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ABSTRACT

Le microscope a force atomique (AFM) est un outil puissant pour I'étude des systémes
biologiques. Dans cette thése, je me suis intéressé & la corrélation de quatre types de
microscopies : la microscopie & force atomique, la microscopie optique & fluorescence a
haute résolution, la microscopie électronique, et la microscopie a sonde de Kelvin (KFM).
La corrélation des trois premiéres microscopies a donné naissance & I’approche CLAFEM
(Correlative Light Atomic Force Electron Microscopies). Cette technique m’a permis de
détecter des organites intracellulaires, tels que l'appareil de Golgi et des mitochondries.
Des cométes d’actine dues a l'infection d’une cellule par Shigella flexneri, et le site d’entrée
de Yersinia pseudotuberculosis ont été imagés avec cette approche. Parallélement & cette
partie expérimentale, j’ai développé un logiciel, appelé pyAF, pour analyser des courbes de
forces et pour corréler les différents types de microscopies. Dans une deuxiéme partie, j’ai
effectué des mesures des propriétés électriques par KFM et exploré la possibilité d’utiliser
celle-ci en milieu liquide. L’étude des propriétés électriques en KFM a été effectuée sur des
virus de la mosaique du tabac & l’air, en utilisant des leviers conventionnels. L’utilisation

de sondes Kolibri (résonateurs a quartz oscillant & 1 MHz) a I’air et en liquide a été explorée.

The atomic force microscope (AFM) is a powerful tool for the study of biological systems. In
this work, I was interested in the correlation of four types of microscopies: the atomic force
microscopy, the high resolution fluorescence microscopy, the electron microscopy and the
kelvin force microscopy (KFM). The correlation of the three first types of microscopies gave
birth to the CLAFEM approach (Correlative Light Atomic Force Electron Microscopies).
This technique allowed me to detect intracellular organelles, like the Golgi apparatus and
mitochondria. Actin tails due to the infection of cells by the Shigella flexneri bacterium,
and the entry site of Yersinia pseudotuberculosis bacteria were imaged with this approach.
In parallel to this experimental part, I developed a software, called pyAF, for the analysis
of force curves and the correlation of the different types of microscopies. In a second
part, I measured electrical properties by KFM and explored the possibility to use KFM in
liquid. Electrical properties of tobacco mosaic viruses were studied in air, using conventional
cantilevers. I also used a new type of probe, called Kolibri, which is a quartz resonator

oscillating at 1 MHz, in air and in liquid.
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I feel very strongly,

that it is not enough to live in the world as it is.

Take what you are given and follow the things that adults told you to do,
and your parents told you to do,

and society told you to do.

I think you should always be questioning,
I take this very scientific attitude that everything you learn is just provisional.
It is always open to recantation, or refutation, or questioning.

and I think the same applies to society.
Once I could see that there were fundamental problems
that I could do something to address,

I didn’t see a way to forget that,

I didn’t see a way not to.

Aaron Swartz

© 2014 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Michka Popoff, Lille 1, 2014

A Jacques

vil

© 2014 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Michka Popoff, Lille 1, 2014

© 2014 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Michka Popoff, Lille 1, 2014

Table des matiéres

Abstract ii
Remerciements iv
Table des matiéres ix
Préface 1

I Introduction et problématique 3
1 Introduction 5
1.1 Notions de biologie . . . . . . . . .. . oo 5
1.1.1 Lacellule animale . . . . . . ... .. .. ... ... ...... 6

1.1.2  Les bactéries . . . . . . . . ... 8

1.1.3 Lesvirus . . . . . . . . . . . 10
1.1.4 La mécanobiologie . . . . . . .. .. ... ... ... ... 10

1.1.5  Forces d’interactions en biologie . . . . . . . . .. . ... ... 11

1.2 Le microscope a force atomique . . . . . . . ... ... ... ... .. 12
1.2.1 De la microscopie optique a 'AFM . . . . .. ... ... ... 12

1.2.2  Fonctionnement . . . . . . .. .. ... 14

1.2.3 Lestypesdeleviers . . . . . .. . . . ... ... ... ... 16
1.2.4  Forces entre la pointe et ’échantillon . . . . . . ... ... .. 17
1.2.5 Modes d'imagerieen AFM . . . . . . ... ..o 19
1.2.5.1 Modecontact . . . . . .. ... 19

1.2.5.2 Mode non-contact . . . ... ... ... .. .. ... 19

1.2.5.3 Mode Tapping . . . . .. .. ... 20

1.2.5.4 Courbes de force . . . . .. .. ... ... ... .. 20

1.2.5.5 Mode Force Volume . . . .. ... ... ... .... 23

1.2.5.6  Quantitative Imaging (QI™) . . .. ... ... ... 24

1.25.7 Peak Force . . .. .. ... ... 0. 24

1.2.6 Le calibrage dulevier . . . . . .. ... ... ... ... .. 25

1.3 Applications de ’'AFM a la biologie . . . . . . .. ... ... ..... 26
1.4 Problématique . . . . . . . ... 30

1X

© 2014 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Michka Popoff, Lille 1, 2014

I Tomographie de dureté et microscopie corrélative 33

1 Mesures d’élasticité en microscopie a force atomique

© 2014 Tous droits réservés.

1.1
1.2
1.3

1.4

1.5
1.6
1.7
1.8
1.9

1.10 Conclusion

pPYAF — un logiciel pour ’analyse des courbes de force
2.1 Imtroduction . . . . . . .. ... ...
2.2 Implémentation du logiciel . . . . . .. ... .. ... ...
2.3 L’onglet de visualisation de données . . . . . . . . . .. ..
24 L'onglet calcul . . . . . ... ... o0
2.5 Calcul de I'élasticité . . . . ... .. ... ... ...
2.6 L’onglet résultats . . . . . .. ... ...
2.7 Représentation 3D . . . . ... ...
2.8 Le format de fichier HDF . . . . . . . ... ... ... ...
2.9 Calcul multicoeur . . . ... ... L

2.10 Conclusion

Définition de I'élasticité . . . . . . . . . . . .. .. ... ..
Le coefficient de Poisson . . . . . ... ... ... .....
Mesures d’élasticité par AFM . . . . . ... ... ... ..
1.3.1 Micro et nanoindentation . . . . . . . ... ... ..
1.3.2 Modéles pour la mesure de I’élasticité . . . . . . . .
1.3.3 Modélede Hertz . . . . ... ... ... .. ....
1.3.4 Modéles de Sneddon . . . . . ... ... ... ...
1.3.5  Mode¢le pour les pyramides . . . . . . . . ... ...
Variantes et corrections du modéle de Hertz . . . . . . ..
1.4.1 Modéles de Bradley, DMT, JKR, Maugis . . . . . .
1.4.2 Autres corrections et modéles . . . . ... ...
1.4.3 Effet du substrat sur les mesures d’élasticité . . . .
La viscoélasticité . . . . . . . . .. . ... ... ... ...
Détermination du point de contact . . . . ... .. .. ..
Mesure d’élasticité absolue . . . . . . . . ... .. ... ..

La cartographie 3D de dureté . . . . . ... ... ... ..

CLAFEM et tomographie de dureté

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5

3.6

Introduction . . . . . ...
Microscopie optique haute résolution . . . . . ... .. ..
Microscopie corrélative : protocole expérimental . . . . . .
Comeétes d’actine . . . . . .. .. ...
Appareil de Golgi . . . . .. .. ..o
3.5.1 Appareil de Golgi fixé et chélaté . . . . . .. .. ..
3.5.2  Appareil de Golgi fixé sans chélation . . . . . . ..
3.5.3 Appareil de Golgi vivant et chélaté . . . . . .. ..
Mitochondries . . . . . . . . ... ...
3.6.1 Mitochondries fixées . . . .. ... ... .. ....
3.6.2 Mitochondries vivantes . . . . . . . ... ... ...

35

...... 36
...... 38
...... 39
...... 39
...... 40
...... 41
...... 42
...... 43
...... 44
...... 44
...... 46
...... 47
...... 47
...... 48
...... o2
...... 53
...... 23
...... o8

59

...... 29
...... 60
...... 61
...... 61
...... 62
...... 63
...... 64
...... 66
...... 69
...... 71

73

...... 73
...... 74
...... 76
...... 79
...... 85
...... 85
...... 86
...... 87
...... 88
...... 89
...... 90

lilliad.univ-lille.fr



© 2014 Tous droits réservés.

Thése de Michka Popoff, Lille 1, 2014

3.7 Site d’entrée de Yersinia pseudotuberculosis . . . . . . . . ... ...

3.8 Discussion . . . . . . .o

III Mesures de potentiels électrostatiques

1 KFM

1.1 Introduction . . . . . . . . . . ...
1.2 Le KFM . . . . .
1.3 La double couche électrique . . . . . . ... ...

1.3.1
1.3.2
1.3.3

Equation de Poisson-Boltzmann et longueur de Debye . . . . .
La couche de Stern et le potentiel Zeta . . . . . . . .. .. ..
Le modéle DLVO . . . . ... . ... .

1.4  Mesures des propriétés électriques d’échantillons biologiques . . . . .
1.5 Le KolibriSensor . . . . . . . .. . .. ... ...
1.6 Conclusion . . . . . . . . . ..

2 Reésultats

2.1 TImagerie KFM sur TMV a l'air et effets diaphoniques . . . . . . . ..

2.1.1
2.1.2
2.1.3

Effet sur 'imagerieen KFM . . . . . ... ... ... ... ..
Imagerie KFM de TMV sur oxyde de silicium . . . . . .. ..
Imagerie KFM de TMV suror . . . . . ... ... ... ....

2.2 Premiéres observations en milieu liquide . . . . ... ... ... ...

221
2.2.2
2.2.3
224

Montage expérimental . . . . . . ... ... ... L.
Résonance en liquide . . . . . . . .. ... ... ... ...
Excitation électrostatique dans Ho0 . . . . . . .. .. ... ..
Imagerie KFM dans de I’hexadécane . . . . . . ... ... ..

2.3 Pointe Kolibri a l’air . . . . . . . . . . .

23.1
2.3.2
2.3.3

Approche de la surface avec le Kolibri . . . . . ... ... ...
Courbes d’approche - retrait avec le Kolibri . . . . . . . . ..
Topographie sur SiC a ’air avec la pointe Kolibri . . . . . . .

2.4 Imagerie KFM sur SiC avec Kolibri a 'air . . . . . .. ... ... ..

24.1
24.2
24.3
244
24.5
2.4.6
2.4.7

Différence de potentiel minimale détectable . . . . . . . . . ..
Montage expérimental et premiére imagerie KFM sur SiC . . .
Parameétres d’imagerie KFM . . . . . . . ... ..o
Introduction d’'un contraste sur HOPG . . . . .. .. ... ..
Imagerie Kolibri sur SIC6H . . . . ... ... ... ... ...
Comparaison avec imagerie KFM classique sur SiC . . . . . .
Images SEM des pointes Kolibri apres utilisation . . . . . . .

2.5 Pointe Kolibri en liquide . . . . . . . .. .. ... ... ...
2.6 Discussion . . . . . ..o

Conclusion

99

101
101
102
104
105
106
107
107
112
114

115
115
119
119
120
121
121
122
123
125
127
129
132
133
134
135
137
140
140
141
142
143
144
146

149

lilliad.univ-lille.fr



Thése de Michka Popoff, Lille 1, 2014

Annexes

A

B

© 2014 Tous droits réservés.

pPYAF - Fonctionnalités et boite a outils du développeur
A.1 Fonctionnalités . . . . . . . . . .. .. ... ...
A.1.1 Chargement des fichiers . . . . .. ... ... ... ......
A1.2 Options . . . . . ..
A.1.2.1 Correction de l'inclinaison et lissage . . . .. .. ..
A.1.2.2 Mise a niveau des données . . . . . .. ... ... ..
A.1.3 Calcul du travail . . . ... .. ... ... ... ...
A.1.4 Calcul des événements . . . . . . .. ... ... ... .. ...
A.1.5 Régions d'intérét . . . . ..o
A.1.6 Comparaison de multiples images . . . . . ... .. ... ...
A.1.7 Longlet Plots . . . . . . . ... ... ... ... ...
A.2 Boite a outils du développeur . . . . . ... ...
A.2.1 Suivi de version avec git . . . . ... ... L.
A.2.2 Maintenance et tests unitaires . . . . . . . ... .. ... ...
A.2.2.1 Outils de vérification de code statiques . . . . . . . .
A222 Tests. . . .. .. .
A.2.2.3 Suivi des bogues . . . ... ... L.
A.2.3 Documentation automatique avec Sphinx . . . . . . . ... ..
A24 Plug-ins . . . . . ..
A.2.5 Reproductibilité des analyses de données . . . . . . ... ...
A.2.6 Interopérabilité des fichiers . . . . . . . . ... ... ... ...
A.2.7 Tests de performance . . . . . . ... ... ... L.

Parameétres d’imagerie KFM avec le Kolibri sur SiC

B.1 Parameétres . . . . . . ...
B.2 Effet des paramétres de 'ADS externe . . . . . . .. ... ... ...
B.3 Effet de la fréquence de modulation . . . . . .. .. ...
B.4 Effet de la vitesse d'imagerie . . . . . . . ... ... oL
B.5 Effet de la constante de temps du contréleur Kelvin . . . . . . . . ..
B.6 Effet de la constante de proportionnalité du controleur Kelvin

Protocoles expérimentaux

C.1 Milieu de culture pour cellules . . . . . . .. ... ... ... ....
C.2 Infection de cellules PtK, par S. flexners . . . . . . . . . . ... ...
C.3 Infection de cellules HeLa par Y. pseudotuberculosis . . . . . . . . ..
C.4 Fixation des échantillons au PFA . . . . ... .. .. ... ... ...
C.5 Ajout de billes fluorescentes TetraSpeck™ . . . . . .. ... ... . .
C.6 Passagedescellules . . . . . . . . . .. ... ... ... ... ...
C.7 Congélation des cellules HeLa ManII-HRP . . . . .. ... ... ...
C.8 Décongélation des cellules HeLa ManII-HRP . . . . . . .. .. .. ..
C.9 Marquage des mitochondries . . . . . . . .. .. ... ... .. ....
C.10 Marquage de 'appareil de Golgi . . . . . . . .. ... ... ... ...
C.11 Chélation des appareils de Golgi . . . . . . .. .. .. ... ... ...
C.12 Marquage de l'actine . . . . . . . . . . . .. ... ... .. ... ...

lilliad.univ-lille.fr



Thése de Michka Popoff, Lille 1, 2014

C.13 Inclusion en résine . . . . . . . . . . ... 173
C.14 Dépot de TMV . . . . . . . o 174
C.15 Liste des réactifs et des produits chimiques . . . . . . . .. .. .. .. 174
C.16 Microscopes optiques . . . . . . . . . ... 176
C.17 Microscopes a force atomique . . . . . . ... ... L. 176
C.18 Liste des leviers . . . . . . . . . . . . 177
Glossaire 182
Table des figures 183
Table des tableaux 187
Bibliographie 189

© 2014 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Michka Popoff, Lille 1, 2014

© 2014 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Michka Popoff, Lille 1, 2014

Préface

Cette thése s’est effectuée dans deux laboratoires : au laboratoire de Microbiologie
Cellulaire des Pathogénes Infectieux (MCPI), et a I'Institut d’Electronique, de Mi-
croélectronique et de Nanotechnologies, tous les deux situés a Lille. Le fil conducteur
de cette these interdisciplinaire est la microscopie a force atomique (AFM). Les deux
laboratoires ont un fort savoir-faire, I'un pour I'imagerie en liquide d’échantillons bi-
ologiques, l'autre pour des mesures de propriétés électriques avec ’AFM. J’ai pu lors
de cette these utiliser des équipements modernes et pour certains uniques en France,

acquis dans le cadre de projets Equipex, ce qui m’a permis de mener ce projet a bien.

Le but de cette these est I'étude d’échantillons biologiques, tels que des virus, des
bactéries et des cellules a I’échelle du nanomeétre. Nous voulions pouvoir corréler les
différentes informations accessibles par microscopie a force atomique avec d’autres
types de microscopies. Cette caractérisation multiparamétrique est utile pour la
compréhension de maladies telles que le diabéte, alzheimer, les infections, le cancer. . .
Je me suis intéressé a deux caractéristiques importantes en biologie, qui sont les

propriétés mécaniques, et les forces électrostatiques.

Depuis quelques années maintenant a été émise ’hypothése que les signaux mé-
caniques dans les cellules avaient une grande importance [1-3|. Les signaux étudiés
historiquement sont principalement de nature chimique ou électrique. Je pense ici
plus particuliérement aux voies de signalisations, aux gradients chimiques dans les
cellules, aux flux d’ions, et aux signaux de dépolarisation de neurones. Les propriétés
mécaniques de la matiére biologique sont étudiées par ce qui est maintenant appelé
la mécanobiologie. Il y a ici une double opportunité : on peut soit étudier les effets
des changements de propriétés mécaniques et comprendre leur lien avec les signaux
moléculaires, soit tirer parti des modifications des propriétés mécaniques dues par

exemple & des maladies pour effectuer des diagnostics.

J’ai étudié la possibilité d’imager différents organites et microorganismes intracellu-
laires a ’aide de ’AFM, en utilisant le contraste obtenu par mesure d’élasticité. Pour
valider cette approche, nous avons mis au point une technique, appelée CLAFEM

(Correlative Light Atomic Force Electron Microscopies), qui corréle les cartographies

1
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d’élasticité avec des images de microscopie optique en fluorescence a haute résolution
et des images de microscopie électronique. J’ai dans le cadre de ce projet développé
un logiciel d’analyse de données, nommé pyAF, qui m’a permis d’effectuer ces cor-

rélations.

Parallelement a ce travail, je me suis aussi intéressé a I'imagerie des potentiels de
surface d’échantillons biologiques, dans le but de pouvoir connaitre la distribution
de charges au niveau de membranes cellulaires. Il est connu qu’il y a de nombreuses
forces d’interactions en biologie, dont la force électrostatique, qui est importante
dans de nombreux processus [4]. La aussi, la caractérisation et cartographie de ces
forces permettra de mieux comprendre les processus biologiques, mais donne aussi la
possibilité d’avoir un outil supplémentaire pour le diagnostic des modifications des

propriétés des membranes.

Dans cette partie, j’ai étudié les artefacts de mesures en mode KFM (Kelvin Probe
Microscopy) sur des virus de la mosaique de tabac (TMV) a l'air. Puis j’ai exploré
la possibilité d’utiliser le KFM en milieu liquide, dans un solvant non polaire et dans
de l'eau. Finalement, j’ai effectué de premiéres expériences avec des sondes oscillant

a haute fréquence (1 MHz) a l'air et en liquide.

Notre objectif final était de pouvoir corréler les cartographies d’élasticité et les car-

tographies de potentiel de surface d’'une méme membrane de cellule.

Cette thése se divise en trois parties. Dans la premiére, j'introduis rapidement les
concepts biologiques nécessaires pour la compréhension de ce travail et je rappelle
quelques notions importantes de microscopie a force atomique. La deuxiéme partie
traite de la méthode CLAFEM, du développement du logiciel d’analyse, et des résul-
tats obtenus. La derniére partie présente les résultats obtenus lors des mesures KFM

a 'air et en liquide, et des expériences effectuées avec les sondes Kolibri.

© 2014 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Michka Popoff, Lille 1, 2014

Partie 1

Introduction et problématique
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1. Introduction

Lors de cette thése, j’ai utilisé le microscope a force atomique (AFM) pour étude
de cellules, de bactéries et de virus, en utilisant différents modes d’imagerie et de
mesures de forces. Dans ce chapitre, j'introduirai tout d’abord quelques notions de
biologie utiles pour la compréhension des objets étudiés. Ensuite, je décrirai le fonc-
tionnement du microscope a force atomique. Je donnerai aussi quelques applications
du microscope a force atomique pour I'imagerie en biologie et je discuterai de la prob-
lématique de cette thése. Cette partie introductive est volontairement présentée de
maniére trés simplifiée. La thématique étudiée est a I'intersection entre la physique
et la biologie, et il me semblait donc opportun de reprendre quelques concepts de

base pour une meilleure compréhension de ce manuscrit.

1.1 Notions de biologie

La cellule, constituant de base d’un organisme vivant, est la plus petite unité de
vie pouvant se répliquer indépendamment. Elle est une structure complexe qui peut
avoir différentes formes. On classe les cellules dans deux catégories : les cellules
procaryotes et les cellules eucaryotes. Les cellules eucaryotes possédent un noyau,
et peuvent étre soit des organismes unicellulaires, ou composer des organismes mul-
ticellulaires. Les cellules procaryotes n’ont pas de noyau, et sont usuellement des

organismes unicellulaires.

On définit aussi les microorganismes (ou microbes) comme des petits organismes, qui
sont répartis en cing groupes : les algues, les mycétes (champignons), les protozoaires,
les bactéries et les virus. Je discuterai briévement dans cette partie des cellules
animales (eucaryotes), des bactéries (procaryotes), et des virus, qui sont les trois

objets que j’ai étudiés.
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1.1.1 La cellule animale

La cellule animale est une structure complexe et trés dynamique. Schématiquement,
son organisation peut sembler simple (Figure 1.1), mais en pratique la multitude de
molécules, d’ions, et de structures fait qu’il est difficile de comprendre son fonction-
nement. Régulierement, de nouvelles protéines et de nouveaux mécanismes cellulaires
sont découverts. Les signaux chimiques, électriques et mécaniques sont nombreux,
et intrinséquement liés. Lors de cette thése, je me suis intéressé a certains éléments

particuliers de la cellule, que j’indiquerai en gras dans le texte.

L Microvillosités
7

Cils céllulaires
\ " -

1

!

