de type
2, 'intervalle de longueur trow exgerimentalement (L., € [550 — 650] nm) est important et

les longueurs mesées sont quasiment toujours sueuresa la valeur teorique(l;, ~510 nm).
Desélongations de brins d’ADN ontéja éte constates lors d’expriences oprant par peignage
moléculaire sur des doubles brins [6]. Ces @xences ont mongrqu’il était possible d’atteindre

une élongation des brins allant jus@30% de leur longueur initiale. Sans atteindre des effets
aussi importants, il est probable que les abondants rincages éfextas la phase d’hybridation
aient conduita étirer legerement les brins hybrés, conduisant aing 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 posedent une flexibilié naturelle bien swgrieure aux doubles brins, leur permettant ainsi

de ne pas subir élongation de leur structure durant les ringages.

Jusqua psent, on ne s’'est patonre de mesurer des hauteurs qui se trouvaigrd en
excellent accord avec les valeurs obtenues par d’'autres typesdaxges et en particulier les
experiences par diffraction X [7]. Or, ce fait n’est pas commun dang&iedes par microscopie
a force atomique. En effet, nous avons mérdans le chapitre 3.1.3 que la mesure des hauteurs
sur ’ADN constitue un vrai dbat dans la communautiu champ proche. En effet, de nombreux
travaux dans la fin des a@es 90 et iame encore aujourd’hui ont rappedes valeurs de hauteur
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d’ADN double felice, allant de 0,4 1,6 nm [8, 9], valeurs bien iéfieuresa celle attendue de
2,34 nm (pour la conformation B). De nombreuseséignces [10—13] oréte réali€es dans le
seul but de comprendre pourquoi la mesure de la hauteur de I’ADN posait tant derpesbOr,
dans nos exgriences on retrouve bien les valeurs attendues. La petite discussion qui va suivre a
pour objet d’expliquer pourquoi notre expence nous permet de mesurer des valeurs proches des
valeurs tieoriques.

Dans le chapitre 3, nous avons mentiérrois arguments permettant d’expliquer legtatts
de mesures deépaisseur de la metule d’ADN : I'ecrasement de la nitule d’ADN par la
pointe en situation de Contact Intermittent (Cl), I'effet de I'édlon de la mdalcule sur son sub-
strat et enfin, les changements d’interaction entre le substrat etécuat@l En ce qui concerne le
premier point, les conditions egdmentales onéte choisies pour notretude de magirea éviter
tout contact entre la pointe et léshantillons (voir la discussion des conditions &éxmentales,
a la fin du chapitre 1). Ce mode de travail est apper Gar@ et al. [14] non contact AM-
AFM, c’esta-dire que la &troaction est bien effeate sur 'amplitude, comme dans le cas du
mode Contact Intermittent, mais en se placant sur la branche de "petite amplitude” suivant la-
quelle la pointe n’est jamais en contact avéchantillon. Toute la difficuét dans nos exgriences
a éte de trouver ces conditions eéximentales pour I'ensemble des 250 pointes é#ss En ce
qui concerne l'effet de I'adision de la ma@culea son substrat, il est plus difficile de trancher
sur ce point. En effet, rien ne peut eégher que les bases de la cibleemmt des hybridations
partielles avec des bases de sondes n’ayantgaag.rOr, on a vu que pour les brirshybrices,
on observait une nette augmentation dgpdisseur des matules passant ainsi deal2 nm. I
semble donc qu’un appariement partiel auraitgicomme consquence d’augmenter la hauteur
de la mokcule d’ADN, plubt que de la@duire. Enfin, le dernier argumeahon& concerne les
problemes de changement de nature de I'interaction entre la pointe et la surface quand la pointe
passe du substrat, ici les sondfa mokcule d’ADN. Cet argument a en effete souvent avaré
dans les ex@riencesetudiant des sysmes de brins d’ADN @po®s sur du mica, o le chan-
gement de la nature des interactions est important [15, 16]. Or, dans notre cas, pour les brins
hybridés, les brins analgs sont @po%s sur un tapis de matules de r@me nature, n’induisant
de ce fait que peu de changement d’interaction au momerd pointe @crit la mokcule cible.
Toutes les conditions sont donc favorabéeaneévaluation pecise de la hauteur de néalules
d’ADN et nous conduisent biea mesurer des hauteurs d'objets en bon accord avec les valeurs
attendues.

5.1.4 Hybridation de monobrins de 600 bases

Une deuxémeétude aéte engage avec des brins de plus petite taille, 600 bases environ,
fournis sous forme dsimples brins de manere a s’affranchir des probimes d’interpétation
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des diférentes configurations rencoggrdans Btude pecedente. On espe par ailleurs pouvoir
confirmer la mise evidence de la position de la zone d’hybridation attenaludés4 bases de
'extrémite 3’ du brin (voir figure 5.1). Deux types de brins ate étudies : des brins multi-
marges, posedant 24% de leur longueur maggiet des brins non marggst

a- Hybridation des molecules multimarquees

La premereétude eete reali€e sur les brins multimar@s, de marrea pouvoir contdler la
présence effective de cibles par microscopie de fluorescence. A l'issue de la phase d’hybridation
I'analyse par microscopie de fluorescence (figure 5.7) mévadence la ggsence de brins hy-
bridés sur la zone des sondes 36C, camnntaires de ces cibles. L'absence de signal sur la zone
37NC confirme que I'hybridation est bienéspfique. Le niveau du signal sur la zone hyked
est proche du niveau de bruit de fond. Une fois encore, I'analys@é&sfe dans des conditions
correspondant aux limites déwkction de la microscopie de fluorescence.

Par ailleurs, on constate sur cette image que le signal de fluorescé&santer de grandes
dispari€s. Sur la partie gauche du plot le niveau de sigetéck est de 0,16 u.a. et avoisine qua-
siment le double du signaketiecé sur la zone droite du plot, qui est de 0,09. Pour expliquer cet
effet, une prengire hypotkse serait de congicer que le dpdt de sondes est inhomege sur I'en-
semble de la surface du plot, induisant une démsitrfacique en sondes immob#es beaucoup
plus importante dans la partie éxieure gauche du plot qu’ailleurs. Cependargtutie conduite
sur les cibles de 1500 bases de long donne une éeesitibles hybrides & 10° cibles/cnd)
qui s'awere étre 1000 fois inérieurea la densié de sondes immobikes ¢ 10'! sondes/c.