- Veésicules sécrétrices

Cytosol
Appareil de Golgi

Reéticulum endoplasmigue = Centrioles

rugueux =

2 —— Lysosome
Reticulum endoplasmigue

lisse =
__— Cytosquelette

Enveloppe nucléaire ~
——— Ribosomes libres

Pares nucléaires ~ |

Mitochondrie — 1 Nucléole

FIGURE 1.1: Représentation schématique d’une cellule animale épithéliale.
Les différents organites et structures sont décrits dans le texte. Reproduit et
modifié & partir de [5].

Une caractéristique importante de la cellule est sa membrane, qui sépare l'intérieur de
la cellule de 'extérieur. Cette membrane est composée d'une double couche lipidique,
qui contient de nombreuses protéines permettant des échanges de nutriments et d’ions
entre l'extérieur et I'intérieur de la cellule. 70 % de la cellule est composé d’eau [6].
Le cytoplasme est défini comme le contenu de la cellule. Il est composé d’un liquide
visqueux, le cytosol, et d’organites, qui sont des structures avec ou sans membrane.
Le cytosol occupe environ la moitié du volume de la cellule, et est composé d’une

suspension colloidale de molécules [6].

La membrane cellulaire est protégée par un glycocalix, composé d'une couche de
sucres. Ces sucres servent principalement a la reconnaissance intercellulaire, et font
partie du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Le glycocalix sert aussi de

protection envers les stress mécaniques et chimiques. Certaines cellules épithéliales
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présentent des microvillosités au niveau du pole apical, sous le glycocalix. Ceci permet
d’agrandir la surface d’interaction avec l'extérieur de la cellule pour le transfert de

nutriments.

Le noyau contient ’ADN, qui est 'information génétique de la cellule. Des pores dans
la paroi du noyau permettent le transfert des ARN messagers (ARNm) produits par
le noyau vers le cytoplasme. Les ARNm sont des copies de I'information génétique.
Ces ARNm sont ensuite lus dans des ribosomes pour produire des protéines. Le
ribosome est un complexe composé de 'ARNm et de protéines, qui sert de chaine
de montage pour la production de nouvelles protéines. Cette opération est appelée
la traduction. Les ribosomes font une vingtaine de nanométres de diamétre, et font

partie du cytoplasme.

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite localisé & proximité du noyau. Il
sert de réseau de transport pour les molécules qui doivent étre modifiées ou envoyées
vers une certaine destination. La forme rugueuse du réticulum endoplasmique (REG)
est couverte de ribosomes. C’est 1a que la translation des protéines est effectuée.
A contrario, le réticulum endoplasmique lisse (REL) ne présente pas de ribosomes
sur sa membrane. Sa fonction est principalement dans la régulation du niveau de
calcium dans la cellule (il contient beaucoup de calcium), mais il participe aussi a la
production de lipides [6, 7].

Une fois produites au niveau des ribosomes et du réticulum endoplasmique, les pro-
téines sont transférées vers 'appareil de Golgi. L’appareil de Golgi a été découvert
en 1898 par Camillo Golgi [8]. L’appareil de Golgi présente une large structure dans
la cellule, et se trouve relativement proche du noyau. Il est composé de multiples
sous-unités, qui sont formées chacune de quatre a six citernes (cisternae), qui ressem-
blent un peu & une pile de pancakes [6]. Il joue un role central dans la régulation
des protéines. De nombreuses étapes de tri et de modifications des protéines sont
effectuées dans 'appareil de Golgi. Les polysaccharides pour le glycocalix y sont
principalement synthétisés.

Les mitochondries sont des organites, entourés d’une double membrane. Elles sont
présentes en plus ou moins grande quantité dans le cytoplasme. Les mitochon-
dries utilisent 'oxygéne apporté par les globules rouges pour oxyder les molécules
provenant de la nourriture ingérée par l'organisme (par exemple les sucres). Ceci
permet a la cellule de produire des molécules d’adénosine triphosphate (ATP). L’ATP
est ensuite distribuée a travers la cellule et apporte 1'énergie nécessaire pour le
métabolisme. Il est maintenant acquis qu’il y a environ 1,5 milliard d’années, une
cellule eucaryote a englobé une eubactérie qui métabolisait 'oxygéne. Il y eut une
symbiose entre les deux organismes et la bactérie est ainsi devenue une mitochondrie

au fil du temps [6]. Les mitochondries sont souvent représentées comme ayant la
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forme cylindrique d’une bactérie, avec une longueur de 0.5um a 1pm. En réalité
les mitochondries peuvent avoir des formes variées en fonction du type cellulaire.
Elles sont trés mobiles et plastiques, peuvent fusionner ou se diviser, et changent
régulierement leur forme [9]. Elles forment souvent de longs filaments & travers la
cellule [9, 10]. Elles interagissent avec le réticulum endoplasmique |7], et ont un role

a jouer dans la réponse immunitaire [11].

Le cytosquelette est une structure complexe qui donne sa forme aux cellules. Il est
composé de filaments créés par différents types de protéines |6, 12]. L’actine est
connue pour étre la protéine du cytosquelette la plus importante pour les propriétés
mécaniques des cellules. Les filaments d’actine sont des polyméres (F-Actine) com-
posés de la protéine monomeérique d’actine (G-Actine). Ils font environ 8nm de
diameétre. L’actine est la protéine la plus abondante dans les cellules eucaryotes (5-
10 %). Typiquement, dans une cellule animale, les filaments se forment & la région

périphérique de la cellule, créant ainsi un réseau tridimensionnel.

Les microtubules sont le deuxiéme type de filaments le plus connu. Les micro-
tubules sont composés de dimeéres de tubuline a3, qui forment un long cylindre creux
d’environ 25 nm de diameétre. L’une des extrémités des microtubules est habituelle-
ment liée au centrosome, qui est un organite sans membrane. Les microtubules
servent de «rails» pour le transport cellulaire. Des moteurs moléculaires tels que des
kinésines ou dynéines transportent des molécules, des vésicules ou des organites le

long du microtubule. Les mitochondries suivent souvent le réseau de microtubules [6].

Le centrosome est composé de deux centrioles. Chaque centriole est composé de
neuf triplets de microtubules. Le centrosome joue un réle dans la division cellulaire.
Chaque centriole migre aux poles opposés de la cellule, et crée un réseau de micro-
tubules & travers la cellule (appelé fuseau mitotique), ce qui permet de déplacer les

chromosomes lors de la division.

Il existe une troisiéme classe de filaments faisant partie du cytosquelette : les filaments
intermédiaires (IF). Il existe plus de 50 types de protéines formant ces filaments.
Le réseau des filaments intermédiaires est complexe et lié au réseau d’actine et de

microtubules au moyen de protéines de jonctions.

1.1.2 Les bactéries

Les bactéries sont des cellules ne possédant pas de noyau ni de réticulum endoplas-
mique (Figure 1.2). Leur taille est souvent beaucoup plus petite qu'une cellule
eucaryote, et elles vivent souvent individuellement sans vouloir se regrouper en or-

ganisme multicellulaire. Leur forme est la plupart du temps sphérique, cylindrique,
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ou en spirale, et elles font en général quelques micrométres de long. L’information
génétique, sous forme d’ADN et d’ARN, se trouve directement dans le cytoplasme
de la bactérie. Les bactéries ont une grande variété de structures extérieures qui leur
permettent de se déplacer (flagelle) ou d’adhérer (pili) a des surfaces. Souvent, des
colonies de bactéries forment un biofilm aprés leur adhésion & une surface, pour se

protéger. Pour cela, elles sécrétent une matrice adhésive composée de polymeéres [13—
15].

Capsule

Espace periplasmique
Membrane plasmique

Cytoplasme

Ribosomes
Plasmides
Pili

Flagelle

Nucléoide

FIGURE 1.2: Représentation schématique d’une bactérie. Reproduit et mod-
ifié a partir de [5].

Certaines bactéries se répliquent dans ’eau ou dans le sol, mais d’autres ont besoin
d’une cellule hote pour pouvoir se diviser. La plupart des bactéries sont bénignes,
mais certaines infectent des organismes. Les bactéries pathogénes possédent des génes
de virulence, qui encodent l'information pour la production de protéines appelées
facteurs de virulence. Certaines bactéries possédent un plasmide, qui est un petit
ADN séparé de ’ADN chromosomal. Sa forme est souvent circulaire, et les génes de

virulence peuvent se trouver sur ce plasmide.

Les bactéries sont classées en deux catégories : les bactéries Gram négatives et Gram
positives. La procédure de marquage dite de Gram utilise un colorant violet. Les
bactéries dites Gram positives sont ainsi marquées par ce colorant. Cette différence
est due a la structure de la membrane de ces deux types de bactéries. Les bactéries
Gram négatives ont une double membrane, séparée par un espace périplasmique. Cet
espace contient une couche de peptidoglycanes, qui est trés fin. Les bactéries Gram
positives n’ont qu’une seule membrane, et la couche de pepidoglycanes, plus épaisse,
se trouve sur la membrane extérieure de la bactérie. Cette épaisseur de couche et son

accessibilité font que le colorant va pouvoir marquer les bactéries Gram positives.
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1.1.3 Les virus

Le virus, hors de son hote, est appelé virion. Le virion est composé d’une enveloppe
protéinique externe (appelé aussi capside) qui contient une molécule de type ADN
ou ARN. Dans certains cas, une enveloppe lipidique protége le virus en dehors de
I’hote. Dmitri Tosifovich Ivanovsky, un botaniste russe, découvre en 1892 le virus de
la mosaique du Tabac (TMV) [16]. Le TMV est un virus qui infecte les plantes de

la famille des Solanaceae, tel que les plants de tabacs ou de tomates.

Louis Pasteur vaccine avec succeés en 1885 contre le virus de la rage chez ’homme,
et précédemment chez ’animal pour d’autres types d’infections virales, sans savoir
que les virus existaient. Il fallut ensuite attendre 1939 pour la premiére image d’un
virus de TMV a l'aide d'un microscope électronique. Typiquement, un virus a une
taille d’'un dixiéme d’une bactérie, mais depuis quelques années de nouveaux types
de virus ont été découverts, tel que la Pandoravirus, qui atteint des tailles d’un
micrométre [17]. D’autres maladies telles que la fievre jaune, Ebola ou la variole
sont dues a des virus. Il existe aussi des virus qui infectent des bactéries, appelés

Bactériophages, découverts au XXe siécle.

1.1.4 La mécanobiologie

Traditionnellement, les signaux chimiques et électriques ont été pris en compte pour
la compréhension du fonctionnement d’une cellule [18, 19]. Les gradients chimiques
et de pH dans les cellules jouent un role important. De nombreuses cascades de
signaux peuvent étre déclenchées, qui, par interaction de proche en proche entre
différents types de protéines, déclenchent des réponses a différents niveaux de la
cellule. Les signaux électriques quant & eux sont par exemple connus pour le transport
d’information le long des membranes de neurones, par dépolarisation et repolarisation

de cette membrane |[6].

Depuis quelques années, on s’est rendu compte que les signaux mécaniques étaient
tout aussi importants [20]. Ces signaux permettent de transférer de I'information, et
la cellule peut réagir en fonction de ces signaux. Des travaux récents montrent par
exemple que des cellules souches peuvent se différencier en fonction du substrat sur
lesquelles elles poussent [3]. Si le substrat est mou, elles deviendront des neurones.
Si le substrat est dur, elles se différencieront en ostéoblastes. Pour un substrat de
dureté intermédiaire, elles deviendront des cellules épithéliales. Il est donc clair que

les cellules peuvent « sentir » les propriétés mécaniques de leur environnement.
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Des maladies, telles que 1'ostéoporose, 1'ostéo-arthrite, la dystrophie musculaire et
d’autres sont lies a des propriétés biomécaniques anormales [21]. Le vieillisse-
ment des tissus est aussi lié & des dysfonctionnements fontionnels des propriétés

mécaniques.

Lekka et coll. montrent en 1999 que 'on peut détecter une différence d’élasticité
entre des cellules cancéreuses [22] et des cellules saines avec I’AFM. De nombreuses
expériences sont actuellement effectuées sur des cellules pour étudier les changements
d’élasticité, par exemple sous l'effet de drogues, de maladies, ou de modifications
génétiques. Je discuterai de ceci dans la partie 1.3. Les propriétés mécaniques ont
donc une importance dans la croissance et la division cellulaire, et les maladies telles
que le cancer [23]. De nouvelles techniques telles I’aspiration par micropipette [24],
les pinces optiques ou les piéges magnétiques [25, 26| permettent aussi des mesures

de forces sur des systémes biologiques.

L’étude de ces phénomeénes est appelée mécanobiologie [2]. Cette nouvelle approche
de I'é¢tude de la matiere biologique a deux aspects. Le premier est de pouvoir utiliser
la mesure des propriétés mécaniques pour le diagnostic de maladies, en comparant les
propriétés mécaniques de cellules ou de tissus. Le deuxiéme est ’application de forces
mécaniques pour étudier la réponse de la cellule a ces forces. La mécanotransduction

est définie comme la transformation d’un signal mécanique en signal biochimique.

1.1.5 Forces d’interactions en biologie

Une deuxiéme thématique est 1'étude des forces d’interactions en biologie. On peut
par exemple s’intéresser aux interactions entre molécules, telles que les protéines,
les lipides ou les sucres. Ces interactions ne sont pas de simples réactions chim-
iques, a cause de la complexité des macromolécules biologiques. Ces interactions
ne s’effectuent pas de maniére linéaire, impliquant souvent des mécanismes régula-
teurs et des rétroactions, et sont dynamiques [4]. L’espace et le temps sont donc des

parameétres importants pour ce genre d’interaction.

Typiquement, la microscopie a force atomique a été utilisée pour I’étude de la rupture
de complexes de protéines, dont je discuterai plus en détail dans la partie 1.3. Les
forces appliquées permettent d’étudier les interactions allant de quelques liaisons

d’hydrogéne a l'interaction entre deux cellules entiéres |27, 28].

L’adhésion des cellules entre elles pour former un tissu est trés importante, tout
comme l'adhésion de cellules & un substrat. Par exemple, lors de la pose d’une pro-
these, celle-ci est en contact avec les tissus et doit s’intégrer le mieux possible dans

son nouvel environnement. L’adhésion des bactéries ou des virus a des cellules hotes
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est importante, et doit étre prise en compte pour la compréhension des mécanismes
d’infection [15, 29]. L’adhésion spécifique ou non spécifique des bactéries & une mem-
brane de cellule est un phénoméne complexe et encore mal compris. Les bactéries
suspendues dans un liquide vont préférentiellement pousser sur un substrat, et donc
vont s’y attacher des que possible. Les bactéries sont déplacées par mouvement
brownien, les forces de Van der Waals, les forces électrostatiques, la gravitation, et
les interactions hydrophobes [15, 30]. La chimiotaxie et 'haptotaxie! sont aussi des

phénomeénes moteurs qui promeuvent le mouvement des bactéries.

Les forces d’interactions sont classées en deux catégories : les forces de longue portée
(> 50 nm) et les forces de courte portée (< 5 nm) [15]. Leur étude en biologie
suscite actuellement un grand intérét. L’AFM semble étre pour cela l'outil idéal, et

de premiéres mesures ont par exemple déja été effectuées sur des protéines [31].

1.2 Le microscope a force atomique

1.2.1 De la microscopie optique & ’'AFM

Les premiéres méthodes de grossissement sont optiques. Des loupes sont utilisées
depuis environ 500 ans av. J.-C. L’opticien hollandais Hans Janssen et son fils
Zacharias Janssen, et par la suite Galilée, sont connus pour avoir probablement été les
premiers & avoir construit un microscope optique. Antoni van Leeuwenhoek (1632-
1723) est le premier a avoir fabriqué et utilisé un microscope optique pour étudier de

la matiére biologique ; un monde nouveau s’ouvrait a nous.

Il fallut ensuite longtemps avant que n’apparaisse une nouvelle technique de micro-
scopie. En 1931, Ernst Ruska et Max Knol fabriquent le premier microscope électron-
ique. Le gain en résolution fut énorme. Alors qu'un microscope optique n’a qu'une
résolution latérale de plusieurs centaines de nanomeétres, le microscope électronique

permet de nos jours d’obtenir une résolution latérale d’un dixiéme de nanométre.

Malgré son fort gain en résolution, le microscope électronique présente des désavan-
tages. Il est notamment limité au travail sous vide, et nécessite une préparation
d’échantillon compliquée et souvent dénaturante (surtout pour des échantillons bi-
ologiques). Néanmoins, il existe la possibilité de travailler en milieu liquide [32], mais

ceci reste encore exceptionnel.

'L haptotaxie est I’équivalent de la chimiotaxie, mais avec un gradient chimique sur un substrat
et non dans un fluide.
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En 1982, Binnig et Rohrer inventent le microscope a effet tunnel [33] (Scanning

Tunneling Microscope, STM). Ils obtiendront le prix Nobel de physique en 1986 (avec

E. Ruska) pour leur invention. Le STM utilise une fine pointe conductrice. Une faible

tension est appliquée sur la pointe, et celle-ci est approchée a environ 0,5 nm de la

surface d'un échantillon conducteur. La régulation de l'interaction pointe-surface se

fait en mesurant le courant passant entre la pointe et 1’échantillon par effet tunnel

(sous vide, & l'air ou en liquide). La résolution latérale du STM est inférieure a

0,1 nm, ce qui permet d’observer des atomes ou des dépots de molécules [34]|. Le

STM est dédié a I’étude d’échantillons semi-conducteurs ou métalliques. Quelques

expériences ont permis d’imager des objets biologiques en STM, mais nécessitent une

métallisation des échantillons [35].

Ces problémes ont rapidement poussé les chercheurs a trouver une alternative. Il

fallait pouvoir travailler sur des échantillons non conducteurs. C’est ainsi qu’est né le

microscope a force atomique (Atomic Force Microscope, AFM) en 1986 [36]. L’idée

était de ne plus réguler la position verticale de la pointe avec le courant tunnel, mais

avec les forces entre la pointe et la surface. Ceci permet de mesurer l'interaction

entre des atomes uniques. Il existait en 1986 des profilomeétres utilisant le méme type

de leviers que le STM. Ceux-ci avaient un grand rayon de courbure, et déformaient

souvent la surface de maniére plastique [36]. La microfabrication de leviers AFM tres

légers, avec une constante de raideur faible, a rendu possible le développement de la

technique AFM.

(a)

SCANNERS,
FEEDBACK
AFM

FEEDBACK
STM

B

BLOCK (ALUMINUM)

A
B: AFM DIAMOND TIP DIAMOND
C:STM TIP (Au) TP
D: CANTILEVER,

STM SAMPLE
E: MODULATING PIEZO LEVER
seg (AU-FOIL)

FIGURE 1.3: Schéma du microscope a force atomique original.

(b) 25 um .}
: AFM SAMPLE .25 mm

lcm
1
L

y

.8mm

Celui-ci

n’utilisait pas de laser pour la détection de la déflexion du levier, mais un

STM. Reproduit a partir de [36].

Depuis 1986, les microscopes a force atomique ont fortement évolué. En 1989 apparait

le premier AFM commercial, le NanoScopeMP (Digital Instruments) [37]. Derniére-

ment, de nouvelles initiatives ont aussi vu le jour, telles que la construction d’un

AFM bas cotit en LegoMP [38], qui atteint la résolution nanométrique, tout cela pour

100 $ !
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En microscopie optique, la limitation de résolution latérale a été levée par I’apparition
de nouvelles techniques optiques dites de super-résolution. Le PALM (Photo Acti-
vated Localization Microscopy), le STORM (Stochastic Optical Reconstruction Mi-
croscopy), le SIM (Structured-Illumination Microscopy) ou le STED (Stimulated
Emission Depletion Microscopy) sont les quatre techniques les plus couramment util-
isées [39]. Eric Betzig, Stefan W. Hell et William E. Moerner ont obtenu le prix
Nobel de chimie en 2014 pour ces développements. Il est donc possible en théorie de
corréler des images de microscopie a force atomique, de microscopie électronique et de
microscopie optique a super-résolution, car les trois techniques permettent d’imager
avec des résolutions latérales comprises entre un et cent nanométres (Figure 1.4). Ce

fut 'objet d’une partie de mes travaux de thése.

D’autres techniques tels que les rayons X, ou l'utilisation d’un faisceau de neutrons
sont aussi utilisées [40-42]. Ces techniques se basent sur 'interprétation des spectres
de diffraction, donc d’une mesure indirecte, ce qui s’avére plus complexe. De plus ces

techniques détériorent souvent les échantillons.

AFM

Microscope électronique

Microscope optique

Atormes Protéines Virus Bactéries Cellules Tissu

FIGURE 1.4: Différentes techniques de microscopie permettent d’explorer
différents objets biologiques. Récemment, les techniques optiques de super-
résolution sont venues étendre les possibilités de la microscopie optique clas-
sique.

1.2.2 Fonctionnement

La partie la plus importante de ’AFM est le levier a I'extrémité duquel est attaché
une pointe. La détection de la déflexion du levier se fait au moyen d’un laser, qui est
réfléchi par le dos du levier vers une photodiode & quatre quadrants [43]| (Figure 1.5).
Un laser rouge ou infrarouge est utilisé. Cette méthode présente un avantage par
rapport a la détection utilisée initialement et basée sur une pointe STM (Figure 1.3).
La détection par laser est simple a mettre en place, est moins sensible a la rugosité du
levier, et a la dérive thermique [44]. Alternativement, on peut utiliser une méthode

interférométrique optique pour obtenir une meilleure stabilité et une plus grande
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sensibilité [45]. Une autre fagon de détecter le mouvement des leviers est une méthode
piezoélectrique, dans le cas des leviers types Tuning Fork, que je discuterai dans la

section 1.2.3.