On peut donc en conclure que le pagra influant sur le rendement d’hybridation n’est pas le
nombre de sondes immob#iss mais la concentration de la solution en cibles et les conditions
experimentales durant la phase d’hybridation. Réspgendre en compte les conditions dgpit

gui n'ont pas encoréte discuées. On rappelle que dans le protocole jliir 5.1.2, I'hybrida-

tion est o@ree en @posant une goutte de la solution d’hybridation sur la surface. Cette goutte est
ensuiteetake pour constituer un film mince entre lame et lamelle. Cettegpiure, bien que limi-

tant l'influence des perturbations éxieures, ne garantit cependant pastalement homagne

de la solution sur I'ensemble de la surface. En particulier, ésgmce d'agpité a la surface de

la puce peut perturber le mouillage lors depdt de la solution d’hybridation et conduigedes
dispariés importantes sur le rendement d’hybridation.

L'analyse AFM aéte effectie sur la zone "dense” du plot. Limagegrandeachelle (figure
5.8-A) permet d’identifier les brins cibles de 600 bases de long. lls sont disrither marére
homogene sur la surface et sembléite isoés les uns des autres. Leur deagst relativement
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FIG.5.7 — Spectre de fluorescence obtenué&gphybridation des métules cibles de 600 bases de long. Le
niveau de signal obtenu sur le plot hykgi@st de 0,16 u.a. pour un niveau de bruit de 0,071 u.a. avec
comme signal de&férence celui obtenu sur les sondes méegiqui 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 mulésakglmage de
"grande” taille 2700x 2700 nm, B- Image de 15091500 nm, C- Image de 702700 nn? et D- Image
de 400<400 nn?, avec les coupes correspondantessestde B 3.
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FI1G.5.9— Histogramme des longueurs des monobrins cibles de 600 bases de long.

importante et estvallee autour de 15-20 bringh?. Limage a moyennéchelle 5.8-B montre les
brins avec plus deé&tails et permet d’observer quelques structures plus complexes correspondant
a des assemblages de plusieurs brins, visibles en particulier au centre de I'image. A plus petite
échelle, les images -C et -D mettent evidence une structure granuleuse sur les brins cibles
de 600 bases. En effet, les brins affichent sur la quasi-®tditleur longueur des "grumeaux”
d’épaisseur de 2 nm ( voir coupe 2), tandis que le restant du brik@@smespaisseur de 1,2
nm (voir coupe 3). On remarquera une zone de contraste vertical allantgudgm (voir coupe
1) que 'on retrouve sur un grand nombre de brins. Sur ceéimenimage on peut par ailleurs
observer une morphologie impliquant deux brinsgeoY et un brin "standard”, netX.

Des mesures de la longueur des brins de 600 basedtoialies de magrea obtenir une
statistique sur leur longueur. Ceéssultats sont repas sur la figure 5.9. On obtient ainsi une lon-
gueur moyenne des brins de 208 nm aveécart type t&s important de 57 nm.

Discussion

Les brins de 600 bases apparaissent dogasat identifiablea toutes legchelles pesenges.
lls sont geréralement isds les uns des autres,l’'exception de quelques morphologies "exo-
tiques”. Leur morphologie grumeé conduita une augmentation degpaisseur des monobrins
passant de 1 nm 2 nm sur une bonne partie de leur longueur. Plusieurs hgpeshpeuvent
expliquer cet effet. La prerare s’appuie sur la nature des brins. Les brins agalys sont des
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FI1G.5.10— Formule cevelopge des mdécules fluorescentes utiies pour le marquage des brins de 600
bases de long.

monobrins multimarg@s. Ils sont donc jalor@s de matcules fluorescentes G¥ur environ 24%
de la longueur de leugsjuence (voir paragraphe 5.1.1 ébdt de ce chapitre). Aussi, ces struc-
tures en grumeaux peuvegtre interpetees par la ggsence de ces chromophores (voir la formule
déevelopgee figure 5.10), qui ajoutent urgpaisseur d’environ 1 nra la basea laquelle ils sont
fixés, conduisand uneépaisseur du brin de 2 nm pour les bases nme&gguCette valeur est en
bon accord avec les valeurs obtenues par les coupes sur ces objets. Une secondsehgpuit
d’envisager des repliements au sein du monobrin multir@rGette hypotbse est difficilé dis-
cuter car les simulations ne permettent pdiheure actuelle de prendre en compte lesgnce de
chromophores. Or, comme un quart de la longueur de |@onte est marcgy il apparit difficile

de s’affranchir de la @asence des chromophores du point de vue des simulations.

L'analyse des caragtistique des m@élcules rend compte d’'une disparitnportante de leur
longueur. La distribution en taille attendue devédie centee autour de 254 43 nm ( 600+100
bases). Or, la statistique obtenue donne une valeur moyenne lidepumé, cenfre 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 p&event
mises en avant pour expliquer aesultat. Les longueurs de brins @i simukes 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 psence de chromophores limite la flexil@ldes brins, conduisant
ainsia une eduction de la longueur. A titre indicatif, si I'on choisit une longueur par base de 0,34
nm pour I'ensemble de l&guence, on trouve une longueur de 204 nm pour les brins cibles, valeur
gui se trouveetre proche de la valeur meger Le second aspeatprendre en compte concerne
la méthode de mparation des brins. En effet, ces brins sont issus d’'une éyatbnzymatique.



5.1. ANALYSES DE TESTS D'HYBRIDATION PAR AFM 155

Ainsi, la longueur des brins obtenus est conditiempar deux paragtres : le temps deaction

et le moment a I'enzyme a @bug la syntlese. Il est donc probable que pour ces brins le temps
de la syntlese aitete legerement plus court que le temps caegistique permettant d’obtenir la
longueur souhaite (600 bases), conduisant aiagine eduction de la taille moyenne des brins
ainsi gerérés [2].

Un dernier point resta discuter. Il s’agit de la @sence de la zone&paisseur 3 nm. Compte
tenu de la configuration complexe de ces brins du fait dedagice des chromophores, son in-
terpiétation est difficile. On peut tout deéme constater que la valeur de 3 nm peut correspondre
a I'epaisseur de 2 nm d’un double brin auquel vient s’ajouter 1 re@paisseur de aux chromo-
phores fixes sur les bases thymines de la cible. La zone de 3 Bpa@dseur @sente donc toutes
les caradristiques attendues poétre identifee comme la zone d’hybridation (voir figure 5.10)

. Cependant il n’est paad exclure que I'augmentation deepaisseur puisse correspondreles
repliements au sein de la néazlule cible. Aussi, nous ne nous avancerons donc pas d’avantage sur
cette interpetation.

b- Hybridation des brins non marqués

De manerea \€rifier I'origine des structures grungds obse®es sur les cibles multimarges,
une étude aéete reali€e avec des oligonuabtides cibles non mar@s. Ces brins sorélaboés
suivant un protocole identiqua celui des cibles multimar@es,a la difference pgs que les
nuckeotides thymine mards sont ici remplaes par des nuebtides thymine standards. Dans ce
cas, aucunétude par microscopie de fluorescence n'&pa €ali€e avant d’entamerédtude par
microscopiea force atomique.

La carackrisation AFMa I'échelle de (2206« 2200)nm? (figure 5.11-A) éwele la pésence
de brins en surface de la puce. Cependant, leur distributioerggyeu homogne, laissant ap-
pardtre I'absence de brins sur des zosndues (voir la partie sapeure de I'image). La den-
sité des brins @sents sur la surface est de 2-3 byims? et donc bien inrieurea celle obserge
apres hybridation de brins de&me longueur mais multimarga (environ 20 ciblesun?). Par
ailleurs, I'image de 1500 nm deété (figure 5.11-B) montre que l'identification de brins £a
plus cklicate que dans le cas des brins multim&xj(image 5.8-B).

Les imagesa petiteéchelle, d’environ 250 nm dedté (figure 5.12), prsentent des brins de
configurations difrentes. On distingue un brin A, allobgur la surface dans une forratirée,
un brin B qui adopte une configuration co@gbet le brin C qui se boucle sur luiéme. Si, on
pousse plus loin I'analyse, on constate que, bien qu’apparemmebit giifierentes, ces structures
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FIG.5.11 — Images AFM obtenues ags hybridation des brins cibles de 600 bases sur leurs sondes
compEmentaires 36C, A échelle de 20002000 nmi, et B-a I'échelle 15081500 nm.

pos&dent quelques caré&eistiques morphologiqgues communes. En effet, ces trois brins semblent
se structurer en cing parties. Les deux @uxtites se pesentent comme deux structureslets de
hauteur 2 nm et de longueur 15-20 nm pour celle dont les coupes (figure 5.12) smed Aptet

des longueurs plus variables pour I'autre partie (voir figure 5.13), allant de 20 nm pour le brin A,
a 60 nm pour le brin B (coupe rotl). La partie centrale du brin atteint globalement @paisseur

de 1a 1,5 nm de haut sauf sur une zone&#a environ 137 nm de I'exémite 4 ai le brin séleve

a 2 nm (coupes nés 2).

Ces esultats nous aément dans un premier temasious interroger sur la dédfence de ren-
dement de I'hybridation quand on passe de brins multimeEsgules brins non mar@s. En effet,
la densié en brins hybrids multimargés aété évallee autour de 20 ciblesh?, tandis qu’elle
n'est que de 2-3 ciblesm? dans le cas des cibles non maegs. De nombreuses zones 6t
analy®es sur 5 hybridations défentes (avec les cibles non magqs) conduisant toutesce
résultat. Quelle est donc l'origine de dgasarts de rendement des processus d’hybridation ?

Un contBle par les protocoles biologiques de cagaisation parélectrophoese [17] aéte
effectlé et nous affirme que la concentration en cibles des solutions d’hybridatioeesbisine
pour les deux cé&gories de cibles mar@es et non mardes. L'origine de ces dispa&it €side
donc a priori dans la phase d’hybridation. A ce niveau, deéxaios peuverétreeévoqles.

Un premierelement pouvant justifier ces déffences de rendemegside dans la conformation
de ces brins au moment de I'hybridation. Dans le aates brins possdent des structures secon-
daires suffisamment stables, ie& monté par E. A. Oussatcheet al. [18] qu’elles pouvaient
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a S 188 158 288 258 388 oM

F16.5.13—- Images de petite taille avec description des longueurs carstiques.



5.1. ANALYSES DE TESTS D'HYBRIDATION PAR AFM 159

fortement perturber I'hybridation, juscal’inhiber compétement.

Le seconcklement rekve des proléimes d’aéquation des conformations des ealles cibles
et sondes. En effet, dans les puces le brin sonde est imn&silisun substrat, ce qui limite for-
tement sa mobilé. De ce fait, il est doneégalement possible que les deux brins cible et sonde, en
fonction de leur conformation propre, aient du mad’hybrider. Cependant, cet argument va en
sens inverse de notre situation. En effet, du fait de&s@nce de nombreux chromophores le long
des cibles multimardees, ces brins devraientgsenter une mobitplus faible que les brins non
marqgles, ce qui conduiraid une baisse du rendement’hybridation. Or, nous observons l'in-
verse. Ceci nous incite penser que l'origine du faible rendement pour des cibles non @esqu
provient du fait qu’elles posslent des structures secondaires stables. Au contrairegdame
des chromophores au sein de la cible multimémpeut induire uneémea la formation de ces
structures secondaires, de part I'encombreménicgte de ces métules fluorescentes et une ri-
gidité plus importante de I'ensemble du brin. Gdesments permettent d’obtenir une prena
justification de la diférence de rendemeat’hybridation.

Les morphologies obse®esa petiteéchelle, figures 5.12 et 5.13, semblent quaetles ren-
voyera une conformation plot reproductible, structée autour de la constitution de 5 zones. La
figure 5.14 modlise la structure obsere de marére reproductible sur ces images.

A- Conformation attendue aprés hybridation des cibles de 600 bases de long

Sens de progression de I'enzyme

longueur variable en 1 400 436 600
fonction de la progres- [][] [] [5! | I
sion de I'enzyme

wup
—
wuz

36C

172 nm 12nm 70 nm

B-Conformation observée sur le brins

hauteur variable
entre 1 et 2 nm

] [ —fa—2 L

20-60 nm 50-70 nm  15nm 137 nm 15nm

F1G.5.14— A- Conformation attendue du brin. B- Sghatisation de la conformation obséessur les trois
brins. Les brins semblent cons#side 5 zones diffentes, cépaisseur et de longueur&gifiques.

La regularié avec laquelle nous observons ces cing zones nous a rapidemeri ameus
intéresser aux probimes des repliements internes du brin sur léame. De marirea pousser plus
loin notre discussion, nous allons analyser la posséilolé constituer des structures secondaires
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dans nos conditions egpmentales ( T= Tm-%&, [Na*]=0,3 M). Nous nous appuyerons sur le
logiciel de calcul de structures appehfold et mis au point par le groupe Zucker [19-21]. Ces
simulations sont fonekes sur une minimisation deehergie dans la structure du monobgiudie

[20]. Le logiciel analyse les repliements possibles et les classe en fonction de leue stalvilt
point de vueenergetique. Les brins sont con&iis libres en solution saline (ergsence de contre-
ions Na" ou Mg?*) de concentration choisie. Ces simulations aerivent donc pas parfaitement
notre systme. En effet, dans notre cas, les brins sont hglsralzec une sonde de la surface. lls ne
sont donc pas libres, mais &ga la surface par la zone d’hybridation. Par ailleurs, I'ensemble de
nos ex@riences AFM onéte conduitesa I'air. On fera donc ici I'hypothse que la cibled sec”
conserve la structure qu’elle p@skait en solution ags hybridation.