Un systéme électronique permet d’asservir la position du levier par rapport a la force
appliquée sur la surface (il s’agit souvent d’un régulateur PID [Proportionnelle —

Intégrale — Dérivée]).

laser
scanner

piezoélectrique
photodiode

levier

pointe

FIGURE 1.5: Schéma d’'un AFM, avec déplacement du levier selon x, y et z
(tip scanner).

Il existe deux familles de microscopes a force atomique. Dans la premiére, c’est le
levier qui est déplacé dans le plan x et y [tip scanner| et I’échantillon ne bouge pas.
Dans la deuxiéme, c’est I’échantillon qui est déplacé en x, y [sample scanner|. Le tip
scanner est avantageux lorsque ’AFM est couplé & un microscope optique, et pour
réaliser des microscopes travaillant sur de grands échantillons (> 1 ¢m?). Dans ce
cas, I’échantillon ne bouge pas, ce qui facilite 'acquisition simultanée d’une image
optique. Le deuxiéme modéle présente un avantage au niveau de la précision en x
et y, car souvent le porte-échantillon contient des boucles de rétroaction pour éviter
I’hystérese due aux éléments piézoélectriques latéraux. Le déplacement vertical quant
a lui peut se faire soit par un tube piézoélectrique en dessous de 1’échantillon, soit
dans la téte supportant le levier. Pour les modes dynamiques dans lesquels le levier
vibre mécaniquement, un petit élément piézoélectrique supplémentaire est placé au

niveau du systéme porte-levier, ou peut méme étre complétement déporté.

Typiquement, les déplacements des éléments piézoélectriques dans la direction verti-
cale z vont de 300nm & 15 um, et les déplacements latéraux vont de 1 pm a 150 pm.
Il faut donc faire des compromis entre vitesse, stabilité et taille des objets que 'on

veut balayer.
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1.2.3 Les types de leviers

Le choix du levier est crucial et dépend principalement de 1’échantillon et du mode
d’imagerie utilisé (cf. 1.2.5). Il existe une multitude de leviers commerciaux, et plus
rarement des équipes fabriquent elles-mémes leurs leviers. Les leviers sont souvent
faits de nitrure de silicium (Si3Ny4) ou de silicium (Si) [46]. Plus rarement, des pointes
sont faites de tungsténe (W), ou en diamant (C), trés dures, pour certaines appli-
cations. Les pointes en nitrure de silicium ou silicium sont souvent dopées et donc
conductrices. Une couche métallique? peut étre utilisée pour améliorer la réflexion
du laser sur le dos du levier AFM (le silicium est semi-transparent). Ceci évite aussi
qu’il y ait une réflexion sur le substrat si celui-ci est réfléchissant, ce qui peut créer
des interférences. De plus, en milieu liquide la réflectivité du nitrure de silicium est

réduite, ce qui rend cette couche indispensable [47].

Les supports de leviers ont une taille standard, ce qui permet de les utiliser sur tout
type de microscope a force atomique. Par contre, le support n’est jamais monté de
maniére horizontale, il y a toujours un léger angle qui peut étre de 7 & 20 degrés selon

le microscope [46].

FIGURE 1.6: a) Leviers MLCT (Bruker AFM Probes) vu au microscope
électronique a balayage. Sur le méme support se trouvent différentes formes
et tailles de leviers. b) Pointe. Longuer approximative des leviers : de I'ordre
de 200 pm. Hauteur de la pointe : de I'ordre de 2 pm a 10 pm.

Des leviers sont aussi souvent recouverts d’une couche conductrice pour les mesures
électriques. On utilise pour cela souvent du platine (Pt). D’autres leviers utilisent
un enduit (coating) cobalt-chrome (Co-Cr) pour la microscopie a force magnétique
(MFM, Magnetic Force Microscopy). L’enduit peut aussi étre choisi pour fonc-
tionnaliser la pointe avec des molécules. Un levier recouvert d’or peut étre facile-
ment fonctionnalisé avec des protéines [48-50]. Des monocouches auto-assemblées
d’alcanethiol (self-assembled monolayers [SAMs|) sont souvent utilisées pour ceci [51,
52].

Les formes des leviers sont aussi multiples que les matériaux qui les composent. La

plus classique est une simple poutre. Des leviers triangulaires existent aussi. Sur un

2Cette couche est souvent en or (Au) ou en aluminium (Al)
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support tel que celui de la Figure 1.6, il y a souvent plusieurs types de leviers. La
caractéristique la plus importante dans le choix du levier est sa constante de raideur
k [N/m] (ou sa fréquence de résonance fy [Hz|). Par exemple, pour des mesures
d’élasticité de cellules, il faut que le levier soit suffisamment mou pour ne pas abimer
la cellule, mais assez dur pour produire une indentation suffisante (en général on
utilise des valeurs de l'ordre de 0,5 & 0,01 N/m, donc proches de la constante de
raideur de cellules) [53].

Les formes de pointes les plus utilisées sont sphériques, pyramidales, coniques ou
cylindriques. Les modéles cylindriques sont assez récents [54]. Il est aussi possible
d’attacher des billes & des leviers sans pointe, pour se fabriquer soi-méme ses in-
denteurs. Ceci se fait par exemple avec des microsphéres en borosilicate [55] ou de
silice [56]. On peut aussi utiliser un nanotube de carbone comme pointe [57, 58|, ou
faire croitre des nano aiguilles de carbone amorphe sous le levier [58]. Des leviers sans
pointes ont aussi été modifiés pour permettre de prendre en compte l'inclinaison du
levier lorsqu’on appuie sur des cellules [28]. Une autre technique, le SNOM (Scanning
Near-Filed Optical Microscopy) consiste & utiliser une fibre optique ou un levier avec
un trou au niveau de la pointe pour acquérir de la lumiére envoyée sur 1’échantillon
[59, 60].

Il existe depuis la fin des années 90 une nouvelle technologie qui est actuellement
en plein essor, surtout pour l'imagerie sous vide ou a l'air, sur échantillons durs.
Des pointes sont montées sur des quartz, qui sont utilisés comme oscillateurs. Je
discuterai plus en détail de ces leviers de type Tuning Fork et Length FExtensional
Resonators (LER) dans la partie III.

Derniérement, le développement de leviers trés courts et trés fins a permis d’augmenter
la vitesse d’'imagerie [61, 62]. Ceci a permis d’approcher en AFM de la vitesse

d’imagerie en vidéomicroscopie photonique.

1.2.4 Forces entre la pointe et I’échantillon

Il existe une grande variété de forces entre la pointe et 1’échantillon [40, 46, 63-65]. 11
est important de comprendre leur origine pour pouvoir interpréter le contraste obtenu
dans les images AFM, mais aussi pour pouvoir optimiser les paramétres d’imagerie

pour des échantillons fragiles [46].

Les forces les plus importantes sont la force attractive de Van der Waals, et la force

répulsive électrostatique (force de Coulomb).

La force électrostatique provient de I'interaction entre deux particules chargées. Deux

charges de méme signe se repoussent et deux charges de signe contraires s’attirent.
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Cette force s’exprime comme une fonction décroissante exponentiellement en fonction

de la distance de séparation.

Les forces de Van der Waals proviennent des fluctuations des moments dipolaires
électriques de molécules (ou de surfaces) lorsqu’elles sont approchées. Le potentiel
correspondant a la force de Van der Waals est composé de la somme de trois poten-
tiels : le potentiel de Keesom, le potentiel d’induction (dit de Debye), et le potentiel
de dispersion (dit potentiel de London). L’intégration du potentiel de Van der Waals
sur la surface de la pointe de ’AFM permet d’obtenir des lois d’interaction pointe-
surface dépendant de la géométrie de la pointe et de la surface. C’est ainsi qu’est
introduite la constante de Hamaker, qui contient toutes les contributions physico-
chimiques [46]. La loi de puissance des forces de Van der Waals dépend aussi de la

géométrie de la pointe et de la surface.

En liquide apparaissent de nouvelles forces, attribuables aux ions. La théorie DLVO
(Derjaguin, Landau, Verwey, et Overbeek) explique le comportement des forces aux
interfaces solides liquides [46]. Cette théorie prend en compte deux composantes: les
forces de Van der Waals et une force répulsive due a la double couche ionique. Je

discuterai plus particuliérement des forces en milieu liquide dans la partie III.

D’autres forces peuvent étre présentes. Les forces capillaires apparaissent a lair, et
peuvent étre éliminées en imageant dans 'eau [40]. Elles sont dues au ménisque d’eau
qui peut se former autour de la pointe en présence d’humidité dans 'air. L’attraction
hydrophobe apparait quand des surfaces hydrophobes sont approchées I'une de I'autre

en milieu liquide.

Les forces de solvatation apparaissent en milieu liquide, quand deux surfaces sont
approchées. Les molécules de liquide entre les deux surfaces s’organisent en structure.
Ces structures de molécules sont expulsées latéralement lorsque la distance entre les
surfaces diminue, ce qui crée une force oscillante, appelée force de solvatation [4].
Pour 'eau, on parle souvent de couches d’eau (water layers), et la force est appelée
force d’hydratation [4, 64]. Néanmoins, 'origine de ces forces (tout comme celle des

forces hydrophobes) n’est pas encore complétement comprise [46].

Les forces d’interaction entre la pointe et des lipides peuvent étre interprétées avec
des modeles différents, que je ne détaillerai pas ici [46]. Il existe aussi des modéles
pour les forces dues aux encombrements stériques, pour la force de pont (bridging
attraction) entre une molécule et son site de reconnaissance, et pour les forces de

déplétion qui expliquent la force attractive entre certaines particules colloides [4].

© 2014 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Michka Popoff, Lille 1, 2014

19

1.2.5 Modes d’imagerie en AFM

Suivant les avancées technologiques, et 'apparition de nouveaux besoins pour im-
ager des échantillons de plus en plus sensibles, de nouveaux modes d’imagerie sont
apparus. L’AFM original fonctionnait & force constante, ce qui est maintenant ap-
pelé communément mode contact. Ceci était di au fait qu’il était simple de réguler
la force appliquée a I’échantillon de maniére statique. Tant que les surfaces étaient
dures, ceci était satisfaisant. Par contre, une fois que les chercheurs se sont attaqués
a des échantillons mous tels que des polymeéres ou de la matiére biologique, de nou-
veaux modes sont apparus, car il fallait que la pointe interagisse moins fortement
avec la surface. Ont ainsi été développés les modes oscillants ou dynamiques, tels

que le mode Tapping.

Les modes d’imagerie se divisent donc en deux grandes familles; le mode statique

(contact, Force Volume, QI™) et les modes dynamiques ( Tapping, non-contact, Peak

Force Tapping™). Je discuterai rapidement de ces modes dans la partie qui suit.

1.2.5.1 Mode contact

Le mode contact (CM, Contact Mode) est le mode le plus simple. La pointe est
approchée de la surface, jusqu’a une déflexion maximale définie par 1'utilisateur. La
pointe est ensuite déplacée ligne par ligne, et la boucle de rétroaction électronique
garde la déflexion constante. Deux images sont enregistrées : la position verticale
de I'élément piézoélectrique et lerreur sur la déflexion verticale [66]. La déflexion
horizontale peut aussi étre enregistrée et donne une information sur la friction lors

de I'imagerie.

Sur des cellules, le mode contact peut étre utilisé. 1l faut pour cela utiliser un
levier trées mou. Plus on appuie, plus le cytosquelette est visible, car on indente la
cellule. Une application originale du mode contact est son utilisation pour la mesure
de 'élasticité de cellules, en faisant plusieurs images de la méme zone a des forces
d’appui différentes [67]. Ceci permet de reconstruire une carte d’élasticité de maniére

plus rapide qu’en mode Force Volume, que je détaillerai dans la partie 1.2.5.5.

1.2.5.2 Mode non-contact

Les forces latérales exercées par le mode contact le rendent difficilement utilisable sur
des échantillons fragiles. L’obtention d’images avec une résolution atomique semble
compliquée et controversée |68, 69]. En 1987, Martin et coll. introduisent le mode
non contact [44], aussi appelé mode FM-AFM (Frequency Modulation AFM). Le
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levier est excité a une fréquence proche de sa fréquence de résonance. La forme de
I’amplitude suit la forme Lorentzienne. Lorsqu’on approche la pointe de la surface,
les forces attractives de Van der Waals modifient la constante de raideur du levier,
ce qui diminue sa fréquence de résonance. Le mode non-contact fonctionne avec une
faible amplitude d’oscillation, et est préférentiellement utilisé sous vide ou & I’air, sur
des surfaces trés planes. La résolution atomique a pu étre atteinte a I’air en utilisant

des leviers de type Tuning Fork [69].

(@ (b)

Amplitude libre
Amplitude décalée

Van der Waals
Electrostatique 1
VdW + Electrostatique

I Non-contact

Amplitude [Arb]
U [Arb]

fo |fy
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FIGURE 1.7: a) Décalage en fréquence de la courbe de résonance d’un levier
lorsqu’il est approché d’une surface. fy est la fréquence de résonance. La
fréquence d’excitation fi est utilisée lors de I'imagerie. b) Puits de potentiel
(U) entre la pointe et la surface. En vert, potentiel électrostatique répulsif.
En bleu, potentiel attractif de Van der Waals. En noir, somme des deux
potentiels. Les courbes ne sont pas a I’échelle.

1.2.5.3 Mode Tapping

En 1993, Zhong et coll. introduisent un nouveau mode d’imagerie, appelé mode
Tapping, aussi appelé mode de contact intermittent [70], ou AM-AFM (Amplitude
Modulation AFM). L’idée est d’augmenter fortement l’amplitude d’oscillation du
levier. Celui-ci entre en contact avec la surface a chaque cycle d’oscillation. Ce mode
a connu un large succes car il est, en pratique, un bon intermédiaire entre le mode
contact et non-contact. Il est plus simple de travailler dans la partie répulsive du
puits de potentiel, car ceci ne nécessite pas d’AFM sophistiqué. La régulation se fait
sur 'amplitude de la résonance. Quand la pointe s’approche de la surface, 'amplitude
diminue. L’utilisateur définit donc un seuil d’amplitude pour laquelle I’électronique

adapte la position verticale de 1’élément piézoélectrique.

1.2.5.4 Courbes de force

La technique de mesure par courbe de force consiste a déplacer le levier selon la

direction perpendiculaire a la surface, pour entrer en contact avec celle-ci [47]. 11
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existe deux modes d’acquisition pour les courbes de forces. Dans le premier, le levier
est approché pas a pas par I’élément piézoélectrique, et a chaque instant la position z
de I’élément piézoélectrique et la déflexion sont enregistrées. Dans le deuxiéme, on fait
osciller le levier par un deuxiéme élément piézoélectrique a une certaine fréquence, et
dans ce cas-la c’est I’amplitude et la position z du premier élément piézoélectrique qui
sont enregistrées. Ce deuxiéme mode est un mode non contact, et est plus rarement
utilisé. En pratique, on fait donc ’acquisition d’une courbe de déflexion — extension,

qui est représentée sur la Figure 1.8.

Hors contact Contact Hors contact Contact

®3)

Déflexion du levier (d)

Déflexion du levier (d)

(6) , (5) |

Extension du piezo (z) Extension du piezo (z)

FIGURE 1.8: Deux courbes de déflexion — extension en milieu liquide, avec
peu d’adhésion de la pointe au substrat. En bleu la courbe d’approche, en
rouge la courbe de retrait. La courbe de gauche représente typiquement ce
que 'on obtient sur un substrat dur, celle de droite sur un substrat plus mou.

Nous pouvons décomposer la courbe de déflexion — extension en six parties, comme
I'indique la figure Figure 1.8. Lorsque le levier est éloigné de la surface de I’échantillon
(a gauche sur la figure), celui-ci est au repos et la déflexion est nulle (1). La courbe
d’approche montre que tant que la pointe ne touche pas la surface de I’échantillon il
n’y a pas de déflexion (2). Une fois la pointe en contact avec la surface de I’échantillon
(3), le levier appuie sur la surface et indente éventuellement 1’échantillon. Lorsque le
levier est rétracté (4), la déflexion diminue (ainsi que la force exercée sur la surface).
A cause des forces d’attraction (capillaires, Van der Waals...) et/ou d’adhésion, il
faut appliquer une force supplémentaire pour détacher la pointe de la surface, ce qui
crée une déflexion du levier dans le sens opposé (5). Une fois la pointe détachée de la
surface, la déflexion redevient nulle et le levier revient a sa position initiale (6). La
limite entre les deux régions (contact et hors contact) est le point de contact. Celui-ci
est facilement déterminable pour des matériaux durs et plus difficilement pour de la
matiére molle, car dans ce cas la transition entre les deux zones (contact et hors

contact) est mal définie.

Les paramétres critiques ici sont la force appliquée, 'amplitude du mouvement en

z de I'élément piézoélectrique (ramp size), la vitesse d’approche et de retrait, et
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I’échantillonnage de la courbe de force®. Les applications de cette technique sont

nombreuses et seront discutées dans la section 1.3.

Il faut prendre en considération que ’AFM ne mesure pas directement la distance
entre la pointe et la surface. La position de 1’élément piézoélectrique et la déflexion
sont mesurées [40]. Premiérement, nous pouvons considérer que la déflexion du levier
est faible et linéaire [47]. La déflexion d est donc régie par la loi de Hooke et nous
pouvons écrire ’expression de la force F' appliquée par le levier, avec k. la constante
de raideur du levier :

F=kd (1.1)

En connaissant la valeur de la constante de raideur k. (déterminable par calibrage,
voir partie 1.2.6) nous pouvons donc transformer notre courbe de déflexion — exten-

sion en courbe de force — extension.

La deuxieéme étape consiste a trouver la distance entre la pointe et I’échantillon a tout
moment de la courbe de force [46, 47|. Sur la Figure 1.9, on considére le mouvement
z de I'élément piézoélectrique, d la déflexion du levier lors de ce mouvement, D la

distance pointe surface, et ¢ I'indentation de la surface.

FIGURE 1.9: Schéma d’un levier a pointe sphérique lors de ’acquisition d’une
courbe de force. a) Partie hors contact, b) indentation.

On peut alors écrire la relation suivante :

D=z—d—34 (1.2)

Dans la partie hors contact (Figure 1.9 a)), la déflexion d est nulle car la force
appliquée sur le levier est nulle. L’indentation ¢ est aussi nulle pour cette partie.
Une fois le contact atteint (Figure 1.9 b)), la distance D est nulle, et il y a une
indentation 0. Le point de contact est donc défini comme le point ou D = 0 et § = 0.
La relation 1.2 est valable méme s’il y a une déflexion d dans la partie hors contact

(due par exemple & des forces attractives ou répulsives au niveau de la surface de

3Ceci est important, car par exemple un mouvement de I’élément piézoélectrique de 5000 nm
avec un échantillonnage de 512 points donne un point enregistré environ tous les 10 nm.
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’échantillon). On peut ainsi utiliser cette relation pour obtenir finalement la courbe

dite de force — distance.

1.2.5.5 Mode Force Volume

Trés souvent les courbes de forces sont acquises selon une grille carrée ou rectangulaire
(Figure 1.10). Ce mode d’acquisition est appelé Force Volume ou Force Map. 11
existe plusieurs variantes de déplacement de la pointe [47], mais la plus utilisée est

celle décrite sur la Figure 1.11.

FIGURE 1.10: Acquisition de courbes de forces en mode Force Volume. La
pointe avance pixel par pixel, selon I'axe dit «rapidey». Une fois une ligne
terminée la ligne suivante est acquise, selon ’axe dit «lent».

FIGURE 1.11: Acquisition de plusieurs courbes de forces (Mode Force Vol-
ume). L représente le déplacement réel de la pointe.

La méthode Force Volume est lente, car I'acquisition de chaque courbe de force prend
un certain temps. Typiquement, on peut compter 5-6 minutes pour 64x64 pixels et
plus de 30 minutes pour une acquisition de 128x128 pixels (dans le cas de mesures
d’élasticité). Les résultats de I'analyse des courbes de force ne se font presque jamais
a la volée, mais souvent a posteriori*. Typiquement, les cartographies Force Volume
font entre 32x32 et 128x128 pixels. Ceci a son importance, car la résolution latérale
est vite affectée par ce paramétre: pour une zone de 10 pm x 10 pm, avec 128x128

pixels, on acquiert un point tous les 78 nm, ce qui est relativement mauvais pour un

4Le calcul se fait a posteriori, car la puissance de calcul nécessaire est importante.
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AFM. Sachant qu’une cellule épithéliale fait souvent plus de 40 pm x 40 pm, le temps
d’acquisition peut rapidement exploser avec cette technique. Néanmoins, elle reste a

ce jour la plus utilisée pour mesurer des propriétés mécaniques d’échantillons.

1.2.5.6 Quantitative Imaging (QI™)

Le mode Quantitative Imaging™ (QI) a été développé par la compagnie JPK. Il est
basé sur le mode Force Volume. Dans ce mode le trajet du levier est optimisé en
lui faisant parcourir une trajectoire paraboloide. Il permet un gain substantiel en
vitesse (sans aller aussi vite qu'une acquisition en mode contact ou Tapping). Grace
a sa vitesse et 'utilisation de faibles forces, ce mode permet d’imager des échantillons
difficiles, tels que des échantillons mous ou peu attachés au substrat [71|. L’avantage
d’une acquisition plus rapide permet aussi d’acquérir plus de pixels, ce qui permet

d’augmenter la résolution latérale des images obtenues.

1M

— .

aj

FIGURE 1.12: Modes d’imagerie : a) Contact, b) Force Volume, ¢) Quanti-
tative Imaging.

1.2.5.7 Peak Force

La force appliquée par le mode Tapping sur un échantillon va de 10 nN a 10 uN [72],

°. De plus, obtenir des

ce qui est trop important pour des échantillons biologiques
informations sur les propriétés mécaniques a partir de ce mode est compliqué, méme

en étudiant les amplitudes a différentes harmoniques |74, 75].