Lalongueur de lasquencétant @finie par la progression de I'enzyme sur ’ARN édérence,
la longueur du brin gréré 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, & 3’ est bien éfinie du
fait du processus de reconnaissance dédmsnce par I'enzyme.

On piesente ici deuxésultats de simulations obtenus de nea@ireproductible pour deux
longueurs de brin : un brin cible de 633 bases (figure 5.15) et un brin de 763 bases (figure 5.16).

Les resultats pour les deux longueurs sigmg sont cadrents et mettent eavidence les
mémes zones de repliements pour leurs parties communes. lls indiquent que ce brin cdile poss
de nombreux repliements, de taille plus ou moins importante allant de petites "boucles” impli-
guant une dizaine de bases ou moisles assemblages degrgrande taille pouvant regrouper
jusqua 130 bases, comme c’est le cas pour le repliement 1 (fig.5.15 et 5.16). La&t@bites
repliements pelitre estinde en terme de soliéditen comptant le nombre de liaisons fé@es entre
bases, maiggalement en comparant le nombre de liaisons C-G et le nombre de liaisons A-T. En
effet, la liaison entre C-@tant plus robuste puisqu’elle implique 3 liaisons hya@mes, elle sera
donc dominante sur la liaison A-T. Ainsi, lesgions comportant un nombre important de paires
de bases C-G seront donc légions les plus stables. Aussi, les deux repliementssibet 2 se-
ront assez stables car ils impliquent tous deux un nombre important de liaisons C-G successives.
A titre d’exemple, le repliement Zsulte de la formation de 21 liaisons dont 11 sont des liaisons
C-G.

Sur le restant de laégjuence, on n’observe que quelques petits regroupements susceptibles
d’étre robustes, on peut noter dans le cas dédaesnce la plus longue de 763 bases, la formation
de 4 "epingles” au ébut de la 8quence en 5’, impliquant respectivement 6 (C-G), 9, 10 et 6
(dont 5 G-C) liaisons successives qui cergintégalement une bonne stat#élitle ces structures.

A l'autre extiemité 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 obs@&w®sa I'autre extemite qui implique d’avantage de liaisons C-G.
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F1G.5.15— Conformation secondaire stable du brin de 633 bases de long &aupartir du logiciel
"mfold”. Les sequences sont psenkes de 5’ en 3. Les "points rouges” repsentent les liaisons entre
guanine et cytosine, impliquant 3 liaisons hydrogs et les points bleus les liaisogmblies entre thy-
mine et aénine, impliquant 2 liaisons hydreges. On remarque deux repliements majeurs le long de cette
séquence de 633 bases : un rempliement englobant les bases comprises entre [l Basdanbase f

151, noé repliement 1 et un second englobant les bases comprises entre 349 et &16ptiement 2. La
zone d’hybridation se situe entre les basegl&3 et 469.

En ce qui concerne la zone d’hybridation, on remarque qu’elle compgeiement deux pe-
tites structures secondaires, @vingle impliquant 3 paires de bases chacunes. Ces structure bien
gue moins stables que celles mentiees pecedemment a tout de @me une bonne probabdit
d’exister. Si I'on rapproche ceésultat du faible rendement d’hybridation diseptecedemment,
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FIG.5.16 — Conformation secondaire stable du brin de 763 bases de long &aupartir du logiciel
"mfold”. Les séquences sont psenkes de 5’ en 3'. Les "points rouges” repsentent les liaisons entre
guanine et cytosine, impliquant 3 liaisons hydeogs et les points bleus les liaisogtsblies entre thy-
mine et aénine, impliquant 2 liaisons hydreges. On remarque deux repliements majeurs le long de cette
séquence de 763 bases : un rempliement englobant les bases comprises entre |alB8set ha base
n°281, noé repliement 1 et un second englobant les bases comprises entre 479 et 848, batzone
d’hybridation se situe entre les bases563 et 599.

on constate qu’ils sont cé@nents et confirment que c’est probablement &spnce de repliements
de la €quence dans la zone d’hybridation qui limite le rendement du processus d’hybridation.
Si, on compare lessultats de ces simulations avec la structure en 5 paéiesel pour les
brins obserés en AFM (figure 5.14), on constate, que les variations de longueur de la zéee not
1 peuventetre assoéesa la pesence d’'une ou plusieuepingles écrites par les simulations
vers I'extémite 5’ de la €quence, en fonction de celle-ci. La zone&dte sur la figure 5.14,
peut alortre asso@e au repliement netl. En effet, cet assemblage de 130 bases sous forme de
double brin (2 nm) ref@sente une zone de 13 nm depaisseur d’un double brin s'il est couch
sur la surface. Il est attenduenviron 65 nm quand l&gquence 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 estlicate pour les
parties 4 et 5 (éfinies figure 5.14), en particulier en ce qui concerne le positionnement relatif des
repliements et de la zone d’hybridation. Dans la qeate egion, I'€paisseur du brin varie faisant
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apparétre par endroits des zondgsgerement plus contrass. Ces zones ont des positionnements
différents sur les trois imagesgsengées, qui rend leur interptation difficile. Enfin, I'extemite

3’ du brin presente urepaisseur de 2 nm qui traduit lagsence probable d’un ou plusieurs replie-
ments correspondant pegéitre aux Zpingles mises eevidence dans les simulatioagextremié

3’, qui on le rappelle, est bierédinie.

5.1.5 Hybridation de monobrins de 84 bases

Enfin, pour poursuivre &tude en fonction de la longueur des brins cibles, une eeraille
de brins aéte analyge. Des monobrins de 84 bases de long,&thybrices sur les puces. A
l'issue de la phase d’hybridation, I'analyse par microscopie de fluorescence raetdence la
présence de brins hybéd sur la zone des sondes coampéntaires 12C. Le signaktkcé 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 bdadimite de @tection de
la microscopie de fluorescence, correspondatcibles/cni.

Les images obtenues &gsrhybridation des monobrins de 84 bases sur les sondes de type 12C
sont reporées sur les figures 5.18 et 5.19.