C’est ainsi qu’est introduit en 1997 un nouveau mode, appelé le mode pulsé (Pulsed
Mode) |72]. Ce mode a connu un succés récent lors de sa commercialisation par la
compagnie Bruker, sous le nom de Peak Force Tapping™, grace & une gestion plus

fine de la force appliquée, de I'ordre du piconewton |76, 77].

Dans ce mode, on applique une oscillation sinusoidale au tube piézoélectrique, a
une fréquence entre 100 Hz et 5 kHz, donc complétement hors de la fréquence de
résonance du levier. L’amplitude d’oscillation est de 'ordre de 10 nm a 1000 nm. A

chaque cycle d’oscillation, la pointe entre en contact avec la surface, et une courbe

®Des estimations plus récentes en Tapping rapide (tapping-mode high-speed) prédisent des forces
plus petites que 20 pN, car le temps de contact est pris en compte pour le calcul de la force [73].
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de force est enregistrée. L’électronique permet de calculer des valeurs d’élasticité,
la distribution de charges de surface, et d’adhésion directement a partir des signaux
analogiques. La régulation de la position du levier est faite sur la déflexion maximale

de celui-ci.

Les leviers utilisés doivent étre raides, car il faut qu’il n’y ait pas trop d’adhésion a
la surface de I'échantillon. Ceci implique une moins bonne sensibilité en force [46].
En liquide, la déflexion maximale du levier peut étre équivalente a la déflexion due
a l'interaction pointe-surface, ce qui peut rendre 'interprétation des données com-
pliquée [46]. De plus, les modéles de calcul de 'élasticité (cf. partie 1.3.2) sont établis
pour des mesures effectuées a 1’équilibre pour chaque instant, donc dans le cas d’un
régime quasi statique. Il se pose donc 'utilisation de ces modéles pour I'interprétation

des propriétés mécaniques d’échantillons [78§].

1.2.6 Le calibrage du levier

Pour pouvoir interpréter les données AFM, deux valeurs sont nécessaires. La premiére
est la sensibilité, et la deuxiéme la constante de raideur du levier. La caractérisation
de ces deux valeurs est actuellement un des points faibles de la mesure absolue de

propriétés mécaniques d'un échantillon.

La déflexion du levier, mesurée par la photodiode, est enregistrée en volts par le
microscope. Le facteur de conversion entre volts et nanométres est appelé la sensibilité
(deflection sensitivity). La technique habituelle pour déterminer cette constante est
d’effectuer une courbe de force sur un substrat dur. La pente de la courbe de force
dans la partie d’indentation est alors définie comme la sensibilité [46, 47|, donnée
en m/V (InvOLS, Inverse Optical Lever Sensitivity). 1l existe aussi de multiples
corrections supplémentaires qui sont a prendre en compte pour le calibrage de la
sensibilité, mais qui sont peu utilisées, en fonction de la position du spot laser sur le

levier, ou dans le cas ou la pointe est fonctionnalisée avec des molécules [79, 80].

La technique la plus utilisée pour la détermination de la constante de raideur k. est
basée sur la mesure du bruit thermique. Il faut tout d’abord se placer loin de la
surface avec le levier, pour ne pas étre sujet a des forces a longue portée. Le levier
est considéré comme un oscillateur harmonique soumis uniquement aux fluctuations
thermiques. En mesurant les fluctuations du levier & une température donnée, donc
en mesurant la densité spectrale de puissance (PSD, Power Spectral Density), k. peut

étre déterminé en utilisant le théoréme de I’équipartition de I’énergie [80, 81].
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De nombreuses autres techniques existent, que je ne détaillerai pas ici [40, 82, 83]. On
peut par exemple utiliser I’équation théorique d’une poutre [47, 82|, ou une mesure
Doppler [84].

1.3 Applications de ’AFM a la biologie

Depuis les premiéres expériences d’AFM, le nombre d’applications a rapidement
grandi. Certains auteurs ont déja traité du sujet de maniére extensive [1, 23, 60, 85—
91], donc je discuterai ici uniquement des quelques expériences utilisées en routine
et qui font que PAFM se démocratise pour les études biologiques, et de quelques

applications originales.

L’AFM sert tout d’abord a obtenir une image topographique d’un échantillon. Hansma
et son équipe imagent des bactéries Halobacterium Halobium a 'air et des globules
rouges et blancs fixés en milieu liquide, au début des années 90 [92]. L’imagerie a
I’air libre est souvent la plus simple, mais implique une dégradation de la plupart des
échantillons biologiques. Souvent elle est réservée a I'imagerie de virus [93, 94|, de
I’ADN [95, 96], ou dans certains cas sur des membranes lipidiques [41]. L’imagerie

en milieu liquide est aussi possible, comme le montre la Figure 1.13.

m /\ ﬁ/\k

’ CTRL %™ ' gppr2 %W 0 SEPT11 '50¥™

FI1GURE 1.13: Exemple d’imagerie en mode contact sur des cellules HeLa,
pour une étude de leffet de la déplétion en septines SEPT2 et SEPTI1I.
La premiére rangée correspond a l'erreur de déflexion, la deuxiéme a une
reconstruction tridimensionnelle. La derniére rangée affiche des profils de
hauteur. [97]

Avec 'avénement de nouveaux modes tels que le mode QI et Peak Force, 'imagerie

d’échantillons fragiles est maintenant grandement facilitée par rapport a 'imagerie
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en mode contact ou Tapping [64, 71], ce qui facilite 'utilisation de PAFM pour des
mesures de topographie. De plus, ces nouveaux modes sont multiparamétriques ; ils
permettent d’obtenir des informations sur 1’élasticité et sur ’adhésion en sus de la
topographie |64, 71, 74, 77].

La seconde application que 1'on rencontre le plus est la mesure de 1’élasticité. Par
exemple, la détection de cellules cancéreuses se fait en comparant les histogrammes
d’élasticité obtenus sur deux populations, I’'une saine et 'autre malade, en prenant
une quantité suffisante de courbes de force [22, 98-101|. Ceci a ouvert une voie pour
la tentative d’utilisation de 'AFM pour la détection de cellules malades, provenant

de tissus prélevés sur des patients [99].

Il est connu qu’il peut étre difficile de diagnostiquer un cancer. Les marqueurs chim-
iques exprimés par les cellules font 'objet d’études poussées, mais ne suffisent pas tou-
jours a déterminer si une cellule est cancéreuse ou non. Par exemple, McEwen et coll.
utilisent 'AFM conjointement avec de la microscopie Raman pour leur étude [102].
Des expériences plus récentes montrent que dans certains cas il n’y a pas de change-
ment d’élasticité pour des cellules cancéreuses, ou méme qu’elles deviennent plus
dures et non plus molles [103]. Ceci rend donc plus difficile la détection de cellules
cancéreuses. Dernierement, la viscosité de cellules cancéreuses a été étudiée, et semble

étre une autre fagon de trouver des différences entre deux populations [104].

D’autres expériences combinent un microscope optique confocal & I’AFM pour étudier
la compressibilité des noyaux de cellules cancéreuses [105]. La contribution du cy-
tosquelette a ’élasticité est aussi étudiée [106, 107]. Il semble a priori logique que
la forme des cellules, et donc le cytosquelette, soit intrinséquement liée a 1’élasticité
mesurée. L’expérience la plus classique est de traiter des cellules avec une drogue, la
cytochalasine, qui dépolymeérise les filaments d’actine, ce qui résulte en une élasticité
moindre des cellules [108-111]. D’autres facteurs comme la polarisation de la mem-
brane cellulaire sont aussi a I’étude [111]. Radmacher et coll. montrent que 1'on peut
aussi suivre 1'élasticité de cellules lors de la division cellulaire [112]|. Cette technique
de comparaison de 1’élasticité ne se limite pas au cancer et peut étre étendue a des

cellules traitées par des drogues ou modifiées génétiquement [97, 108-111].

Récemment, S. Kasas, F. Lafont, C.Roduit et coll. ont introduit un nouveau mod-
¢le pour le calcul de l'élasticité, baptisé tomographie de dureté (stiffness tomogra-
phy) [113]. A partir de I'acquisition de courbes de forces en mode Force Volume, on
peut en théorie obtenir une information sur I’élasticité d’éléments intracellulaires. Je
discuterai plus en détail du calcul de I'élasticité a partir de courbes de forces et de ce
modéle dans la partie II. Une illustration des résultats obtenus précédemment avec
cette technique est donnée sur la Figure 1.14.
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FIGURE 1.14: Tomographie de dureté sur un neurone vivant. La topographie
est affichée en jaune. L’échelle de couleur donne les valeurs de I’élasticité,
pour différentes profondeurs d’indentations. Il semblerait donc possible de
détecter des éléments plus durs ou plus mous a l'intérieur du cytoplasme
d’une cellule. Reproduit a partir de [113]

Une troisiéme application est la caractérisation de l’adhésion a partir de la courbe
de retrait. Les mesures les plus simples sont les mesures du travail (la surface sous
la ligne de base, dans la partie d’adhésion) et de la force maximale de rupture [51,
86, 114]. Souvent, les leviers sont fonctionnalisés avec des protéines ou des molécules
qui interagissent avec une protéine réceptrice ou une autre molécule. On peut ainsi
étudier en détail I'interaction entre deux molécules [115-117], et par exemple calculer
la constante de temps de la réaction chimique ou la taille du puits de potentiel. Cette

technique est appelée la spectroscopie de force (DFS, Dynamic Force Spectroscopy).

Force

f
z piezo distance -
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Probability of event

FIGURE 1.15: Détection d’événements sur la courbe de retrait. Le levier
est fonctionnalisé avec la protéine InlB (protéine invasive de Listeria mono-
cytogenes), et balaye des cellules traitées avec différents petits ARN inter-
férents (siRNA, small interfering RNA). Ceci permet de quantifier le nombre
d’interactions entre InlB et son récepteur, MET, sur la surface de la cellule.
Reproduit a partir de [97]

Une application plus récente, d’imagerie haute vitesse, est proposée par T. Ando et
coll., qui a été pionnier dans le développement d’'un AFM ultra rapide en 2001 [90,
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118]. Celui-ci lui permet de faire une premiére observation d’une protéine de myo-
sine se déplacant sur un filament d’actine, déposé sur un substrat plat. Une vraie
révolution, avec une résolution temporelle de moins d’une seconde par image. Rapi-
dement, d’autres groupes se sont équipées, et ont étudié la croissance et I’assemblage
de protofibriles de lithostathine [119], ou ont modifié le microscope original pour
avoir un accés optique a I’échantillon [120]. L’imagerie de protéines avec un AFM
conventionnel est aussi possible, comme le montrent Liu et Scheuring [121]. II est
méme possible d’obtenir des informations sur 1’élasticité de certaines parties d’une
protéine [77] (Figure 1.16). Toutes ces techniques d’imagerie rapides ou & haute réso-
lution se font sur des surfaces souvent tres petites et trés planes, dans des conditions
particuliéres. Imager une protéine sur une membrane de cellule épithéliale intacte et

vivante est encore au stade du développement.

FIGURE 1.16: Imagerie de la Bactériorhodopsine sur membrane pourpre
d’Halobacterium Salinarum. A gauche la topographie, et a droite I'élasticité.
L’image a été obtenue en mode Peak Force. Reproduit a partir de [77].

Il existe aussi quelques applications originales, qui détournent 'AFM de son but
d’imagerie. On peut par exemple aspirer des nano-objets, ou injecter des fluides dans
des cellules [58, 122-125|, en utilisant des pointes creuses et des systémes de pom-
pes. On peut par exemple maintenant transfecter efficacement une cellule unique.
La nano manipulation d’objets, et surtout de bactéries et de cellules semble promet-
teuse. Ceci permet ’étude de I'interaction bactérie-cellule, cellule-cellule, ou cellule-
substrat [126-128]. Une derniére application plus récente est la détection de bactéries
ou de protéines, qui peuvent se coller sur des leviers sans pointe. Les leviers oscil-
lent d’une facon différente une fois que ces bactéries ou protéines ont adhéré au
levier [129, 130].
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1.4 Problématique

Il existe actuellement différents axes de développement dans la communauté de la
microscopie & force atomique pour I'étude du monde du vivant. Evidemment, des
améliorations matérielles sont a I’étude [40, 90, 131]. De nouveaux types d’AFM
permettent par exemple d’imager des cellules entiéres a haute vitesse, sur une zone
de 100 pm x 100 pm [132]. Les résolutions spatiales et temporelles des acquisitions
AFM sont donc une préoccupation majeure. De nouvelles techniques d’imagerie telles
que le mode QI ou le Peak Force permettent d’obtenir les propriétés mécaniques
et adhésives des échantillons & plus grande vitesse. Ceci crée donc 'opportunité
d’obtenir de grandes quantités de données, ce qui permettra d’augmenter la précision
statistique des mesures [133]. L’AFM est encore loin de concurrencer des techniques
de criblage a haut débit utilisées actuellement en biologie et en pharmacologie [134],
mais on pourrait néanmoins s’en approcher avec ce que 'on pourrait appeler un
criblage & moyen débit, ou de multiples drogues et composés chimiques pourraient

étre testés sur des cellules.

Le développement de leviers trés courts est apparu avec I’avénement des AFM rapi-
des [61, 62]. Ceci s’accompagne donc d’une montée en fréquence de résonance de ces
leviers, ce qui rejoint les développements actuellement effectués sur les sondes basées
sur des résonateurs a quartz [135]. Ces sondes ne sont pas spécialement adaptées
pour de I'imagerie rapide, mais sont surtout intéressantes car elles s’affranchissent de

la détection optique.

Un deuxiéme axe de développement est la corrélation des données AFM avec des don-
nées provenant d’autres types de microscopies. La microscopie corrélative est actuelle-
ment en plein essor en biologie. Le technique CLEM (Correlative Light-FElectron
Microscopy) est la plus utilisée, et consiste & corréler spatialement des images de
microscopie optique et électronique. Cette technique sert principalement & localiser
des organites ou des protéines a 'intérieur de cellules [136, 137|. L’ajout de nouveaux
types de microscopies, telles que la microscopie Raman [102|, 'analyse chimique de
composants en microscopie électronique [138, 139], I'imagerie calcique [18, 140], sem-
ble aussi prometteur. Cette corrélation est donc envisageable avec les multiples don-
nées obtenues en microscopie a force atomique, telles que la topographie, 1’élasticité,
I'adhésion... De nouvelles techniques de microscopies optiques a haute résolution [39],
avec une résolution latérale de la dizaine de nanomeétres, semblent encore plus adap-
tée pour la microscopie corrélative, car proche de la résolution de ’AFM sur cellule

en liquide.

Plus marginalement, d’autres modes de microscopie a force atomique commencent a

étre utilisés en biologie, qui précédemment étaient réservés a 1’étude de composants
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électroniques. On pense par exemple ici aux modes EFM, KFM, MFM, et SCM
(Scanning Capacitance Microscopy). Ces modes sont utilisés pour la mesure de forces
électrostatiques, magnétiques ou capacitives, ce qui semble prometteur pour 1'étude

des forces d’interaction en biologie, introduites dans la partie 1.1.5.

La suite de ce manuscrit se divise en deux parties. Dans la premiére,
je m’intéresse au couplage entre PAFM (mesures d’élasticité) et les mi-
croscopies optique (classique et haute résolution) et électronique. Ceci
permettra d’étudier plus en détail la validité du modéle de tomographie
de dureté pour la détection d’organites et de microorganismes intracellu-
laires. La seconde partie est plus prospective, et j’explore la possibilité
d’effectuer des mesures de potentiels de surface sur des échantillons bio-

logiques, a l’air et en liquide, a I’aide du mode KFM.
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1. Mesures d’élasticité en microscopie

a force atomique

Dans cette partie, je me suis intéressé a 1’étude de 1'élasticité intracellulaire de dif-
férents objets (organites et microorganismes) a l'aide de la microscopie corrélative.
Nous avons baptisé cette approche CLAFEM, pour Correlative Light Atomic Force
Electron Microscopies. Cette approche ajoute la microscopie a force atomique a la
technique appelée CLEM (Correlative Light-FElectron Microscopy) [136, 137|. Pour
pouvoir étudier la validité de tomographie de dureté, il est indispensable de pouvoir
corréler I'information d’élasticité avec d’autres types de microscopies. Des marquages
fluorescents permettent de localiser précisément des objets a I'intérieur de cellules a
I’aide du microscope optique, et la microscopie électronique permet d’avoir une con-

firmation supplémentaire sur la localisation et 'ultrastructure des objets visualisés.

AFM: Topographie
et/ou élasticité

Lumiére transmise
ou DIC

Epi-Fluorescence
et/ou

microscopie optique
haute résolution

Microscopie electronique

FIGURE 1.1: L’approche CLAFEM permet d’étudier la méme structure in-
tracellulaire avec différents types de microscopies.

J’'introduirai dans ce chapitre les différentes facons d’obtenir des valeurs d’élasticité a
partir de courbes de force. Ensuite, je discuterai du modeéle de tomographie de dureté
pour la détection d’objets intracellulaires. Dans le chapitre suivant, je présenterai le
logiciel d’analyse de courbes de force et de corrélation que j’ai écrit lors de cette
thése pour la mise en place de 'approche CLAFEM. Finalement, je présenterai les
résultats obtenus sur des cellules fixées et vivantes, et je discuterai des limitations de
la technique de tomographie de dureté.

35
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1.1 Définition de I’élasticité

L’¢élasticité est définie comme la propriété d’un matériau a reprendre sa forme initiale
aprés une déformation. Sile matériau ne reprend pas sa forme initiale, la déformation

est dite plastique [46].

Pour établir la loi de comportement! de I’élasticité, prenons le cas d’un matériau

solide, soumis a une force, tel qu’illustré dans la Figure 1.2.

FIGURE 1.2: Déformation d’un matériau sous ’effet d’une force F .

On peut alors définir la déformation relative (strain) comme la grandeur suivante :

AL 1=
T

&

(1.1)

On définit aussi la contrainte (stress) comme la grandeur suivante :
g =

F
3 (1.2)

La contrainte a comme unité la pression (pascal, N/m?). Les deux grandeurs F' et Al
sont respectivement rapportées sur la surface S et la longueur d’échantillon initiale [y,
pour pouvoir comparer deux mesures entre elles. I’ et Al sont relatifs a la structure,

o et € sont relatifs au matériau.

Les relations (1.1) et (1.2) sont liées par un comportement linéaire dans le cas de
I’élasticité. La Figure 1.3 représente cette évolution. Les deux fléches indiquent
la déformation due a la force appliquée, puis le retour a la position initiale [141].
L’élasticité est un phénomeéne réversible. A noter que l'on aurait pu obtenir ex-
actement le méme comportement en partant d’une situation ou I'on étire d’abord le

matériau et qu’on relache la contrainte par la suite.

'Les lois de comportement en science des matériaux sont des lois empiriques.
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Pour de grandes déformations, il peut y avoir deux comportements différents. Si le
matériau est fragile, il y a rupture (fracture). Si le matériau est ductile, le comporte-
ment devient non linéaire et irréversible. On parle alors de déformation plastique
(Figure 1.3).

domaine domaine &
de linéarité non linéaire

FIGURE 1.3: Evolution de la déformation relative en fonction de la con-
trainte. Pour des petites déformations, le comportement est linéaire. Pour
des matériaux ductiles, le comportement pour de grandes déformations est
non linéaire et irréversible.

La tangente en chaque point de la courbe (Figure 1.3) est appelée le module tangent.
Dans la partie initiale, qui est linéaire, on appelle ce module le module d’Young

( Young modulus), noté E. On peut donc définir la relation suivante [142] :

F Al

—=F —<«<=o0=F-¢ 1.3
3 I (1.3)
Cette relation correspond a loi de Hooke et n’est valable que pour des petites dé-
formations. Souvent, on parle de module élastique pour le module d’Young, mais
il existe d’autres modules élastiques tels que le module d’élasticité isostatique (bulk

modulus) ou le module de cisaillement (shear modulus).

Matériau Module d’Young (E)
Acier 200 GPa
Verre 70 GPa

Os 10 GPa
Caoutchouc 1,4 MPa
Cellules vivantes 1-100 kPa

TABLE 1.1: Ordres de grandeur de modules d’Young.

Les valeurs d’élasticité vont de la centaine de pascals (Pa) a la centaine de gigapas-
cal (GPa) [143], comme le montre la table 1.1.

Trés souvent, 'élasticité est confondue avec la raideur k (stiffness). Le module

d’Young est une propriété intensive, et dépend des constituants du matériau. La
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raideur est une propriété extensive, qui dépend simultanément des constituants du
matériau, de sa forme et des conditions aux bords. Le module d’Young a comme unité
le pascal (N/m?), la raideur le N/m. Dans le cas de 'exemple précédent (Figure 1.2),
pour un matériau sous tension ou compression axiale, la constante de raideur k est

définie comme :

_SE

k
L

(1.4)
S est la surface de I’élément, et L sa longueur. La confusion vient du fait que le mot
raideur a été utilisé pour introduire des notions d’élasticité sans utiliser le concept de
module. La raideur peut signifier module d’Young, module d’élasticité isostatique,
module de cisaillement, ou une combinaison de ces 3 modules. Le module d’Young

est donc une facon particuliére de mesurer la raideur.

La constante de raideur est souvent introduite par la loi de Hooke, dans le cadre de

la théorie des ressorts, décrite par la relation 1.5, avec X le déplacement :

k= bd (1.5)
La similarité de cette relation avec I’équation 1.3 fait qu’elles portent le méme nom.
Il existe aussi une loi de Hooke plus générale, dans le cadre de la théorie de 'élasticité
généralisée. L’écriture est équivalente a celle de la relation 1.3, mais utilise un coef-
ficient de proportionnalité C, qui est un tenseur d’ordre 4, avec o et £ des tenseurs
d’ordre 2. Cette relation prend en compte les déformations dans toutes les directions

de I'espace :
o=0C-¢& (1.6)

1.2 Le coefficient de Poisson

Un autre paramétre important pour I’étude des matériaux est le coefficient de Pois-
son v. Il représente la déformation transversale d'un matériau sous l'effet d’une
contrainte. Dans le cas d’un matériau homogéne et isotrope et pour une déformation

latérale selon l'axe x, il est défini de la fagon suivante :

Ax 1
x—o = —VE e (17)

Ceci peut aussi s’écrire comme la variation de volume suivante :
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A A A A 1
V__x+_y+_Z:Eg(1_2y> (1.8)

Vo Zo Yo 20

Le coefficient de Poisson peut prendre des valeurs entre -1 et 0,5. Si v vaut 0,5,
le matériau est incompressible, comme dans le cas de certains liquides (ATX = 0).
En biologie, on utilise souvent un coefficient de Poisson de 0,5 [50, 144-146]. Ceci
peut se justifier par le fait que les cellules sont principalement remplies d’eau, et
que les mesures d’élasticité grace au microscope a force atomique sont faites sur
une échelle de temps assez lente pour qu’on puisse considérer les cellules comme
incompressibles. Cependant, certains auteurs ont rapporté des coefficients de Poisson
plus faibles (0,25 & 0,3) ou s’interrogent sur 'utilisation de cette valeur de 0,5 de
maniére systématique [40, 147] pour des cellules. Dokukin et coll., avec des mesures
sur un polymére, estiment que faire varier le coefficient de Poisson de 0.4 & 0.5 résulte
en une différence de module d’Young de 10 % [148]. Malgré cela, ce paramétre reste
peu étudié, et apparition de nouvelles techniques d’imagerie haute vitesse [147]

semble incompatible avec cette valeur qui est définie pour un régime quasi statique.

1.3 Mesures d’élasticité par AFM

1.3.1 Micro et nanoindentation

Les premiéres mesures de duretés de matériaux reposent sur des techniques de mi-
croindentation, puis de nanoindentation. La microindentation est une mesure macro-
scopique, destructive pour I’échantillon. On utilise une pointe de géométrie connue,
tels que les indenteurs de Berkovitch, Knoop ou de Vickers. La force appliquée est
importante et laisse une empreinte dans le matériau (il y a déformation plastique), ce
qui n’est pas le cas avec les mesures en microscopie a force atomique [149]. Une image
optique ou profilométrique de ’empreinte est prise et différents parameétres peuvent
étre calculés [150]. Cette technique présente peu d’intérét pour la mesure d’élasticité
sur des cellules, mais a tout de méme des applications dans les mesures sur des tissus
osseux [151, 152]. Plus souvent, elle est utilisée pour 1'étude de matériaux tels que
des polymeéres ou des métaux [149, 150|. La nanoindentation est l'utilisation de la

méme technique a 1’échelle nanométrique.

Le terme de nanoindentation est utilisé souvent indifféremment pour des mesures
destructives pour ’échantillon, effectuées avec un nanoindenteur, et pour des mesures
non destructives, effectuées avec un AFM. Le terme de nanoindentation devrait donc

étre préférentiellement utilisé pour des mesures effectuées avec un nanoindenteur.
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Pour les mesures d’élasticité avec I’AFM, I’échantillon est indenté en effectuant une
ou plusieurs courbes de forces (cf. partie 1.2.5.4, 1.2.5.5), ce qui n’est pas destructeur
pour ’échantillon. Ces courbes de forces sont ensuite analysées pour en extraire le
module d’Young. Les forces impliquées dans des mesures d’élasticité sur des cellules
avec I’AFM sont de 'ordre du nanonewton et les profondeurs d’indentation vont
du nanomeétre & un ou deux micrométres [153], ce qui n’est pas possible avec les
expériences de micro et nanoindentation. Une premiére indication sur ’élasticité d’un
échantillon est donnée par 'allure de la courbe de force. En premiére approximation,
on peut donc ne considérer que la pente de celle-ci, car celle-ci décrit d’'une maniére
qualitative les propriétés élastiques de 1'échantillon [154|. Wiesinger et coll. étudient
par exemple uniquement la pente (donc la raideur) et non le module d’Young lors de

leurs mesures sur le glycocalix d'une paroi d’aorte de rat [155].

Des modeéles théoriques permettent de calculer 1’élasticité a partir des courbes de
forces. L’élasticité est souvent calculée a partir du modéle d’Oliver et Pharr dans
le cas de la micro et nanoindentation [148, 156, qui est un modéle qui considére la
forme de la courbe de retrait. Dans mon cas, je me concentrerai uniquement sur les
modéles utilisés en microscopie a force atomique, et qui sont appliqués sur les courbes
d’approche.

1.3.2 Modéles pour la mesure de 1’élasticité

D’une maniére générale, on peut écrire la relation entre 'indentation ¢ et la force F',

pour un matériau ayant une élasticité linéaire, de la maniére suivante [157, 158] :

F=ad™ (1.9)

Cette équation est a comparer avec ’équation 1.3, qui définissait 1’évolution de la dé-
formation en fonction de la force appliquée. Ici, 'exposant m indique que la relation
liant la force a la déformation n’est plus linaire. Ce coefficient dépend exclusivement
de la forme géométrique de I'indenteur. Différentes géométries de pointes AFM exis-

tent, telles que les cones, les pyramides et plus récemment les cylindres (Figurel.4).

La valeur de m vaut 1 pour le cylindre, 1,5 pour la sphére, et 2 pour le cone et la
pyramide parfaite. On peut facilement tracer la relation 1.9 dans un graphe logarith-

mique pour vérifier que les données expérimentales suivent la bonne loi.
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FIGURE 1.4: Géomeétries de pointes d’AFM. De gauche a droite: sphére,
cone, pyramide, cylindre.

1.3.3 Modéle de Hertz

Heinrich Hertz fut le premier a avoir formalisé (en 1881) les équations régissant la dé-
formation élastique de deux matériaux se touchant sous I’effet d’une contrainte [159].
C’est ainsi qu’est née la théorie de la mécanique des contacts. Le modéle de Hertz

est actuellement I'un des plus utilisés pour le calcul de modules d’Young.

Le modéle de Hertz est valable avec de nombreuses conditions. Il décrit le cas simple
d’une déformation purement élastique de deux matériaux parfaitement homogénes.
L’indenteur doit avoir une forme parabolique et 1’épaisseur du matériau doit étre
extrémement grande par rapport a la profondeur d’indentation [1]. Ceci est valable
pour une pointe sphérique avec un rayon de courbure R beaucoup plus grand que
I'indentation ¢ [160]. Souvent, en microscopie a force atomique, I'indentation dépasse
la centaine de nanométres, et donc en théorie le modeéle de Hertz ne s’applique pas.
Mais de nombreuses expériences ont montré que le modéle était tout de méme valable

pour des indentations importantes [1].

Hertz [141, 159, 161] montre qu’'une sphére élastique (de module d’Young E;) d’un
rayon R indentant une surface élastique (de module d"Young FE») d’une profondeur o

créée une zone de contact d’aire égale & :

A=VRé (1.10)

Les géométries sphériques présentent le désavantage d’avoir une faible résolution
latérale, car la surface indentée devient rapidement grande, comme l'indique la re-
lation 1.10. Elles sont néanmoins intéressantes pour obtenir une valeur d’élasticité
moyennée et donc plus globale. En considérant que les surfaces de contact sont con-
tinues, qu’il n’y a pas de friction et que les déformations relatives dans la région
de contact sont suffisamment faibles pour qu’on se place dans le cadre de la théorie

élastique, Hertz trouve ainsi que la force appliquée peut s’écrire [141] :

F= E*%\/Eég (1.11)
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Le module d’Young réduit £E* est défini comme :

1_1—y12 1—v2

Er B B,

(1.12)

Dans le cas d’un échantillon biologique et d’une pointe AFM, on peut considérer que
Ey >> Fy [141, 162]. Ainsi, (1 — v})/E; est négligeable devant (1 — v2)/F, et on

peut alors écrire :

B—p=5. U= F (1.13)

4 \/ﬁ J2
Connaissant la force appliquée et I'indentation a chaque instant sur la courbe de force,
et en fixant la valeur du coefficient de Poisson (voir partie 1.2) et du rayon de courbure
de la pointe, on peut ainsi calculer le module d’Young F pour le matériau étudié.
Les mesures du rayon de courbure de la sphére sont faisables expérimentalement?,

mais souvent la valeur donnée par le fabricant est utilisée.

1.3.4 Modéles de Sneddon

Sneddon trouve la solution analytique suivante pour la géométrie conique :

E=-.0""5%) & (1.14)

avec # I'angle de demi-ouverture de la pointe.

I est a noter que l'article le plus cité de Sneddon [163], publié¢ en 1965, n’est pas
cohérent avec ses propres publications antérieures [157, 162]. Ceci est di au fait
que dans l'article de 1965, Sneddon définit différemment I’angle de demi-ouverture 6.
Nombreux sont les articles ayant utilisé la formule de Sneddon correspondant au
mauvais article, ce qui rend difficiles les comparaisons de valeurs d’élasticité. McKee
et coll. [157] conseillent donc de citer 'article original de Sneddon [164], ou 'article
de Love [165], et d’utiliser la relation 1.14.

Il existe une autre confusion autour de ce modéle. Domke et Radmacher décident
d’appeler ce modeéle le modéle de Hertz (et non de Sneddon), pour ne pas le confondre
avec des modeéles prenant en compte ’adhésion ou la plasticité [154]. La résolution

du probléme de la géométrie conique découle de la théorie hertzienne [143, 166], mais

2Par microscopie électronique 4 balayage ou en balayant une surface de référence.
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Hertz n’a jamais résolu le probléme pour cette géométrie [40]. 11 est donc & mon avis

préférable d’utiliser le nom de Sneddon en précisant la géométrie étudiée.

Sneddon [163] établit aussi le modeéle pour la géométrie cylindrique :

E=q —352

u _2” ) ? (1.15)

avec a le rayon du cylindre. La géométrie cylindrique a I’avantage d’étre linéaire, ce

qui peut rendre l'interprétation des courbes de force plus simple [54].

1.3.5 Modéle pour les pyramides

Bilodeau établit la relation pour la pyramide parfaite a quatre cotés [167] :

4 (1= F
b= 3 tan(f) 82 (1.16)

Cette équation est par exemple utilisée telle quelle par Alcaraz et coll. [168]. A con-
trario, Shoham et coll. [169], et Girasole et coll. [166] indiquent utiliser la formule de
Bilodeau, mais écrivent une relation différente. Il semble donc y avoir une confusion

quant a ’écriture exacte de cette relation.

Souvent, les pointes pyramidales ont été modélisées comme des cones pour de fortes
indentations [170]. Expérimentalement, on a constaté que le modéle conique ne suit
pas la forme de la courbe d’indentation, ce qui a été interprété comme des défauts
de la pointe, qui présente souvent un bout arrondi ou émoussé. Briscoe et coll.
développent un modéle pour les cones émoussés [171], puis Rico et coll. proposent
un nouveau modeéle pour les pyramides émoussées [170], partant du constat que les

pointes sont plus souvent des pyramides émoussées que des cones émoussés.

Il est intéressant de noter que dans 'article de Rico et coll., & partir du modéle pour
la pyramide émoussée, on peut retrouver la relation pour la pyramide idéale, qui ap-

parait sous cette forme, légérement différente de celle présentée dans la relation 1.16 :

(1-v?) F
E:\/i-m-5—2 (1.17)

La formule pour la pyramide émoussée est basée sur une approximation qui assume

une aire de contact circulaire. Bilodeau utilise une autre approximation, qui prend
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aussi en compte des singularités au niveau des bords de la pyramide dues a la dis-
tribution de la contrainte. L’approximation de Bilodeau est plus compliquée et ne
permet pas de trouver une solution analytique pour le cas de la pyramide émoussée.

Ceci explique donc la différence entre les deux formules.

échantillon

FIGURE 1.5: Indentation d’un échantillon avec une pyramide émoussée. Re-
produit et simplifié a partir de [170]

En conclusion, il existe de multiples solutions et variantes au modéle de
Hertz, et les confusions entre les différents modéles sont nombreuses. 1l est
donc recommandé d’indiquer la formule utilisée lors de la présentation de
résultats d’élasticité. Ceci est crucial pour pouvoir comparer des valeurs

expérimentales.

1.4 Variantes et corrections du modéle de Hertz

Le modéle de Hertz souffre de nombreuses limitations, et différentes corrections ont

vu le jour. J’en détaillerai quelques-unes ci-dessous.

1.4.1 Modéles de Bradley, DMT, JKR, Maugis

Certains modéles prennent en compte l'effet de I’énergie de surface et la déformation
de I’échantillon due au contact. Ces modéles sont repris plus en détail dans différentes

revues [47, 65, 153]. Je ne citerai donc que briévement les modéles les plus connus.

Le modéle de Bradley est basé sur I'interaction de deux sphéres rigides a travers un
potentiel de Lennard-Jones. Ce modéle décrit les phénomeénes dans la région juste
avant le contact de la pointe et de la surface de ’échantillon, en prenant en compte

les forces de Van der Waals entre les deux corps en contact.
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La théorie de Derjaguin-Miiller-Toporov (DMT) prend elle aussi en compte les forces
de Van der Waals, en partant du modéle de Bradley, et les ajoute au modéle de
Hertz pour deux sphéres en contact. La région sur laquelle les forces sont prises en
compte est plus large. La théorie de DMT est applicable pour des systémes avec peu

d’adhésion et une pointe ayant un faible rayon de courbure.

Les modéles de Bradley et de DMT ont donc peu d’intérét dans notre cas, car
nous nous intéressons au contact d’'une pointe avec une surface plane. La théorie
de Johnson-Kendall-Roberts (JKR) décrit ce cas de figure. Elle néglige les forces a
longue portée en dehors de la surface de contact et considére des forces d’adhésion
a courte portée dans la région de contact. La théorie de JKR est utilisable pour
des systémes hautement adhésifs, mous, et avec une pointe ayant un grand rayon de

courbure.

La théorie de Maugis s’applique a tous les matériaux et pour des pointes de toutes
tailles. Cette théorie montre que la détermination exacte de la valeur du module
d’Young et du travail di aux forces d’adhésion a partir de la courbe d’indentation
est impossible [46]. Cette détermination est néanmoins envisageable si les matéri-
aux s’approchent des conditions données par Hertz et Sneddon (donc pour de fortes
indentations, car la région proche du point de contact est sujette a I'influence des
forces de surface [47]). Maugis introduit un parameétre adimensionnel, A, qui indique
le type de modélisation a effectuer. Johnson et Greenwood construisent une carte

pour le comportement élastique de deux corps en interaction, unifiant les différents
modeles [172] (Figure 1.6).

109 T T T T L T T

10°

FIGURE 1.6: Carte de différents modéles pour le calcul de I’élasticité prenant
en compte ’adhésion. A\ est un paramétre adimensionnel décrivant les pro-
priétés des matériaux, F est un paramétre adimensionnel prenant en compte
l'adhésion. Quand I'adhésion est négligeable, le modéle de Hertz doit étre
utilisé. Reproduit de [47]
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Les auteurs indiquent que la plupart des mesures en microscopie a force atomique
suivent le modéle de Maugis et non le modéle de Hertz. Néanmoins, peu de personnes
utilisent le modéle de Maugis, car les équations le définissant sont complexes [173].
De plus, il faut aussi extraire le travail (I'adhésion) de la courbe de retrait pour
pouvoir calculer 1’élasticité, compliquant ainsi la mise en place d’un calcul numérique

automatisé.

1.4.2 Autres corrections et modéles

Dokukin et Sokolov constatent que la valeur de I’élasticité mesurée avec ’AFM n’est
pas constante en fonction de l'indentation [174]. Cet effet, appelé effet de peau
(skin-effect) par les auteurs, n’est pas encore complétement compris. Les auteurs
trouvent que les décalages de valeurs de module d”Young pour de faibles indentations
(de 'ordre de la vingtaine de nanométres) sont dus a la non-linéarité de la relation
contrainte-déformation relative et & la non-prise en compte des forces d’adhésion. Ceci
permet de corriger cet effet et de calculer une élasticité indépendante de I'indentation

sur du polyuréthane.

Lors d’expériences sur des cellules, il se peut que celles-ci soit faiblement attachées au
substrat [175]. Dokukin et coll. proposent un modéle prenant en compte cet effet. Si
des mesures sont effectuées sur une population de cellules, les cellules peu adhérentes
présentent une plus faible élasticité [174]. Ces cellules sont souvent moins étalées que

les autres.

On peut aussi considérer le glycocalix lors de la mesure de 1’élasticité. Si une cellule
est un matériau purement élastique et homogéne, 1’élasticité mesurée a différentes
indentations doit étre constante. Ceci est rarement le cas, car les cellules ne sont
pas des matériaux homogeénes. En premiére approximation, on peut considérer deux
matériaux : la cellule, et le glycocalix. Ceci permet & Guz et coll. d’établir un mode
appelé le modele de la brosse (brush model) [103], qui permet d’obtenir une valeur

d’élasticité indépendante de I'indentation.

Il existe un autre modeéle, développé par A-Hassan et coll. [1, 176]. Cette théorie est
appelée FIEL (Force Integration To Equal Limits). Elle est indépendante du point
de contact et de la constante de raideur du levier, et permet de mesurer une élasticité

relative de pixel a pixel. Cette fagon de calculer I’élasticité est néanmoins peu utilisée.

Des modéles spécifiques existent par exemple pour la mesure de 1’élasticité de bac-
téries, qui prennent en compte la pression osmotique a l'intérieur de la bactérie,

I'¢lasticité due a la courbure de la membrane, et la tension superficielle [46].
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1.4.3 Effet du substrat sur les mesures d’élasticité

L’influence du substrat sur les mesures d’élasticité est connue depuis longtemps [53,
154]. La théorie de Hertz est valable pour un matériau infiniment épais. En pratique,
ceci n’est quasiment jamais le cas. Il existe donc des corrections élégantes de la valeur
de I’élasticité, en fonction de la profondeur d’indentation et I’épaisseur du matériau.
Les premiers a proposer une correction pour le modéle de Hertz sont Dimitriadis et
coll. [175]. 1l s’agit du modele BEC (Bottom Effect Correction). Pour une géométrie

sphérique, la valeur de la force & une certaine profondeur d’indentation ¢ s’écrit :

4F 1.3 2@0 40(2
F=———"_R3 |[1- "X+ —2X?
3(1—1v2) o T N 2
8 47 16 32
—F<ag+1—5ﬁo)X3+ 7T40(a8 5 ﬁo)X4 (118)

Dans cette équation, X = v/ Rd/h, avec h I'épaisseur du matériau. Les coefficients

g et By sont donnés pour un échantillon attaché au substrat :

1,2876 — 1,4678v, + 1, 344202

= 1.19

Qo 1— 1, ( )
0,6387 — 1,0277v,s + 1, 516412

Bo=— — (1.20)

L’avantage de ce modeéle est qu’il peut étre facilement utilisé. Quand I’épaisseur du
matériau devient infiniment grande, X tend vers zéro, et I’équation 1.18 tend vers le
modéle de Hertz classique. Dimitriadis et coll. donnent aussi les coefficients pour un
matériau peu attaché a la surface [175]. Il existe aussi une relation pour la géométrie
conique?® [133, 177].

1.5 La viscoélasticité

Actuellement, beaucoup d’équipes de recherche s’intéressent a la viscoélasticité. Comme
I’élasticité n’est pas toujours suffisante pour mesurer des différences entre deux pop-
ulations de cellules, mesurer un parameétre physique supplémentaire, tel que la vis-

cosité, semble donc prometteur. Par exemple, la viscosité est déja un paramétre

3Celle-ci est aussi valable pour la géométrie de pyramide parfaite & quatre faces de Bilodeau.
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étudié en cytométrie de flux? [178], et est considérée comme un marqueur pour la

détection de maladies.

L’¢élasticité est une grandeur que 1'on retrouve plutdt dans la matiére solide ordon-
née, la viscosité est due a la diffusion des atomes ou de molécules dans un matériau
amorphe. La viscosité se caractérise par une dépendance temporelle de la déforma-
tion relative. Pour de grandes vitesses d’acquisition avec I’AFM (> 25um/s), des
effets visqueux apparaissent, et devraient étre pris en compte [1]. La présence d'un

effet visqueux se traduit souvent par une hystérése entre la courbe d’approche et de
retrait [47, 157]

De nouvelles études prenant en compte la viscoélasticité sont apparues derniérement,
par exemple pour I’étude de Iélasticité de prothéses de poumons [179] ou pour I’étude
de cellules cancéreuses [104, 180]. On parle ici de microrhéologie. Certains auteurs
prennent en compte la viscoélasticité et utilisent la correction pour 'effet du substrat
simultanément [180], ce qui semble étre la marche a suivre dans le futur pour des

mesures de propriétés mécaniques sur des cellules.

1.6 Deétermination du point de contact

Je détaillerai ici les algorithmes qui sont utilisés pour la détection du point de contact
sur la courbe d’approche, plus particuliéerement pour des matériaux mous. Ceci est
important pour I'approche CLAFEM, car la détermination des valeurs d’élasticité,

et de la topographie, dépend grandement de la détection du point de contact.

Une mauvaise détermination du point de contact peut induire des erreurs d’au moins
un ordre de grandeur sur les valeurs d’élasticité mesurées [53, 171, 175]. A-Hassan
estime que les erreurs dues au point de contact sont trés grandes [176], ce qui le
poussera a proposer un modéle indépendant du point de contact (théorie FIEL, voir
partie 1.4.2). Pour des modéles prenant en compte 'adhésion, la détermination d'un
point de contact est indispensable [181].