A grande et moyennéchelle (figure 5.18-A et -B), elles montrent @tat de surface lisse et
relativement homogne. En comparant I'image 5.18-B avec une image cariatijue obtenue sur
les sondes 12C avant hybridation, figure 5.18-C, on constate que les deux surfaedsmiodss
morphologies similaires. Cependant, la rugpgRMS) esévalleea 0,71 nm ags hybridation,
ce qui marque unetbere augmentation par rapp@rcelleévallee pour les sondes seules qui est
de 0,47 nm.

A plus petiteéchelle, les images des figures 5.19-B et -D, metter@vinience des structures
en filaments ench@&trés. Si on compara nouveau ces images avec des images de taille identique,
700x 700 nn¥ et 400<400 nnt, obtenues sur les sondes 12C avant hybridation, on constate un
net changement de morphologie entre ces deapes. Avant hybridation, les néalules sondes
s’organisent en petifdots circulaires de diagtre 11 nm environ, alors qu'as hybridation les
structures filaires semblent recouvrir le tapigats encore visible par endroit en amré plan. Cette
difference morphologique peut doatre interpette comme la mise eevidence des métules
cibles hybrices sur la surface. La derésile moécules cibles sembletre relativemenélevee
dans cette zone.

Une image de &s petite taille autour d’'uglement isoé sur la surface est rappeet figure
5.20. Le brin se @sente sous une forme allaeavec une longueur d’environ 40 nm de long et
15 nm de large. Epaisseur du brin est, en moyenne, de 'ordre de lanfexception d’'une zone
d’épaisseur de 2 nm, de longueur environ 12 nmgsitu25 nm de I'extemitt margeée par le
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F1G.5.17— Spectre de fluorescence obtenuagphybridation des metules cibles de 84 bases de long. Le
niveau de signal obtenu sur le plot hykgigst de 0,425 u.a. pour un niveau de bruit de 0,41 u.a. avec
comme signal de&férence celui obtenu sur les sondes m&egiqui est de 1,2 u.a..

curseur.

Discussion

Le premierélément remarquable dans cetteide est une plus grande diffic#t detecter les
brins hybrices, par rapport augtudes pecedentes. En effet, leur @sence a principalemeate
caracérisee par diference morphologique entretat de surface des sondes seules et celaisapr
hybridation. Plusieurs raisons peuvétite avanees pour justifier ce point. Les images de taille
moyenne mettent eeévidence les brins hybrésd non pas de maire isoke, mais emi@lés, ce qui
n’était pas le cas pour les deux autres eystsetudies.

Ceci traduit le fait que dans cette zone la déneit cibles hybrides est relativemepteee et
probablement nettement sneure aux denss mesuges sur les cibles de 1500 et 600 bases. Un
seconcklement éside dans la taille des n&mlules cibles detecter. En effet, la longueur attendue
est relativement petite, environ 35 nm (voir figure 5.1) et se trowsefroche de la taille de nos
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F1G.5.18— Images AFM obtenues sur la zone 12C hybeicivec des monobrins de 84 bases de long. A-
Image de grande taille : 5008 5000 .m?, B- image de taille moyenne, 15601500 .n7, en éference
on rappelle 'image C- dcrivant les sondes 12C avant hybridation.
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188 ZA8

FI16.5.19— Images AFM obtenues sur la zone 12C hybeicavec des monobrins de 84 bases de long, en
les comparang des images de taille identique obtenues sur les sondes 12C avant hybridation. A- Image
de 700x 7OQLTT12 sur les sondes 12C, avant hybridation, B- image de >701D0um2 sur les sondes 12C
apres hybridation avec les monobrins de 84 bases, C- image dex48I:n¥ sur les sondes 12C, avant
hybridation et D- image de 50@ 500um? sur les sondes 12C as hybridation avec les monobrins de 84
bases.
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FIG.5.20—Images d’un brin cible de 84 bases hyl#&idvec une sonde 12C de taillex7?0 nnt, avec deux
coupes ndates 1 et 2 repoéesa droite de I'image.

pointes (environ 10 nm). Ainsi, on peut penser que si lesemdés sont nombreuses, elle sont
donc tes proches les unes des autres. La convolution de la pointe limitera alors fortement notre
résolution et ne permettra pas de distinguer lesaudes cibles de magie isoée.

Compte tenu de la convolution avec la pointe, la longueur néesest conforme avec la valeur
attendue pour la cible de 84 bases. Les coupesgmées rendent compte d’'une augmentation de
I’ épaisseur de la métule passant dedl2 nm. De plus, cette augmentation apfia&x5 nm d’'une
des extemiteés du brin. Il est donc probable que cette zone corresponde au lieu de I'hybridation.
Cependant, parfois des nealles cibles hybriges ont pletre €solues, en travaillart tres haute
résolution, comme sur 'image de la figure 5.20.

5.2 Premiers essais de manipulation

Jusqu’ici, nous nous sommes uniquemenrgriesgsa I'étudemorphologique des processus
d’hybridation. Une autre voie dtude de ces f@nonenes aéte entreprise par manipulation de
pointe. L'objectif consistaia mettre erévidence la zone d’hybridation par poé@ss’'mecanique”
des brins. Les sondédant greféees de masire covalente au substrat, on espainsi faire "pi-
voter” les brins cibles autour de leur point d’ancrage corresporaéamtzone d’hybridation. Ce
type d'études constitue un nouveau domaine d’applications des techniques de champ proche et
est maintenant plus comm@ment appé : exgeriences denanomanipulation. Pour conndre
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guelgues-uns des principaux trava@ali€s sur des matiaux biologiques, on pourra seférera
un article de D. Fotiadist al., publié en 2002 [22].

Dans toute cette partie les conditions exmentales seront dorgaminemment diffrentes de
celles utili€es jusqua pesent (voir description des conditions érmentales chapitre 1). L'en-
semble de ces egpiences &te reali® sur des puces hybgds avec de longs brins de 1500 bases
de longmultimarqu és presenges dans la section 5.1.3 de ce chapitre. Il s’agit ici de s’affranchir
de tout souci de @tection des brins, pour ne s‘@resser qu'aux probimes de la manipulation
de brins d’ADN. Pour ce faire, deux éories d’'essais orite effectiees : des essais en mode
Contactet des essais en mo@m®ntact Intermittent

5.2.1 Essai en mode contact

Des essais ptiminaires onéte realiges en mode contact. Les éences onéte reali€es de
la manére suivante : dans un premier temps, la surface es@eeag contact intermittent avec des
leviers de fequence propre 150 kHz, de raideur 4,5 N/m. Une fois les brins ggidentifes,
I’AFM est bascué en mode contact pour eger un premier passage sur la zénanalyser. Une
fois le premier passage effeétu’appareil est rebasaien mode contact intermittent et oneoe
une image de plus grand format de n&mria observer 'effet de ce premier passage en mode
contact. Les essais ogte reali€s en limitant au maximum la force exéecpar la pointe sur la
surface. Un exemple des images obtenues est Eportla figure 5.21.