Crick et coll. évaluent que si 'erreur de détermination est de moins de 50 nm, les
valeurs d’élasticité pour de faibles indentations sont fausses, puis I'erreur décroit de
maniére asymptotique & partir de 200 nm d’indentation. Avec une erreur de détermi-
nation de plus de 100 nm, les valeurs de I’élasticité ne peuvent pas étre correctement
déterminées [53]. Dimitriadis et coll. montrent qu’une erreur d’estimation de 5 nm
sur un fin film de polymeére peut créer une erreur de 200 % sur la valeur de module

d’Young calculée [175]. A noter que ceci peut par exemple poser probléme en mode

4La cytométrie de flux permet de faire défiler des cellules ou des bactéries dans un fin capillaire,
et de les imager avec une technique de microscopie & fluorescence.

© 2014 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Michka Popoff, Lille 1, 2014

49

Peak Force, ou la distance entre deux points sur une courbe de force peut facilement

étre de 2 & 5 nm.

Pour un matériau dur, la transition entre la partie de non-interaction et la partie
d’indentation sur la courbe de force est facilement visible. Pour un matériau plus
mou, cette transition est plus lente. La forme de la courbe d’indentation dépend
fortement de 1’élasticité relative du levier et de I’échantillon, de maniére non linéaire.
De plus, le bruit thermique, électronique et mécanique ajoute une incertitude sur
la détermination du point de contact. Les forces d’interaction entre la pointe et la
surface sont a la fois attractives et répulsives avant le contact et lors du contact [46,
182]. Comme la géométrie de la pointe n’est souvent pas parfaite, il est possible que
des aspérités créent plusieurs points de contact, rendant 'interprétation de certaines
courbes de forces difficile [46]. Une fois que la pointe indente la surface, le bord de la
pointe qui est resté hors contact est encore soumis a des forces [46]. La détermination
du point de contact est facilitée par une position de départ du levier loin de la surface,
pour avoir une grande ligne de base, et une forte indentation pour avoir un point

d’inflexion mieux défini [46].

A T’air, Burnham et coll. définissent le point de contact comme le moment ot la force
répulsive peut étre détectée [63, 162|. Mais dans un environnement humide, une fine
pellicule d’eau se trouve sur la surface, et attire le levier vers la surface [183|. Dans ce
cas-1a, il y a un saut au contact (jump to contact). En milieu liquide, on ne constate

presque jamais de saut au contact.

Certains auteurs estiment que la détection manuelle du point de contact est suffisante
[184, 185]. Idéalement, il faut automatiser le processus pour plus de courbes [186].
Chang et coll. montrent que laisser des utilisateurs différents détecter des points
de contact manuellement produit des résultats différents pour chaque individu [187].
Une facon de valider la détection du point de contact est de faire varier la position
du point de contact [105, 110, 175, 188, 189], et de vérifier la valeur de ’élasticité
a différentes profondeurs d’indentation. Si celles-ci divergent, le point de contact
est décalé manuellement ou de maniére automatique, jusqu’a ce que 1'élasticité soit
constante pour toute indentation. Cette vérification peut se faire visuellement [189],

ou de maniére automatique [110].

L’équipe de M. Radmacher propose un algorithme permettant de calculer simultané-
ment le point de contact et 1'élasticité, en utilisant un ajustement de courbe non
linéaire et une analyse de type Monte-Carlo [154, 190]. II est & noter que le papier
initial ne parle pas de méthode Monte-Carlo, elle n’est introduite que plus tard [144],
ce qui pose la question de savoir g’il s’agit bien du méme algorithme. Cette technique
est aussi utilisée par d’autres auteurs avec succés [54, 168, 191, 192]. Une variante

de cet algorithme est proposée par Chang et coll. [187]. L’analyse par ajustement de
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courbe non linéaire peut se faire par un algorithme du gradient (steepest descent), ou
un algorithme Levenberg—Marquardt [99, 175, 193, 194].

Yin et coll. proposent une méthode différente pour le calcul du point de contact [53,
110]. Elle repose sur un segment que I’on déplace sur la partie de non-interaction de la
courbe d’approche, et qui est utilisé pour faire un ajustement de courbe linéaire. Un
ajustement de courbe quadratique est quant a lui utilisé dans la partie d’indentation.
L’algorithme utilise ces deux ajustements de courbe pour estimer simultanément la
position du point de contact et une valeur de I'élasticité. Néanmoins, ils ne précisent
pas la fagon dont sont faits les ajustements de courbes. Rosenbluth et coll. utilisent
par exemple une détection par moindres carrés non linéaire [195]. L’avantage de
cette méthode sur celle de Radmacher est de fonctionner pour des matériaux avec
des relations de contrainte — déformation relative linéaires et non linéaires. Elle est

aussi utilisée par d’autres auteurs [196].

La technique la plus originale est développée par Rudoy et coll., qui proposent une
analyse bayesienne [197]. Cette méthode parait prometteuse, mais est encore trés

peu utilisée.

Certains auteurs utilisent uniquement un ajustement de courbe linéaire dans la partie
de non-interaction de la courbe d’approche (cette technique permet aussi de déter-
miner un pré point de contact pour ceux qui ensuite optimisent la position du point
de contact avec un deuxiéme algorithme). L’idée est d’avoir une estimation du bruit
de la courbe d’approche, et d’utiliser celui-ci comme seuil. Le point de contact est

déterminé comme étant 'intersection de la courbe avec le seuil (Figure 1.7).

Déflexion [nm]

Extension de I'élément piézoélectrique [nm]

FIGURE 1.7: Exemple de détection du point de contact avec un seuil. Un
ajustement de courbe linéaire est effectué sur les points définis par la zone
en rouge, dans la partie de non-interaction. Une valeur de bruit définie par
I'utilisateur est ici utilisée pour définir I'intersection entre la droite verte et la
courbe. A noter que dans ce cas il est difficile de définir un point de contact
visuellement.
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Crick et coll. considérent le seuil comme étant huit fois la déviation standard [53].
Yersin et coll. considérent que le seuil se trouve & deux fois la déviation stan-
dard [50]. Roduit et coll. utilisent deux fois la moyenne quadratique (RMS, Root
Mean Square) [198]. Chang et coll. utilisent cinq fois la déviation standard [187],
mais dans leur cas la position du point de contact est optimisée par un deuxiéme
algorithme. D’autres équipes ont utilisé la méme méthode, mais ne précisent pas
toujours la valeur utilisée [49, 71, 97, 199, 200]. Il ne semble donc pas y avoir de
consensus sur la facon de faire, probablement car ces seuils dépendent non seulement
tres fortement du niveau de bruit et de I’échantillonnage des courbes, mais aussi des
forces d’interactions entre 1’échantillon et la pointe. A mon avis, la valeur exacte du

seuil doit étre définie en fonction du type d’étude.

Une derniére technique est de faire un ajustement de courbe avec le modéle idoine
dans une région de la courbe d’indentation, sans se préoccuper du point de contact.
Par exemple, on peut faire un ajustement avec le modeéle de Hertz entre 50% a 95%
de la courbe d’indentation (les pourcentages sont donnés par rapport a la ligne de
base et la valeur maximale d’indentation) [67, 201]. D’autres segments sont aussi
utilisés, soit définis par 'indentation, soit par la force. Efremov et coll. analysent les
500 premiers nanométres de la courbe d’indentation [98], Matzke et coll. prennent
un segment entre 250 et 650 pN [112]. Ces méthodes ne sont & mon avis pas valables,
car les modeles d’élasticité utilisés (Hertz, Sneddon ...) nécessitent d’étre ajustés sur

I’entiéreté de la courbe pour étre valables.

La détermination du point de contact est une des taches les plus complexes pour les
mesures d’élasticité, ce qui explique la multitude d’algorithmes développés. Chaque
laboratoire a actuellement plus ou moins son propre algorithme, écrit dans différents
langages (Python, Java, Labview, Matlab, Igor) (99, 112, 175, 176, 187, 187, 190, 193~
195, 201-204]. 1l existe aussi des variantes des algorithmes cités dans cette partie,
tous différents les uns des autres, dont je ne détaillerai pas le fonctionnement [46,
174, 182, 202, 205|

Un certain nombre d’articles ne décrivent pas comment est déterminé le point de
contact. Soit le code original n’est plus disponible, soit un logiciel commercial a été
utilisé dont 'algorithme n’est pas détaillé, soit I'algorithme utilisé n’a pas été suff-
isamment décrit [22, 58, 98, 155, 166, 179, 204, 206-210]. Pourtant, comme expliqué
précédemment, la mauvaise détermination du point de contact peut créer de grandes

erreurs sur les valeurs d’élasticité calculées.
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1.7 Mesure d’élasticité absolue

Il existe diverses difficultés qui font que la mesure absolue de 1’élasticité avec le micro-
scope a force atomique est trés complexe [53, 148|. Le premier point critique est le cal-
ibrage des leviers. Il semble y avoir un consensus dans la communauté que le calibrage
produisant le moins d’erreurs est celui utilisant le bruit thermique [40, 46, 47, 80, 81].
L’erreur la plus grande provient de la mesure de la sensibilité, car expérimentalement
il est facilement possible d’obtenir des différences d'un facteur deux sur cette valeur.
Ceci se répercute directement sur la valeur de la force prétendument appliquée, et

donc sur la valeur d’élasticité mesurée.

Ensuite viennent des problémes dus a la géométrie de la pointe qui est mal connue.
Idéalement, il faudrait vérifier celle-ci avant et aprés chaque mesure. Il peut aussi
étre difficile de connaitre exactement la valeur de I’angle de demi-ouverture pour
certaines pointes AFM pyramidales, qui peuvent posséder jusqu’a 3 angles différents
en fonction de la face considérée. De plus, 'angle d’attaque peut avoir une influence

qu’il n’est actuellement pas prise en compte dans les modéles.

Pour des mesures sur cellules, le type de substrat, le milieu de culture et la conflu-
ence des cellules peuvent avoir un role important [100, 157, 193, 193, 211, 212|. La

profondeur d’indentation et la vitesse d’indentation ont aussi leur importance [100].

Comme indiqué précédemment, la viscosité n’est souvent pas prise en compte (voir
partie 1.5), et les erreurs dues & une mauvaise détermination du point de contact
peuvent étre importantes (voir partie 1.6). Les valeurs d’élasticité pour de faibles in-
dentations divergent souvent énormément, et il est donc difficile d’obtenir de bonnes
valeurs pour des indentations en dessous de 100 nm [154]. L’incertitude sur le coefhi-

cient de Poisson joue aussi (voir partie 1.2).

De plus, les modeéles de Hertz ou Sneddon ne sont valables que pour des matériaux
homogénes, avec une élasticité unique et isotrope, ayant une surface parfaitement
connue. Il est donc trés difficile de calculer une élasticité absolue sur des cellules,
et nous devrions plutot parler d’élasticité effective. La plupart des expériences de
mesures d’élasticité sont maintenant faites de maniére comparative. On mesure donc
d’abord D’élasticité de cellules controles, puis des cellules modifiées [40]. Il est impor-
tant ici de conserver le méme levier AFM pour toutes les mesures, afin d’éliminer les
probables erreurs de calibrage du levier. Des améliorations au niveau de la standard-
isation et de I’étalonnage devront aussi étre apportées pour garantir des résultats

reproductibles.
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1.8 Courbe d’approche ou courbe de retrait ?

Une question qui se pose souvent est de savoir s’il faut calculer 1’élasticité sur la courbe
d’approche ou sur la courbe de retrait. En fait, si le matériau est purement élastique,
qu’il n’y a ni adhésion ni viscosité, les deux courbes d’indentation se superposent

parfaitement [157]. Ceci est rarement le cas en microscopie a force atomique.

Certaines équipes calculent 1’élasticité a partir de la courbe de retrait, en s’inspirant
des travaux d’Oliver et Pharr [158]. II est & noter que ceci est souvent le cas pour
des matériaux durs. Par exemple, Beard et coll. étudient des cornéocytes avec
une pointe ayant une constante de raideur de 30 & 80 N/m. L’étude sur la courbe
de retrait permet d’enlever la contribution de déformation plastique de la mesure
de Délasticité [58]. Dans le cas ou il y a déformation plastique, il est donc justifié

d’étudier la courbe de retrait.

Une autre équipe propose de faire la moyenne de la courbe d’approche et de retrait,
puis de calculer I'élasticité sur cette nouvelle courbe [154], mais cette fagon de faire

reste marginale.

Les cellules sont connues pour ne pas ou peu présenter de déformation plastique. C’est
ainsi que I'élasticité est principalement calculée a partie de la courbe d’approche [181,
188, 197|. De plus, des événements d’adhésion sur la courbe de retrait, de différentes
formes, peuvent venir décaler le point de décrochage de la pointe (jump of con-

tact) |86, 97, 188], ce qui peut rendre le calcul numérique plus difficile [181].

1.9 La cartographie 3D de dureté

On peut extraire une valeur de module d’Young par courbe de force. Mais les cel-
lules ne sont pas homogeénes, ce sont des structures complexes, comportant de mul-
tiples couches de filaments et des compartiments. Ceci explique par exemple que les
valeurs d’élasticité mesurées avec un AFM sur des cellules fluctuent en fonction de
I'indentation [175] (Figure 1.8). Quelques équipes prennent en compte deux ou trois
couches avec des élasticités différentes |58, 103|. Expérimentalement, on peut facile-
ment constater que les déformations des courbes de forces font qu’elles ne suivent pas
les modeéles d’élasticité connus. Des inclusions cellulaires provoquent un changement

des courbes de force par rapport au cas idéal.
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FIGURE 1.8: Evolution du module d’Young en fonction de I'indentation.
a) Courbe d’indentation expérimentale acquise sur une cellule. b) Module
d’Young en fonction de l'indentation. L’incrustation représente un agran-
dissement pour les indentations entre 200 nm et 2000 nm.

En 2009, C. Roduit, F. Lafont, S. Kasas et coll. introduisent un nouveau modéle,

appelé tomographie de dureté (stiffness tompography) [113]. L’idée est de découper

la courbe d’indentation en petits segments, et de calculer 1’élasticité pour chacun

de ces segments. Ceci permettrait d’obtenir une tomographie de 1’élasticité, et de

pouvoir détecter des zones plus dures ou plus molles & l'intérieur d’une cellule. La

représentation de ces tomographies peut se faire en affichant des coupes transversales,

mais plus souvent en projetant une couche d’indentation spécifique & deux dimensions

(Figure 1.9).

a)

Courbe d'approche |

Force F

Point de contact

Indentation &

FIGURE 1.9: Tomographie de dureté. a) Courbe de force segmentée. b) Carte
d’élasticité pour le premier segment. c) Carte d’élasticité pour le quatriéme

segment.
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Le calcul de I'élasticité s’écrit pour la géométrie sphérique 1.21 ou pour la géométrie

conique 1.22 de la fagon suivante :

Ej=—. = (1.21)

E=—. o sl 1 (1.22)

Ces relations donnent la valeur de 1’élasticité pour le segment ¢. La valeur du ¢; est
la méme pour chaque segment, et c¢’est la force F; qui varie. J’appellerai par la suite
ce modeéle le modéle RLK, et au lieu de tomographie de dureté on préférera utiliser

cartographie 3D de dureté, car il ne s’agit pas d’'une tomographie a proprement parler.

La validation du modeéle fut d’abord effectuée par simulation par éléments finis [113],
et testée expérimentalement sur des neurones vivants. Depuis 2009, quelques études
ont été effectuées avec le modeéle RLK. Tout d’abord, la méme équipe a étudié la
dynamique d’inclusions dures sous des membranes bactériennes. L’AFM a permis
d’obtenir une image haute résolution de I’élasticité de bactéries et d’étudier des struc-
tures dures sous leur membrane [199]. La technique a ensuite été appliquée sur des
macrophages vivants et fixés, ce qui a permis de mettre en évidence des structures
dures en forme de colonnes a l'intérieur de ces macrophages [198]. Par la suite, une
étude de cellules d’Arabidopsis thaliana vivantes a été effectuée [213|, démontrant
la possibilité d’utiliser cette approche sur des cellules végétales. Une autre équipe a
aussi pu détecter des mitochondries dans des cardiomyocytes vivants [71], mais sans

corréler directement les cartographies 3D d’¢élasticité & d’autres types de microscopies.

Il existe un autre modéle, plus ancien, mais un peu différent, développé par Costa et
coll. [110]. Dans ce modéle est introduit le module d’Young point par point (pointwise
modulus). La différence est que I'élasticité est calculée de maniére plus convention-
nelle, avec une indentation d; et une force F; calculée a partir du point de contact

pour chaque segment. La différence est visible sur la Figure 1.10.
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FIGURE 1.10: Courbe d’indentation sur une cellule. a) Modéle de Costa.
L’élasticité est calculée du point de contact jusqu’a la fin de chaque segment.
b) Modele RLK. L’élasticité est calculée pour chaque segment.

Quelques équipes ont depuis utilisé le modéle RLK pour différentes études. Beard
et coll. utilisent une nanoaiguille pour obtenir une meilleure résolution latérale lors
de I’étude des aspects mécaniques de cornéocytes |58, 214|. La nanoaiguille pénétre
progressivement dans I’enveloppe composée de lipides et de protéines du cornéocyte.
Avec une force plus importante, la pointe traverse cette enveloppe, ce qui permet
de mesurer les propriétés mécaniques a l'intérieur du cornéocyte. Les auteurs met-
tent en relation le saut observé sur la courbe d’approche lors de I'indentation, due
a la pénétration de la membrane, avec d’autres travaux effectués sur des cellules ép-
ithéliales [200, 208, 215]. La différence est que la force appliquée sur les cornéocytes
est d’environ 100 nN, alors que sur des cellules épithéliales 1 nN suffit & pénétrer
la membrane avec une nanoaiguille. Par contre, il n’y a pas de pénétration de la

membrane avec une pointe classique d’AFM pour de faibles forces [215].

Une évolution du modéle RLK est introduite par Fuhrmann et coll. [200]. Ici,
I'indentation d; n’est pas gardée constante. D’abord, un ajustement de courbe suivant
la loi de Hertz est effectué sur un premier segment. Ce segment est agrandi jusqu’a ce
que 'ajustement de courbe diverge de la loi élastique. Quand ce seuil est atteint, la
valeur de I’élasticité pour le segment est calculée, puis un nouvel ajustement de courbe
est fait sur le segment suivant, qui est extrapolé jusqu’a la divergence suivante. On
obtient ainsi des segments de tailles différentes, mais chacun suivant une loi élastique.
Derniérement, Radmacher et coll. ont utilisé une segmentation des courbes de forces
pour étudier la pente de chaque segment, ce qui leur a permis d’étudier les propriétés

nanomécaniques de feuillets organiques de nacre de perles [192].

La technique de tomographie de dureté présente ’avantage de pouvoir étre utilisée
sur des cellules sans préparation préalable. Il existe par exemple des approches util-
isant un FIB (Focused lon Beam) pour couper des bouts de bactéries, pour ensuite
les imager & I’AFM [216]. Une autre approche consiste a enlever la membrane des cel-

lules par stimulation ultrasonique [217]. Dans cet article, les auteurs indiquent qu’il
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n’existe a ce jour peu d’études des différentes structures cellulaires in situ, ce qui
les pousse a proposer cette méthode appelée cell unroofing. L’approche RLK semble

donc une bonne alternative a ces techniques dégradantes pour les échantillons.

Le modeéle RLK permet le calcul d'une élasticité négative. Des discontinuités dans
les courbes de forces ont été observées [200], créant des pentes négatives localement,
qui peuvent résulter en des valeurs de modules d’Young négatives. Ceci n’est pas
interdit par la théorie : les différents modules peuvent étre négatifs, tout comme le
coefficient de Poisson [218]|. Cet effet est souvent di a des matériaux précontraints,
qui subissent un grand relachement de contrainte. Fuhrmann et coll. interprétent ceci
comme les déformations relatives créées par la pointe sur les structures corticales. Ces
déformations relatives sont transférées par les filaments intermédiaires vers les fibres
de stress a I'intérieur du cytosquelette. Ces fibres cassent brutalement et permettent
a la pointe de glisser avec de la matiére le long des filaments. Les auteurs appel-
lent ces discontinuités sur la courbe d’approche des «événements», et les quantifient
pour certaines populations de cellules. Ceci permet d’avoir une mesure de 'intégrité
structurelle des cellules. Cette mesure des événements semble donc intéressante pour

I’étude de la stabilité du cytosquelette.

Certaines critiques peuvent étre émises a propos du modéle RLK. La premiére est que
si I'on applique le modéle & une courbe de force parfaite (créée numériquement par
exemple), pour un matériau élastique parfait, le modéle donne des valeurs d’élasticité
qui augmentent avec l'indentation, ce qui ne devrait pas étre le cas. L’analyse di-
mensionnelle de I’équation du modeéle (1.21) donne bien une valeur de E; en pascal
pour chaque segment. Malgré le fait que la dimension (pascal) soit celle du module
d’Young, on ne peut pas considérer qu’il s’agit ici d’une élasticité a proprement parler,
si le modéle ne permet pas de décrire le cas le plus simple d'un matériau homogéene
et parfaitement élastique. La deuxiéme critique que 'on puisse faire est que le cal-
cul de I'élasticité pour chaque segment peut étre effectué de maniére indépendante
du segment précédent. En fait, pour chaque segment, il faudrait prendre en compte
I’«historique» des segments précédents : la force mesurée pour chaque indentation est
une superposition non linéaire des forces mesurées sur les segments précédents. La
force au début de chaque nouveau segment n’est pas nulle. On pourrait par exemple
se placer dans le cas d’un matériau précontraint pour un traitement mathématique

plus rigoureux de chaque segment.

Je pense qu’il ne faut pas parler ici d’élasticité ou de module d’Young pour chaque
segment, mais plutot d’élasticité effective. L’idée de segmenter la courbe de force
pour différentes indentations est tout a fait remarquable, et permet d’obtenir un
contraste lors de l'imagerie de différentes structures a l'intérieur de cellules avec
I’AFM, but que nous nous étions fixé au début de cette these. Il faut donc plutét

retenir I'idée de la segmentation des courbes de forces dans le modéle de RLK, et non
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Iexpression qui permet le calcul d’une élasticité, qui est plus difficile & interpréter.
Dans 'article original, les auteurs avaient mentionné qu’étudier la pente de chaque

segment suffisait pour voir des différences de contraste [113], ce qui rejoint aussi le
discours de Radmacher [154].

1.10 Conclusion

L’obtention d’une valeur absolue de 1’élasticité semble tres difficile, & cause de nom-
breux problémes, tels que le calibrage du levier, la détermination du point de con-
tact, la géométrie exacte de la pointe qui n’est pas toujours connue et la viscosité de
I’échantillon étudié. De plus, pour des mesures sur cellules, des facteurs tels que le
milieu de culture, la confluence et le type de substrat choisi influencent les valeurs
mesurées. Les modéles utilisent des approximations importantes. Ainsi, la plupart du
temps, les études se font de maniére comparative. Il faut aussi se poser la question de
savoir si la mesure d’'une élasticité globale et unique pour une cellule est pertinente,

tout en sachant que celle-ci n’est pas homogeéne.

J’ai longuement discuté ci-dessus de la détermination du point de contact, qui est
un probléme loin d’étre résolu dans la communauté. Le constat est qu’il n’existe
pas de solution idéale. De nombreux algorithmes existent, mais sont souvent peu
détaillés, et s’appliquent souvent a un jeu particulier de données, ce qui rend difficile la
comparaison des valeurs d’élasticité mesurées d’un laboratoire a ’autre. Je discuterai
de mon choix d’algorithme dans la partie 2.

Lors de cette these, je ne me suis pas intéressé aux problématiques de mesure d’élasti-
cité absolue (mais elles font partie intégrante de la compréhension d’une mesure
d’élasticité, donc méritent d’étre discutées). Notre but était de savoir si la technique
de tomographie de dureté pouvait apporter des informations au niveau d’une cellule
unique. La technique de tomographie de dureté semble prometteuse pour deux as-
pects : elle permet en théorie d’obtenir un contraste a 1’échelle du nanométre pour
la détection de structures intracellulaires, et elle permet d’obtenir les propriétés mé-
caniques de ces structures. Les études effectuées précédemment avec la technique
de tomographie de dureté n’ont pas corrélé les images obtenues (ou seulement de
maniére indirecte) avec d’autres types de microscopies |71, 113, 198-200, 213|. En
2013, Conneely et coll. indiquent que le futur de la tomographie de dureté passera
par une corrélation avec de la microscopie optique, I'utilisation de matériaux modéles
avec des inclusions de référence, et plus de modélisation numérique [214]. Lors du
début de cette thése (en 2011), je me suis concentré sur la résolution de la premiére

problématique, qui est la corrélation avec d’autres types de microscopies.
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2. pyAF — un logiciel pour I’analyse

des courbes de force

Pour pouvoir calculer I'élasticité selon le modeéle RLK et pour pouvoir corréler les don-
nées AFM (topographie, élasticité, potentiels de surface) avec des données provenant
de différents types de microscopies (optique, électronique), j’ai développé un logiciel
baptisé pyAF (python Atomic Force). Ce projet a largement dépassé ce but et de
nombreuses fonctionnalités ont été ajoutées. Dans ce chapitre, je détaillerai quelques
fonctionnalités de pyAF, les outils mis en place pour I'écriture du logiciel, et les
points techniques qu’il a fallu maitriser. L’annexe A donne plus de détails sur les

fonctionnalités de pyAF et les outils que j’ai utilisés pour le développement.

2.1 Introduction

Il existe actuellement une dizaine de logiciels permettant I’analyse de données AFM.
Les plus répandus sont les logiciels traitant uniquement les images bidimensionnelles
obtenues en imagerie AFM (mode contact, Tapping et non-contact). Ces logiciels
s’apparentent en fait a des logiciels de traitement d’image avec des fonctionnalités
supplémentaires et spécifiques & I’AFM. Les besoins sont souvent de ’ordre de la mise
a niveau des données, de la création de profils, de mesures de rugosité et de nettoyage
de défauts sur les images. Des logiciels gratuits tels que les céléebres Gwyddion [219]

ou WSXM [220], mais aussi plusieurs logiciels commerciaux sont disponibles.

Les logiciels permettant d’analyser des courbes de forces sont par contre moins com-
muns. Il existe différentes raisons & cela. Premiérement, le nombre de laboratoires
travaillant sur ces thématiques est beaucoup plus réduit que le nombre de labo-
ratoires faisant de l'imagerie « pure ». Deuxiémement, les constructeurs d’AFM
permettent souvent d’exporter les courbes de forces en fichier texte brut, que les
scientifiques peuvent analyser par eux-mémes (voir section 1.6). Chaque laboratoire
utilise donc ses propres outils d’analyse. Il existe actuellement deux logiciels gratuits,
OpenFovea [203] et Atomic] [221], et des logiciels commerciaux tels que SPIP [222],
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Nanoscope Analysis [223], JPK Data Processing [224], Punias [225]... Certains lab-
oratoires proposent aussi des logiciels disponibles sur des sites web, tel que Force
Curve Analysis |226] ou le Hertz fit Applet [227|. 1l existe aussi depuis 2014 une
extension pour Gwyddion [228]. Malheureusement, ces outils atteignent leur limite
lors de traitement en masse de données, ou ne proposent pas toutes les fonctionnalités

nécessaires pour l'analyse des tomographies de dureté.

Il fallait donc créer un logiciel ayant les spécifications suivantes:

e fonctionne sous Mac, Linux et Windows,

e peut charger des fichiers JPK et Bruker (Force Map et Force Volume),

e utilise trés peu de mémoire vive pour pouvoir ouvrir de gros fichiers,

e étre multicoeur pour minimiser le temps de calcul des tomographies d’élasticité,

e utilise un moteur 3D puissant et flexible pour pouvoir corréler des cartographies

AFM tridimensionnelles avec d’autres images de microscopie.

2.2 Implémentation du logiciel

pyAF a été intégralement écrit en Python [229]. Python est un langage informatique
développé vers la fin des années 80 par Guido van Rossum. Il est devenu un des
langages les plus utilisés mondialement. Il a ainsi obtenu a deux reprises le prix
TIOBE (Programming Language of the Year) en 2007 et 2010 [230]. Python a une
syntaxe simple, un systéme de typage dynamique, une gestion automatique de la
mémoire (utilisant un puissant ramasse-miettes |garbage collector|), et le support de
I’ Unicode!. 11 est connu pour étre simple d’apprentissage pour les débutants, mais

aussi de bien s’adapter a de gros projets.

pyAF fonctionne sous Python 2.7. Le logiciel peut étre utilisé sur les trois principaux
systémes d’exploitation, OS X (testé sous OS 10.7, 10.8, 10.9 et 10.10), Windows
(testé sous XP et Windows 7), Linux (testé sous Ubuntu et Fedora). A ce jour, la

version stable est la version 1.5.0

pyAF est composé de plus de 65 000 lignes de code et utilise de nombreuses li-
brairies externes, la principale étant PyQt4 [231], qui permet de créer l'interface

graphique. Les figures sont créées a 'aide de matplotlib [232, 233|, et l'affichage

'L’ Unicode est un standard international pour I'encodage des caractéres dans différentes langues.
Chaque lettre, chaque chiffre et chaque symbole correspond ainsi a une valeur numérique valable
pour différentes plate-formes et logiciels.
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tridimensionnel des données est obtenue avec la version Python de VIK 6 (Visu-
alization Toolkit) [234]. La liste des dépendances est bien str plus longue, ce qui
implique que la distribution du logiciel sous forme d’exécutable précompilé pour le
grand public nécessiterait de mettre en place une infrastructure de serveurs de dis-

tribution de paquets pour toutes les plate-formes.

2.3 L’onglet de visualisation de données

Une fois les fichiers chargés, ils apparaissent dans la fenétre principale du logiciel
(Figure 2.1). On peut se déplacer d’'un fichier a 'autre en cliquant sur chaque fichier
dans le menu de gauche. L’image correspondant & la position en z de 1’élément
piézoélectrique au seuil de force est affichée pour chaque fichier. On peut se déplacer
d’une courbe a ’autre en cliquant soit sur la grille centrale, soit en utilisant les champs
a gauche du bouton aléatoire (random). Le bouton aléatoire quant a lui permet de
choisir une courbe au hasard, et est devenu 1'une des fonctions les plus utilisées par

les utilisateurs du logiciel.

eo0o DYAF (develop, ca63249)

W cCompute | Results | Plots

Grouped Plots |

hela.003
1oscope (Force Volume)

Microscope : JPK00180
Config fle: None
Software

Spring constant (N/m)

2012-06-2013:58:23 n:4261
93548 % 20.3226 ym

les: 29 x63

Apyonall | [ Resetal

2013-07-12 17:02:46

N e
. = =

nonsquarez jpk-gi-data
@

2013-12-0915:10:43

ai8x8-diffnbrpoints.pk-gi-data
@
2014-06-25 16:11:49

single._curve.001
Nanoscope (Single Fie)
2012-02-03 14:46:33

[~ ) [ Rename | [ copy

FIGURE 2.1: Onglet « données » dans pyAF. Les différents fichiers chargés
sont visibles a gauche. On peut cliquer sur les pixels de I'image pour changer
de courbe AFM. Les différents paramétres d’acquisition sont affichés. On
peut aussi modifier la valeur de la constante de raideur du levier ou de la
sensibilité si ’'on a effectué le calibrage du levier a posteriori.

2.4 L’onglet calcul

Dans l'onglet de calcul (Figure 2.2), on peut se déplacer comme sous l'onglet de
visualisation de données d’une courbe a 'autre. Un menu déroulant est disponible
Une case a

pour changer de fichier. De nombreux algorithmes sont disponibles.
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cocher (compute all) permet d’effectuer les calculs sur tous les fichiers. Une autre
case a cocher (apply to all) permet d’appliquer les paramétres courants a tous les
fichiers. A partir de cet onglet, on peut aussi atteindre les fenétres pour I’algorithme
de mise & niveau des données et de mise & plat des courbes de forces. Ces options

seront décrites dans 'annexe A.

800 pyAF (develop, ca63a49)
Data ST Results | Plots

Grouped Plots

— Approach

™ o 20 - ) 0 100 00 100

nonsquare1.jpk-gi-data o 1.1 [ Random curve

Flatten Curve Clean Up ) Compute all M Apply to all (] Zoom in [2

Zoom factor | >

T Stiffness correction | Work, Rupture force | Events | Loading rates |
Parameters Point of contact Stffness

Stiffness Model : [ Sneddon (Cone) & 100 | Fit skip (start) (nm) (0| Fit refit (nm) 0 | start (nm)

05 | Poisson ratio 500 | Fit length (am)  [1__| Refit (times) 0 | Segment size (nm)

15| Tip Half-opening Angle (*) 5.0_JIEEEEE 0| stop (nm)

Compute

(start at zero Vstrict stop

FIGURE 2.2: Onglet « données ». Exemple de calcul de détermination du
point de contact pour le calcul de 1’élasticité.

2.5 Calcul de I’élasticité

Le premier sous-onglet est dédié au calcul de 1’élasticité sur la courbe d’approche (Fig-
ure 2.2). La détection du point de contact se fait par un ajustement de courbe linéaire
sur la partie de non-interaction (voir partie 1.6). Comme déja indiqué plus haut, il
existe de nombreux algorithmes de calcul pour le point de contact. L’ajustement
linéaire est le plus rapide au niveau du temps d’exécution, c’est pour cela qu’il a été

choisi. De plus, je I'ai légérement amélioré, ce qui donne de trés bons résultats.

J’ai implémenté une nouvelle fonction, baptisée refit, pour améliorer la détection
du point de contact. En mettant une distance X (en nm) dans le champ refit,
I’algorithme cherche d’abord un premier point de contact par ajustement de courbe
linéaire, de maniére classique. Ensuite, il fait un deuxiéme ajustement de courbe
linéaire, & une distance —X du point de contact trouvé. C’est ce second ajustement
de courbe linéaire qui est utilisé pour trouver le point de contact final. Par défaut,
cette opération est effectuée une unique fois, mais un champ permet de 'effectuer
plusieurs fois si nécessaire. La taille du segment utilisé pour I'ajustement de courbe
linéaire peut étre modifiée, tout comme le seuil de bruit pour la détection du point

de contact.
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Une fois le point de contact déterminé, I'algorithme calcule 1’élasticité en utilisant
le mode¢le sélectionné. Sont disponibles, en fonction de la géométrie de la pointe :
le modéle de Hertz pour une sphére, le modéle de Sneddon pour un cone, le modeéle
pour les pyramides parfaites, et un simple calcul de la pente. On peut définir le calcul
de I'élasticité pour différentes profondeurs d’indentation, et utiliser le modéle RLK
(cf. 1.9) en demandant de calculer I'élasticité pour chaque segment d’indentation (en

décochant la case Start at zero).

2.6 L’onglet résultats

Une fois les calculs effectués, 'onglet résultats est disponible (Figure 2.3). Il permet
de naviguer a travers les fichiers et les courbes, et d’avoir un rendu visuel des valeurs

calculées pour chaque pixel.

800 DYAF (develop, ca63a49)
{ Data | Compute [ILEENIEN] Plots | Grouped Plots |

[ hela.003 ) [ i Random curve < > ™ Apply to all

| Multi Meshgrids Profiles Slices ROI Manager Display in 3D | Used parameters

FIGURE 2.3: Onglet « résultats » dans pyAF. La matrice de gauche affiche
le nombre d’événements détectés par courbe. A droite, on peut observer les
événements détectés pour un pixel en particulier sur la courbe de force, et les
valeurs de différentes forces détectées.

Cette fenétre est trés utile pour détecter les quelques pixels ot la détection du point
de contact s’est mal effectuée (ces pixels affichent souvent des valeurs aberrantes).
Malgré le fait que les méthodes de détection de point de contact soient automatisées, il
faut toujours vérifier visuellement la position des points de contact détectés. Quand
peu de courbes de forces sont analysées (p.ex. Crick et coll. n’analysent que 64
courbes [53]), il est facile de les faire défiler une a une sur un écran pour les étudier.
Mais pour pouvoir regarder des cartes entiéres avec plus de 1000 courbes, ceci n’est
plus possible. La solution consiste donc & afficher la topographie sur une grille (ce

qui équivaut & la position de tous les points de contact). Si un point de contact est
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mal détecté, cela se visualise directement sur la grille par un pixel ayant une hauteur

complétement aberrante par rapport a ses voisins.

De nombreuses options permettent d’afficher les courbes de différentes fagons: courbe
de déflexion-extension, force-extension, force-distance, etc. Tous les graphiques peu-

vent étre exportés en formats images vectoriels (pdf, svg, eps) ou matriciels (PNG,

JPG).

A partir de onglet résultats, on peut lancer la fenétre de gestion des régions d’intéréts
(A.1.5), l'affichage de multiples fichiers (A.1.6) et la visualisation en trois dimensions

du fichier (2.7).

2.7 Représentation 3D

La représentation 3D des tomographies de dureté dans pyAF, et la possibilité d’y
superposer des images d’autres types de microscopies est la premiére raison pour
laquelle pyAF a été développé. Aucun autre logiciel ne propose actuellement cette
fonctionnalité, qui était indispensable pour mener a bien ’étude de 1’élasticité des

organites et organelles dans des cellules (voir chapitre 1 et 3).

Une fois la fenétre d’affichage ouverte (Figure 2.4), de nombreuses options permettent
de changer l'affichage des données. Chaque élément (cartographie AFM, images,
etc.) est référencé dans une liste & gauche, et correspond a un calque (layer). 1l
peut étre affiché ou caché, translaté, tourné. La transparence de chaque calque peut
étre changée, ce qui est utile lorsqu’on veut superposer différents calques. On peut
sélectionner un calque en cliquant dessus dans la liste, ou en passant la souris sur le

calque dans la vue tridimensionnelle et en appuyant sur la touche P (Pick).

Actuellement, on peut charger des images au format .tiff (image seule ou piles d’images).
Le logiciel est en train d’étre adapté pour pouvoir ouvrir plus de types d’images, en
utilisant la librairie SCIFIO [235, 236]. Ceci permettra par exemple d’ouvrir directe-
ment des fichiers au format .Ism ou .czi provenant des microscopes optiques, sans
devoir les convertir au format .tiff. Si possible, pour chaque image, la dimension des
pixels est déterminée par pyAF, ce qui définit la taille de chaque image. Ceci évite

de devoir faire des conversions fastidieuses a chaque chargement d’image.
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AX Name Options [T AFM 2 |
DU
M [ Jet s
Sczeenshy Max. stifines (Al : 15229.94 kPa
7 Magnifi 5000.0 Max
Add glass
Fiducials
View from top
Display/Hide Color Scale
| Display Profiles
[ Refresh background (slower)
Slicing
FIGURE 2.4: Fenétre d’affichage pour les représentations tridimensionnelles.
La reconstruction affichée est détaillée dans la partie 3.7.
On peut aussi recréer des isosurfaces a partir de piles d’images provenant d’un mi-

croscope confocal en utilisant les librairies VTK et ITK (Insight Segmentation and
Registration Toolkit) [237]. Un exemple d’isosurface reconstruite est affiché dans la
Figure 2.5. Ceci permet de superposer des objets tridimensionnels aux tomographies

de dureté.

- s
> e e 'y

FIGURE 2.5: Reconstruction d’une isosurface a partir d’une pile d’images.
Ici, un appareil de Golgi a été imagé (voir 3.5). (a) Une des images de la pile.
(b) Isosurface. Taille de la pile : 90 pm x 90 pm x 10 pm.

Initialement, la représentation tridimensionnelle était écrite en OpenGL [238], en
utilisant la librairie PyOpenGL [239]. Ceci rend plus complexe I'ajout de nouvelles
fonctionnalités, car il faut manuellement écrire tous les algorithmes de représentation
des données. J'ai donc décidé d’utiliser la librairie VTK ( Visualization Toolkit) [234].
Cette librairie open source est écrite en C++, mais propose une interface en Python.
L’intégration dans l'interface graphique PyQt n’est pas triviale, j'ai donc documenté
ceci sur le wiki de VTK [240]. L’avantage est que VTK propose par défaut des
centaines d’algorithmes. Ceci m’a par exemple permis d’ajouter un lissage pour les

tomographies de dureté, en utilisant la classe vtkLoopSubdivisionFilter ou la classe
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vtkButterflySubdivisionFilter. Le lissage des tomographies a été adapté pour mes

données avec I'aide des développeurs de VTK, ce qui a aussi permis de mettre en

place un exemple de code [241], dont le résultat est présenté dans la Figure 2.6.

FIGURE 2.6: Lissage d’une surface avec VTK. A gauche, surface non lissée,
générée aléatoirement. Au milieu, lissage avec le filtre vtkLoopSubdivision Fil-
ter. A droite, utilisation du filtre vtkButterflySubdivisionFilter

2.8 Le format de fichier HDF

Lors du développement de pyAF, la nouveauté par rapport a d’autres logiciels est
le support de 'ouverture d’un trés grand nombre de fichiers. Actuellement, les logi-
ciels disponibles chargent les données dans la mémoire vive de l'ordinateur. Ceci a
I’avantage d’étre rapide, mais ne fonctionne pas pour de grandes quantités de don-
nées. En effet, en Python, une valeur & virgule flottante? utilise 24 bytes de mémoire
au lieu de 8 bytes en C. Ceci est dii au fait que chaque variable en Python est un
objet, ce qui utilise un peu plus de mémoire qu'une variable en C. Pour un fichier
de 128x128 pixels, avec 2 courbes de forces (approche et retrait) de 1024 points
chacune, on utilise donc 128x128x2x1024x24 = 805 306 368 bytes, ce qui nous fait
environ 805 Mi. Ouvrir 10 fichiers utiliserait donc plus de 8 Gi. Ceci peut poser
probléme sachant que la limite en mémoire vive d’un ordinateur de bureau est de
quelques Gi. Par exemple, pyAF a été développé sur un ordinateur ne possédant que
3 Gi de mémoire vive. Méme avec de gros fichiers, la version actuelle de pyAF utilise

souvent moins de 500 Mi de mémoire vive.

Une solution alternative a donc été mise en place, basée sur la sauvegarde des données
dans un fichier temporaire sur le disque dur. Le choix s’est porté sur le format de
fichier HDF5 (Hierarchical Data Format) [242]. Ce format de fichier permet de
stocker et d’organiser de grandes quantités de données. La Nasa I'utilise par exemple
pour stocker plus de 15 Pi de données. Mais HDF5 n’est pas qu'un format de fichier,

c’est aussi une interface de programmation (API, Application Programming Interface)

2Les chiffres a virgule flottante (type float) sont en fait des doubles en Python.
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écrite en C qui permet de lire et d’écrire les fichiers. Il est possible d’utiliser cette API
en C++, en Python, en Java et en bien d’autres langages. pyAF utilise la librairie
pytables [243| pour accéder aux fichiers. Le fonctionnement de pyAF avec la création
et la sauvegarde d’un fichier HDF5 est décrit dans la Figure 2.7.