L'image de la figure 5.21-A met bien @vidence la pgsence de brins hybgd sur la surface.
Apres le premier passage en mode contact sur la zone B&pgu le caé blanc, on remarque, sur
les images B- et C-, I'apparition d’'une zonepmburvue de relief et de brins, pésiant une rugo-
sité relativement faible de 0,33 nm. Par ailleurs, on observe en bord dezzdrate, I'apparition
d’amas de madire absents sur I'image obtenue avant passage en mode contact. En comparant la
morphologie de la zone balag en mode contact et celle en dehors, on constate (en particulier
sur 'image C) gu’elle semble dans les deux cas s’organiser autbatsdie taille 20x 30 nn¥,
bien qu’ils posédent une hauteur de 1,5 renliextérieur de la zone et 0,7 nm dans la zone baday

Ces Esultats montrent qu’aps un passage en mode contact la surfaé akformee de
mankre ireversible. Les morphologies obsées hors et dans la zone inéggen mode contact
semblent identiques, ce qui porecroire que les sondes sont toujours biedspntes ags le
passage en mode contact, mais qu’elles sont tout simpletoeses sur la surface du substrat.
Ceci est en bon accord avec &duction de rugogsétde 0,78 nm avana 0,33 nm ags passage en
mode contact. En revanche, les brins hybsidbsergs initialement sur la zone ont coraptment
disparus. lls semblent avaite arracks et pousss par la pointe en bord de zone, conduiselat
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Avant passage en mode contact :
o RMS = 0,78 nm

Aprés passage en mode contact :
RMS =0,33 nm

688 888 nM

matiére poussée

F1G.5.21- Test de dplacement de brins en mode contact. A- Image obtenue en mode ClI sur la zone avant
passage en mode contact. Le @&hilanc indique la zone qui \&tre balage en mode contact. Les images
B- et C- rendent compte dettat de surface agis un passage en mode contact.

formation d’un amas de matie en bord de scan.

Ainsi, les Esultats obtenus par poéssen mode contact ne semblent pas mdag#s pour
réaliser des pouéss &lectives de brins. Une des origines dechec de ces manipulations en
mode contact se situe probablement dans le choix de nos pointes. En effet, les poinées utilis
sont des pointes de raideur asééage, environ 4,5 N/m, destesa I'imagerie en mode contact
intermittent. 1l est donc plus difficile de cobter I'énergie édeea la surface du fait d’un corite
moins pécis sur la consigne. Il serait doncfrable de travailler avec un levier de raideur plus
faible, levier de raideur 0,01N/m (destirau mode contact) pour mergmien cetteetude. On
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remarquera que dans ce caséaolution des images en mode Cl devedie nettement affege
du fait d’'un facteur de quaktbien moindre.

5.2.2 Essais en mode Contact Intermittent appus

Une secondessie d’essais ont dor&té effecties en travaillant en contact intermittent. Quelques
travaux, Ecemment pubdis, ont mong& la possibilié de @placer 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 I'échantillon soit inérieurea la hauteur de I'objea deplacer. Il va don@&tre recessaire de
diminuer drastiguement I'amplitude de travail pour se placer dans ces conditions.

Les exgeriences sontlencore effectees en trois temps. Une pr@meétape consista regerer
la zone sur laquelle on va érer la pousse. Dans cette phase, les conditionséaskpentales
sont celles qui onéte £lectionrées pour cettétude, soit A=10 nm et A”/A=95%. Dans un
deuxime temps, on abaisse I'amplitude de tramaihe valeur proche de 0 puis on image la zone
qui nous inéresse avec ces conditions. Dans un teons temps, on se replace dans les conditions
de la premére phase et orealise une image de plus grand format pour observer les effets du
passage en Contact Intermittent "appliyCes troisetapes sont @pées autant de fois gqu'il est
nécessaire, en abaissant progressivement la consigne,justtgindre obtenir une modification
de I'état de surface.

a- La dissection de brins d’ADN

Une premére €rie de tests a conduatdes esultats du type de ceuxgmengés sur les images
5.22.

L'image 5.22-A pésente letat de surface avant de péater aux diférents passages avec
réduction d’amplitude. L'image B- quaatelle montre le brin&lectionre par le rectangle blanc
apres 3 passages et une amplituéduitea environ 3 nm. Sur cette image, on observe que la forme
du brin est identiqu& sa forme initiale. Ainsia cette amplitude les passages n’ont pas eut une
grande influence sur la morphologie du brin. Enfin, 'image &pnte le&sultat obtenu aps six
passages et unéduction de 'amplitud@ moins de 1 nm. On constate que le brigt@asectiong
et se composeasormais de deux parties : 'une est eesfixe et I'autre (illustee par un cercle
blanc) aete arracke et se retrouve plus loangauche sur I'image.

Cette exg@rience montre qu’en diminuant I'amplitude, la pointe pé&adtar suffisamment @her-
gie a I'échantillon pour @couper le brin. Ces erpriences sond rapprocher des preeres dis-
section de brin is@ realiges en mode contact puldis en 1992 par le groupe d’Helen Hansma
et al. [26, 27]. Dans ces exiences, ils ont morérqu’ils pouvaient sectionner de mare re-
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Abaissement

amplitude (nm)
phase (°)

L L 40

distance pointe échantillon (en nm)

1888 1588

Sens de balayage aprés 6 passages

FI1G.5.22—Test de éplacement de brins en mode contact intermittent. A- image avant passagfuetion
d’amplitude. B- image agrs 3 passages e@duction d’amplitude enfin I'image C- rend compte datdt
de surface apFs 6 passages et unéduction d’amplitudex moins de 0,5 nm. Le graphique régente
les courbes approches-retrait en amplitude (trait continu) et en phase (trait en p@jintikts diférentes
valeurs de SP choisies pour les passages successifs s@adrqualitativement.

productible des brins d’ADN en appliquant des forces de I'ordre de 5nN. Dans notre cas, il est
relativement difficile de confer avec pecision Iénergie écée par la pointe. Le coriite de ce
parangtre recessite uretalonnage @cis de nos leviera chacune destape du processus, ce qui

n'a paséete effectwe.
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b- Le dézippage d’un triple brin

L'ensemble des eXgriencesé&alies suivant la pr@iure de "pouse” en contact intermittent
par eduction de I'amplitude ontéréralement condug la cassure du bria pousser. Cependant,
un test a condui un Esultat original a le brin a puétre effectivement pouésC’est ce que nous
nous proposons de voir maintenant.

La figure 5.23 rend compte de large d’'images obtenues expmentalement. L'image 5.23-A
montre le brin sur lequel voriétre oeres les multiples passages. On remarque qu'il @dssine
épaisseur comprise entrea23,5 nm. Apés un premier passage, on observe sur I'image 5.23-B
que le brin et effectivement @pla@ dans la zonealimitée par les deuxéches. Il semble que la
mobilité du brin aitete limitée par deux points d’ancrage (astpar lestoiles sur la figure 5.23-

B) autour desquels le brin&e ceplae. lls apparaissent sous la forme de deux points d’inflexion
dont la courbure s’accentue agrle premier passage (voir image -A). L'explication de ces points
d’ancrage peut faire I'objet d’une discussion sur la nature des bringstil@n rappelle que les
brins sont des brins multimargs, or, il se trouve que les némules de CY ont tendance facile-
ment s’adsorber pouvant donc constituer des points d’ancrages forts. La poursuite&iesnerp
avec des brins monomarggsidevrait permettre de conclure sur I'origine de ces points d’ancrage.

Apres un second passage, on observe toujour&keprce du brin poussiu passage @eedent,
mais on noter&galement I'apparition d’un troisime brin de contraste plus faible, correspondant
a une hauteur de 1 nencomparea l'autre brin dont Iepaisseur est de deux nm (voir la coupe D).
De plus, le second brin sembdtre beaucoup plus fin, de largeur proche de 15 nm tandis que la
largeur du brin initial avoisine le 25 nm. Il app@rdonc que ce britait probablement enraail
autour d’un brin ehybrice (en Eference aux deux cagories identifes 5.1.3).

Ces images mettent donc émidence la possibit de dplacer les brins des brins d’ADN en
mode contact intermittant. De plus cette eXpnce a permis d’identifier la@sence d’un triplexe
brin enroué autour d’'un double brin, par dezippage de celui-ci. Ces images consituent donc une
preuve effective de I'existence de triplélite [3].
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balayage

168 288 38 488 588 v
L1 ~60nm-L2~30 nm - L3~460 nm
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F1G.5.23 — Test de déplacement de brins en contact intermittent agpuyimage A- pésente le brin
sélectionré pour le test ainsi que le sens du balayage. L'images B- (topographie) montre le bégs apr
un premier passage en contact intermittent agpayec une&duction d’amplitude autour de 1 nm et les
images C-(topographie) et E-(phase) celles obtenuegsapn second passage, avec D- la coupe corres-

pondante.



Conclusions

L'ensemble destudes conduites sur les processus d’hybridation montre que I'AFM offre
de grandes possibiis pour I'investigation des gnorenes biologiquea I'échelle moéculaire.
Ainsi, une identification individuelle des brinséde obtenue pour 'ensemble de trois longueurs
de cibles analyses : 1500, 600 et 84 bases, permettant une quantification du nombreaibe sl
hybrides, y compris pour des brins non-magguqui ne peuvent faire I'objet d’'une car@gsation
par microscopie de fluorescence.

En outre, des analyses morphologiquesciges ont mis eévidence des conformations parti-
culieres. D’une part, les brins de 1500 bases apparaissent suivant deux configurations : des brins
hybridés avec la sonde, magalement une configuration plus complexdabrin hybrice avec sa
sonde peut subir une recombinaison par son cémphtaire. D’autre part, la comparaison entre
les structures obtenues sur les brins de 600 bases multi- et nonérangatre que les morpholo-
gies de brin obtenues pour un@&me €quence, avec (ou sans) realiles fluorescentes, s&ent
foncierement diférentes. Ainsi, alors que les brins multimaggyEsentent des structures en gru-
meaux de 2 nm @&paisseur traduisant lagsence des chromophokeka surface du brin, les brins
non margeés posedent une structure relativement complexe impliquant un grand nombre de re-
pliements tout au long de l&guence.

Par ailleurs, les analyses des longueurs etaessseurs des brins de 1500 et 84 bases ont
permis d’identifier le lieu de I'hybridation.

Enfin, des premiers essais de manipulations ont iBukstrpossibilie de @placer des brins
d’ADN en Contact Intermittant. Cependant, bien qu'assez prometteurs ces tests oré taontr
necessit de controler lagduction d’amplitude avec une grandé&gision de marea atteindre
les conditions de manipulations et non celles de dissections. Or, au vepaisseurs des objets
a céplacer, qui sont de l'ordre ded 2 nm, la feltre des conditions de manipulation eststr
restreinte. La recherche de conditions reproductibles devra faire I'objet dtude @taillee pour
opérer des manipulations de brins d’ADN coné&es et reproductibles.
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Conclusion Genérale

Le sujet de ce travail concernait la cagxigation par microscopi& force atomique de puces
a ADN de I'elaborationa I'hybridation. Nous rappelons que ce@ide aéte conduite suivant
deux objectifs. Le premier objectiEsidait dans la comphension de &canismes de greffage
des oligonu@otides sondes sur la puce. Le second relevait d’a@fiexion sur les conditions de
fonctionnement de I'AFM dans le but d’optimiser la cag@dation de ces sy&mnes complexes
constitles de plusieurs couches de aréux "mous”.

Dans unettude peliminaire, nous avons dis@ite choix des conditions egpmentales. Nous
avons ainsi moné la recessit d’éviter autant que possible le contact entre la pointe et la surface
deséchantillons. Les conditions que nous avoakestionreées correspondeatun choix objectif
visanta ac@dera une bonne caraatisation topographique de néshantillons avec la meilleure
résolution possible. Ainsi, nous avoreati€ la quasi-total# de nos ex@riences & I'exception
des tests en pouss sur les brins hybrés) en non contact, suivant le mode de fonctionnement
Amplitude-Modulation AFM, avec uneés faible duction d’amplitude A”/Al*¢ ~.95 % pour
des amplitudes libres comprises entre 10 et 15 nm.

En vue détudier les processus impligsi dans la fabrication des puces, nous avons mis en
place une praedure de caraetisationétape pagtape, allant de la pparation des substrags,
'immobilisation d’oligonucEotides sondes en passant patdpe de silanisation pour former la
couche d’accrochage.

Dans lesétudes ealiges sur la couche d’accrochage, obtenue par silanisation d’'un mono-
chlorosilane, nous avongdouvert de s grandes dispags dans la morphologie des couches en
fonction des protocoles degparation. Ainsi, deux protocoles de fonctionnalisation&atana-
lysés en étail. Pour le premier, appeén phase gazjui pro@dea haute temgrature (T=150C),
nous observons qu'il conduit toujouasla formation dilots quel que soit le substrat. Pour le se-
cond oferanta basse tengrature (T=4C), apped imprégnation nous constatons qu’iealise
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, laéeatpre de dpdt et 'absence d’'une fine couche
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d’eau en surface des substrats nous av@msahté que dans tous les cas cégpats ne peuvent
conduire gua une couche&sordonge. A l'issue de cette phase, nous avaisdionre la couche
conduisanta la plus faible rugos# et aux plus faibles variations de hauteur, soitdgdtl obtenu

par impégnation sur silice.

Les analyses conduites sur 'immobilisation ét# reali€es suivant deux cétes : la longueur
des monobrins sondes ainsi que la nature de lequance. A I'issue de cé&tudes, nous mon-
trons que I'arrangement des sondes en surface de la puce estgzloes interactions latales
qui s'établissent entre metules au moment duéddt. Nous constatons que I'on peut obtenir
différentes organisations &srimmobilisation des sondes sur la puce en fonction dedaence
des monobrins sondes. Par aille@$jssue d’une analyse ecise d'images petiteéchelle, nous
avons mon#& que chaque sona@gait iesolue individuellement, pour des longueursésigures ou
egalesa 25 bases (I = 10nm), donnant ainsi @a la solution moéculaire. Un comptage du
nombre de sondes immobitiss, nous a permis@valuer une dengtlocale en sondes dex20!!
sondes/crh qui se trouveitre en parfait accord avec la degsibesueée macroscopiquement par
radioactivie. Ces esultats confortent notre mesure éntbntrenttgalement que leségdts des
sondes sont relativement hongages sur 'ensemble de la surface des plots.

Enfin, nous avonsali la lecture de tests d’hybridation pour 3 longueurs de brins correspon-
danta 1500, 600, et 84 basesgpentant des car&eistiques diferentes (monobrins, ou double
brins ; non marqgés ou multimargés). Pour chacune de ces trois longueur, les brins apparaissent
isoles et possdent une faible dengitde surface. Par ailleurs, nouggentons la preraie mise
en évidence de la zone d’hybridation pour des monobrins cibles hybrild 1500 et 84 bases
pos®dant une configuration simple du brin cible allérgyir le surface et hybmiédavec une sonde.
Cependant, nous observons que des conformations plus complexes coméeelacprde nom-
breux repliements internes sur des cibles non niegule 600 bases de long, ce qui rend impos-
sible I'identification de la zone d’hybridation sur ces cibles pourtant de grande taille. Nous avons
egalement identid d’autres conformations telles que des recombinaisons sous forme de triplexe,
dans le caswles cibles ne sont disponibles que sous forme de double brin.

Ainsi, I'ensemble de cestudes, eali€esa I'air, a monte la puissance de la caradsation
par AFM sur ces sysmes : esolution modculaire etevaluation localeéchelle de la centaine
de nanormatres) des propeies carad@risant la structure des puces. Cependant, la ceinemsion
de certaines morphologies obsees sur ces puces doit encore faire I'objditddes. A I'avenir
des exgriences in situ en milieu liquide devrait permettre de mieux comprendre la formation des
arrangements entre sondes. En effet, la modification des interaetemisostatiques entre sondes
peutétre modifee en faisant varier la concentration en sels des solutions. En ce qui concerne,



les études de conformations des brins hybsdl'ajout de mdtcules de formamide au sein de la
solution devrait permettre de limiter lesgtonmenes de repliements.



Résune : Les puces ADN constituent aujourd’hui un outil d'analyse incontournable dans le domaine des biotechno-
logies. Elabogesa partir d’'un substrat dur sur lequel sont geeff des oligonuebtides-sondes déguences connues,
elles permettent d’identifier dans une solution les monobrins d’ADN&utzs# la 8quence compimentaire. Dans un
contexte de miniaturisation des puces, en vue d’augmenter le nombre de plots par p@étadameorphologiqua
I'échelle submicronique @& engage. LAFM par sa capa@ta imager des sysinesa I'échelle mokculaire a I'air

mais aussi en solution, app#reomme une technique bien ade@tpour cettétude.

Cette these s'inéresse la caradrisation par microscopie force atomique de pucasADN, de leurélaboration
jusqua I'hybridation. Nous utiliserons le mode en modulation d’amplitude (AM-AFM) et nous montrerons que I'ob-
tention d’'informations topographiquesggises sur ces syghes impose de travailler en non-contact, avec une faible
réduction d’amplitude, A/K"¢ = 95%, a1 A'*"¢ est compris entre 10 et 15 nm.

Des puces mazles ontete réalies pour discuter de I'influence de la longueur et de la naturetde®sces des
sondes sur les processus d’'immobilisation. &esles ont monérla possibilié d’atteindre la&solution makculaire
pour des sondes de longueur 8tipurea 25 bases. Unéevaluation de la deng&tlocale des sondes de 25 bases de
2 + 0.25x 10" brins/cn? a éte évallee par mesures statistiques sur les images AFM. Cette valeur locale, qui se
trouve en parfait accord avec de mesures macroscopique éfsgpar radioactivét illustre la bonne homaégegite
de ces couches. De plus, des arrangemersifigues, obsels pour des sondes deéme longueur et deeguences
difféerentes, montrent que les interactions entre sondes durant la phase d'immobilisation jodémfamdamental
sur la morphologie des couches.

Les investigations sur les processus d’hybridation &@atconduites sur trois longueurs de brins : 1500, 600
et 84 bases, en solution soit pur soit sous forme de double-beimataEs. Les brins, identiis individuellement,
apparaissent couéh et dispeks sur le plot comg@imentaire. La prerare identification d'une zone d’hybridation
est pesenée pour les cible de 1500 bases. De plusgdifites conformations de brins @t identifees comme la
formation de triplexe partir des solutions de cible double brin de 1500 bases eét®pce de repliement sur cible
de 600 bases.

Mots clé : Microscopiea Force Atomique - Modulation en amplitude - ADN - P@cADN - Simple brin - Silanisa-
tion - Immobilisation - Hybridation - Bsolution Moéculaire - Interaction mékulaire.

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 hon-contact mode,
with a low amplitude reduction A/A"¢ = 95%, where A 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 Z 0.25x10"' probes/cm 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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