1
[ Lecture par pyAF Sauvegarde
2 —_— HDF5 —_—
HDF5
fichier1.jpk-force tmp_1408399138.hdf5 monfichier.pyAF
fichier2.pyAF

fichier3.jpk-qi-data

FIGURE 2.7: Schema de fonctionnement pour le chargement de fichiers dans
pvAF. Des fichiers uniques sont lus par pyAF, et stockés dans un fichier
temporaire sur le disque dur. On peut choisir la destination du fichier tem-
poraire, ou laisser le systéme d’exploitation choisir la destination. FEnsuite,

lors de la sauvegarde, un fichier .pyAF est créé, composé d’un entéte et du
fichier HDF5.

Par défaut, le fichier temporaire en HDF5 est stocké dans un dossier temporaire sur le
disque dur, attribué par le systéme d’exploitation. Le chemin de fichier de destination

sous OS X est par exemple:
/private Jvar/ folders/sw/3032t8ktszq f gpl5w00gn /T /tmp408399138. hdf 5.

Il peut arriver que le disque dur courant soit plein, ce que détectera pyAF. Dans
ce cas, on peut par exemple travailler avec le fichier HDF5 stocké sur un disque
externe (le changement de destination pour le fichier temporaire est faisable a partir
de la fenétre de chargement de fichiers (Figure A.1)). Ceci peut aussi étre utile si on

dispose d’un espace de stockage rapide de type RAID 0.
Le format de fichier HDF a de nombreux avantages :

1. Le format est ouvert et gratuit. Il est utilisé par beaucoup d’équipes et d’entreprises,

ce qui lui donne une bonne visibilité. Il est aussi mis a jour réguliérement.

2. Les données sont découpées en blocs (chunks [244]), ce qui permet un accés d’une

partie des données de maniére rapide en lecture et en écriture.

3. En ajoutant une compression BLOSC [245], on peut gagner en temps de transfert

et créer des fichiers plus petits.

3A Case for Redundant Arrays of Inexpensive Disks, systéme de stockage utilisant plusieurs
disques durs.
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4. On peut aussi utiliser un algorithme Fletcher32 [246|, qui controle lors de I’écriture
et la lecture 'intégrité des données. Ceci est critique, notamment lors de ’écriture
dans le fichier ou il faut s’assurer que les données ne sont pas corrompues. Un
exemple typique est la copie sur clef USB des données acquises sur un AFM, ou les
données peuvent étre corrompues a l’écriture ou a la lecture. Ce cas de figure a
eu lieu au moins une dizaine de fois lors du développement du logiciel. Fletcher32
n’est actuellement pas activé dans pyAF, car il faudra d’abord repenser le transfert
de fichiers en amont. pyAF inclut néamoins quelques mécanismes de contrdle pour

détecter des fichiers AFM corrompus.

5. Une fois les données lues a partir des fichiers AFM et stockées dans le fichier
HDF5, la sauvegarde et la réouverture du fichier sont rapides, car il suffit de copier
les données sur le disque. Il n’y a donc pas besoin de réorganiser les données ou de

compresser les données une seconde fois.

La structure d’un fichier HDF5 est donnée dans le listage 2.1.

Object Tree:
/ (RootGroup) u’’
/data (Group) ’'Data’
/data/_0 (Group) ’Single Data’
/data/_0/curves (Group) ’Curves’
/data/_0/curves/approach (CArray(l6, 16, 2, 512), shuffle, blosc(9)) '’
/data/_0/curves/retraction (CArray(l16, 16, 2, 512), shuffle, blosc(9)) '’
/data/_0/piezo_image (Group) ’‘Piezo Image’
/data/_0/piezo_image/piezo_image (CArray (16, 16), shuffle, blosc(9)) '’
/data/_0/positions (Group) ’‘Positions’
/data/_0/positions/approach_positions (CArray (16, 16, 2), shuffle, blosc(9)) '’
/data/_0/positions/retraction_positions (CArray (16, 16, 2), shuffle, blosc(9)) '’
/data/_0/results (Group) ’Results
/data/_0/results/events_forces (VLArray(0,), shuffle, blosc(9)) '’
/data/_0/results/events_forces_distance (VLArray(0,), shuffle, blosc(9))
/data/_0/results/events_jocs2_indices (CArray (16, 16), shuffle, blosc(9
/data/_0/results/events_jocs2_real (CArray (16, 16, 2), shuffle, blosc(9)) '’
9
))
)

o
y 17

/data/_0/results/events_positions_middle (VLArray(0,), shuffle, blosc(9)) '’

/data/_0/results/events_positions_start (VLArray(0,), shuffle, blosc(9 [
/data/_0/results/events_positions_stop (VLArray(0,), shuffle, blosc(9)) '’
/data/_0/results/events_slopes (VLArray(0,), shuffle, blosc(9)) '’
/data/_0/results/fits_joc (CArray(l6, 16, 3), shuffle, blosc(9) [
/data/_0/results/fits_poc (CArray(l6, 16, 3), shuffle, blosc(9)
/data/_0/results/jocsl_indices (CArray (16, 16), shuffle, blosc(9)
/data/_0/results/jocsl_real (CArray(l6, 16, 2), shuffle, blosc(9)
/data/_0/results/jocs2_indices (CArray (16, 16), shuffle, blosc(9)
/data/_0/results/jocs2_real (CArray(l6, 16, 2), shuffle, blosc(9)
/data/_0/results/loading_rates (VLArray(0,), shuffle, blosc(9)) '
/data/_0/results/pocs_indices (CArray (16, 16), shuffle, blosc(9)) '
/data/_0/results/pocs_real (CArray(l6, 16, 2), shuffle, blosc(9)) '
/data/_0/results/rupture_forcel (CArray(l6, 16), shuffle, blosc(9
/data/_0/results/stiffness_array (VLArray(0,), shuffle, blosc(9)) '
/data/_0/results/stiffness_corrected (VLArray(0,), shuffle, blosc(9
/data/_0/results/topography (CArray (16, 16), shuffle, blosc(9)) '’

/data/_0/results/work (CArray(l6, 16), shuffle, blosc(9)) '’

LISTAGE 2.1: Structure d’un fichier HDF5 dans pyAF (Contient un unique
fichier de 16x16 pixels, avec 512 points par courbe, qui a été chargé en

position 0).

Lors de la sauvegarde, le fichier HDF5 est copié, et un en-téte est ajouté au début du

fichier (voir Figure 2.8). Cet en-téte a la structure suivante: la premiére ligne indique
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la version de pyAF utilisée pour sauvegarder et analyser les données, la deuxiéme ligne
indique le nombre de fichiers AFM stockés dans le fichier HDF5. Ensuite vient une
liste de valeurs (une par ligne), représentant le nombre de bytes qu’utilise chaque en-
téte supplémentaire. En fait, toutes les données ne sont pas stockées dans le fichier
HDF5 temporaire (par exemple, les paramétres de calcul et d’affichage sont stockés
dans un objet! Python). Cet objet est sérialis¢ avec la librairie pickle [247], c’est a
dire qu’il est transformé en chaine de caractéres. Ce jeu de données sérialisé est écrit
dans un fichier qui a ’extension .pyaf. Il faut donc savoir combien de bytes est utilisé
par cet en-téte dans le fichier .pyaf pour pouvoir le lire. Tout ceci est automatisé

dans pyAF et est transparent pour l'utilisateur.

Version=1.4.7.develop.ca63a49
Nbr_of_files=3
Global_Prefs_Offset=4919
Single_Prefs_Offset=141448
Single_Prefs_Offset=140867
Single_Prefs_Offset=41342

Parametres globaux
Données binaires, 4919 bytes

Paramétres fichier 1
Données binaires, 141448 bytes

fichier .pyAF

Parametres fichier 2
Données binaires, 140867 bytes

Paramétres fichier 3
Données binaires, 41342 bytes

Fichier HDF5

FIGURE 2.8: Structure d’un fichier pyAF contenant 3 fichiers AFM.

2.9 Calcul multicceur

Les ordinateurs actuels proposent au moins 2 cceurs, et une station de travail plus
puissante au moins 8 coeurs. Les logiciels doivent étre écrits d’une certaine maniére
pour tirer avantage de ces multiples coeurs, car le développeur doit indiquer au logiciel
comment diviser une tache donnée en multiples taches plus petites que I’on peut alors

distribuer sur différents coeurs.

Généralement, seules les taches exécutées par le logiciel demandant des calculs in-
tensifs sont parallélisées afin de réduire le temps global de calcul. Cependant, en
Python, le GIL (Global Interpreter Lock) [248] empéche I'exécution du méme pro-
cessus sur plusieurs ceeurs. Il faut donc utiliser des stratégies alternatives, telles que

lancer plusieurs nouveaux sous-processus, en utilisant le module multiprocessing de

4Un objet est une structure de code abstraite, pouvant contenir des données et des fonctions.
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Python [249]. Ceci est la solution la plus facile & mettre en place, et permet un gain
de vitesse de 1,7 avec 2 coeurs. La mise en place d’une stratégie multicceur pour pyAF
a nécessité 2 ans de travail avant d’étre stable. Il a fallu faire des compromis pour que

celui-ci fonctionne sous OS X, Linux et Windows sans dégradation des performances.

Pour les calculs ot il est nécessaire de lire et d’écrire dans le fichier HDF5, les données
sont divisées en blocs (Figure 2.9). La lecture et I'écriture dans le fichier HDF5
sont faites dans un processus séparé, avec des sécurités pour que les lectures et les
écritures de blocs soient découplées. Ceci complique la mise en place d’une stratégie
multicoeur, mais est indispensable pour éviter par exemple la lecture d’un bloc en
cours d’écriture, qui pourrait faire planter le logiciel. Un bloc est d’abord lu, et
les données (les courbes de force) sont stockées dans la mémoire vive pour un acces
rapide. Une fois le traitement exécuté sur la mémoire vive, les résultats sont écrits

dans le fichier HDF5. Cette opération est répétée pour chaque bloc de données.

Quand deux processus de calcul sont utilisés, un processus supplémentaire est créé
pour l'accés au fichier. Avec pyAF lui-méme utilisant un processus, ceci fait en tout
4 processus qui tournent simultanément sur 2 coeurs. Ici, c’est le systéme interne du
systéme d’exploitation qui va répartir la charge sur les différents coeurs. Ceci implique
aussi qu’utiliser deux cceurs par rapport & un unique coeur ne permet jamais d’obtenir

un gain de deux en vitesse.

64 colonnes

v

<

<
8 colonnes

«—

8 rangées
64 courbes

A
v
A
v
A
v
A
v

bloc 0 bloc 1 bloc 2 bloc 3

Y]
?<

Proc.0 Proc. 1 Proc.0 Proc. 1 Proc.0 Proc. 1 Proc.0 Proc. 1

]
)

v
A
v

Y &
7€

A
v
A

3 &
?<

v
A

FIGURE 2.9: Division en blocs pour le calcul multicoeur. Exemple d’un
fichier de 8x64 pixels, divisés sur 2 cceurs. Un bloc de données et lu a partir
du fichier HDF5, calculé, et les résultats du bloc sont écrits dans le fichier
HDF5 avant la lecture du bloc suivant.

Pour tester les limites du systéme mis en place, j’ai calculé 1’élasticité pour un fichier
QI™(JPK) de 512x512 pixels sur une station de travail avec un processeur Intel
Xeon a 8 ceeurs. Le calcul s’effectue en 6 minutes en utilisant les 8 cceurs, alors qu’un

calcul sur un seul cceur prend environ 45 minutes sur le méme ordinateur. Il est
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rare d’avoir ce genre de fichier a analyser, mais souvent on peut vouloir analyser une
dizaine de fichiers avec 128x128 pixels. Certains scripts écrits en Matlab pouvaient
mettre jusqu’a une nuit entiére de calcul pour un fichier de 128x128. Ceci démontre
qu’il est maintenant possible de traiter de grandes quantités de données presque en

temps réel, et permet donc d’explorer un plus grand nombre de paramétres d’analyse.

2.10 Conclusion

Lors de I'écriture de pyAF, le nombre de fonctionnalités a dépassé le but original.
La facilité d’utilisation et I’ergonomie du logiciel font qu’il est maintenant un outil
indispensable et tres réguliérement utilisé par les chercheurs du laboratoire. De plus,
I'existence de pyAF permet d’étre moins dépendant des logiciels payants ou des fab-
ricants d’AFM, qui ne détaillent pas les algorithmes d’analyse utilisés. Il est aussi

beaucoup plus flexible lorsqu’on veut ajouter de nouveaux algorithmes.

De nombreux challenges restent a relever. Le code doit étre mis a jour pour la nou-
velle version de Python (Python 3) et pour la nouvelle librairie d’interface graphique
PyQt 5. L’utilisation de matplotlib pour 'affichage des données est quant a lui trop

lent pour du rendu en temps réel, et une alternative devrait étre trouvée.

La pérennisation du code nécessite une base de développeurs assidus qui peuvent
mettre a jour le logiciel et corriger les bogues. Plus il y aura d’utilisateurs, plus
il y aura de chances que le logiciel soit maintenu dans le futur. Ceci pose donc
probléme pour 'utilisation et le développement de logiciels pour le long terme, et

affecte directement la reproductibilité des expériences.

Le code source de pyAF appartient aux tutelles de 'Equipe CMPI. Ceci rend donc
compliqué le développement d’un logiciel open source écrit par plusieurs personnes.
Le choix de la licence de distribution du logiciel est donc trés complexe. J’ai décidé
de mettre pyAF sous licence CeCILL [250], promue par le CEA, le CNRS et 'INRIA
(il s’agit d’une variante de la licence GPL (General Public License)). Je tenais donc
A rappeler cette problématique ici, qui me semble importante. A l’ére de I’Open
Science et de I’Open Data, il faut penser a la facon de distribuer et de promouvoir
des logiciels produits dans le cadre de la recherche publique. Le logiciel restera donc
d’utilisation restreinte a 1’équipe, qui continuera de le développer. Cependant, une
version simplifiée robuste avec des fonctions limitées pourrait étre en libre accés a

I’avenir.
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3. CLAFEM et tomographie de dureté

3.1 Introduction

Comme indiqué précédemment, la technique CLEM (Correlative Light-Electron Mi-
croscopy) est la plus utilisée en biologie pour corréler des images de microscopie a
fluorescence et de microscopie électronique [136, 137, 251, 252|. Nous avons ajouté
la microscopie a force atomique pour créer une nouvelle approche, que nous avons
nommée CLAFEM (Correlative Light Atomic Force Electron Microscopy). En util-
isant le modéle RLK, nous avons tiré parti du contraste sur les images d’élasticité

pour détecter différents éléments dans des cellules.

J’ai travaillé avec des leviers pyramidaux, a cause de la finesse de leur pointe. Les
pointes sphériques ont une mauvaise résolution latérale, ce qui ne semble donc pas
adapté a la mesure de propriétés mécaniques a I’échelle du nanomeétre. L’utilisation
de nanoaiguilles a été exclue, premiérement a cause de la difficulté de la mise en place
de 'expérience, et deuxiémement, car elles pénétrent facilement la membrane d’une

cellule, ce que nous voulions éviter [58, 214].

Il existe beaucoup de structures et d’objets que nous aurions pu observer dans des
cellules en CLAFEM. Fels et coll. indiquent que la contribution & 1’élasticité d’une
cellule provient de quatre parties : le noyau, le glycocalix, le cortex cellulaire! et le
cytoplasme [253|. Le noyau est trés volumineux et il nous fallait des objets plus fins.
Le glycocalix, tout comme le cortex cellulaire, est une couche relativement fine, en
fonction du type cellulaire étudié. Il aurait été intéressant d’étudier son hétérogénéité
ou épaisseur, mais ceci demeure complexe. Nous avons voulu explorer d’autres élé-
ments, plus évidents a détecter. Deux structures cellulaires ont été étudiées dans le
cadre de cette thése : I'appareil de Golgi et les mitochondries. Comme notre groupe
est spécialisé dans les phases précoces de I'infection par des bactéries, j’avais & ma dis-
position différents modeéles biologiques. Je me suis donc aussi intéressé aux comeétes
d’actine créées par la bactérie Shigella flexneri, et au site d’entrée de la bactérie

Yersinia pseudotuberculosis dans une cellule hote.

'Le cortex cellulaire est une zone de cytoplasme sous la face interne de la membrane plasmique.
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Dans certaines expériences, j’ai ce que 'on appelle classiquement «fixé» les cellules.
La fixation est une méthode chimique qui réticule les protéines, ce qui permet de
conserver des échantillons biologiques pendant plusieurs semaines. Ceci est par ex-
emple avantageux pour les mesures d’élasticité avec 'AFM, qui peuvent étre lentes
dans certains cas. Les produits chimiques utilisés sont souvent le glutaraldéhyde ou
le paraformaldéhyde (PFA, protocole en annexe C.4). Il a été constaté que la fixation
pouvait augmenter la résolution en imagerie, et augmenter le contraste en différences
d’élasticité [198]. Les modules d’Young mesurés sur cellules fixées sont de deux a
cinquante fois plus grands que sur cellules vivantes [46]. Pour nos premiéres expéri-
ences, nous avons donc d’abord voulu valider le concept de CLAFEM sur des cellules
fixées. Ensuite, des expériences sur cellules vivantes ont été effectuées pour valider

de la technique de tomographie de dureté sur échantillon vivant.

Le modeéle utilisé pour les analyses est le modéle de la pyramide parfaite (voir équation
1.17), adapté au modele RLK:

Bi=_ ——= (3.1)

3.2 Microscopie optique haute résolution

Pour obtenir la localisation précise d’objets dans une cellule, la microscopie pho-
tonique est actuellement la technique de choix. Ernst Abbe (1873) et Lord Rayleigh
(1896) découvrent et démontrent que la résolution maximale obtenue avec un micro-
scope optique est de 'ordre de la moitié de la longueur d’onde de la lumiére utilisée.
Cette limitation est due a la diffraction de la lumiére a travers le chemin optique du
microscope et sur 'objet lui-méme [39, 254|. En pratique, nous ne pouvons donc pas

discerner deux objets proches de moins de 200 nm, comme l’illustre la Figure 3.1.

CONNC

Résolu Limite de Rayleigh Non résolu

FIGURE 3.1: L’image de deux objets a travers un microscope est composée
de deux taches de diffraction. Le critére de Rayleigh dit que deux objets
sont observables de maniére distincte a partir du moment ot le maximum du
premier pic de diffraction coincide avec le premier minimum nul du second
pic de diffraction. (Echelle non respectée).
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En biologie, nous voulons souvent observer des phénomeénes a 1’échelle de la dizaine de
nanomeétres. Ceci est aussi la résolution de ’AFM. Différentes techniques ont permis
d’atteindre des résolutions inférieures & la limite de diffraction. Lors de cette theése,

j’ai utilisé I'une de ces techniques, le ASTORM, que je vais rapidement introduire ici.

En 2006, Betzig et coll. introduisent le PALM (Photo Activated Localization Mi-
croscopy) [255]. Le PALM permet d’obtenir une résolution théorique de l'ordre de
10 nm dans une cellule. Par la suite sont développés le STORM, puis le ASTORM [256—
259|. Ces trois techniques sont sur le principe trés similaires, la différence se trouve
dans les sondes fluorescentes utilisées. Idéalement, les acquisitions haute résolution de
type PALM, STORM ou dSTORM se font en mode TIRF? (Total Internal Reflection

Fluorescence), pour réduire le bruit de fond di a I’épaisseur de la cellule.

Le PALM utilise des sondes qui sont introduites dans la cellule par transfection. Un
plasmide codant pour une protéine dimérique est introduit dans la cellule, permet-
tant la production de la protéine d’intérét par la cellule. Ces protéines sont souvent
fusionnées a une protéine fluorescente par des techniques de biologie moléculaire. La
protéine fluorescente la plus connue est la GFP (Green Fluorescent Protein) [260].
Pour le PALM, on utilise des molécules photoconvertibles et deux lasers [255, 261].
Le premier laser sert en général a casser une liaison chimique de la protéine fluo-
rescente, avec une longueur d’onde de l'ordre de 400 nm : il y a photoconversion.
Ensuite, le deuxiéme laser est utilisé pour exciter la protéine fluorescente a la longueur
d’onde adéquate. Comme cette photoconversion est aléatoire, et assez lente, la tech-
nique consiste a acquérir le plus d’images possible (plus de 10 000), avec un temps
d’exposition minimal. Sur chaque image apparaissent alors des spots de fluorescence,
de maniére aléatoire. Chaque spot est ajusté par rapport a un modéle gaussien, qui
prend en compte le nombre de photons, le bruit de fond et la taille et le nombre
de pixels sur la caméra. L’image finale est reconstruite a partir de tous les points

détectés.

La technique PALM repose sur la fabrication et le développement de plasmides pour
chaque protéine que 'on veut marquer. Du taux de transfection dépend le nombre
de protéines fluorescentes exprimées dans la cellule, et donc dans certains cas, peu
de cellules sont finalement marquées. Ces protéines sont aussi moins stables et lu-
mineuses que des fluorophores classiques [256]. Ceci limite 'utilisation du PALM,
ce qui a poussé le développement d’une technique équivalente, le STORM [258]. En
STORM, les fluorophores sont des cyanines (Cy5 et Cy3). Ce couple de cyanines

est lié a un anticorps, qui se fixe a la protéine d’intérét. L’excitation laser sert a

2Le TIRF est mode de microscopie oil le rayon laser arrive avec un angle sur la lamelle de verre,
ce qui crée une onde évanescente. Dans ce cas, on ne sonde donc que les 200 premiers nanométres
de I’échantillon.
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promouvoir des changements d’état entre le couple Cy5-Cy3, ce qui le fait clignoter.

La reconstruction finale de I'image se fait comme pour le PALM.

Le STORM a un désavantage : les anticorps avec le couple Cy5-Cy3 sont peu
nombreux commercialement. Le dSTORM permet d’utiliser des anticorps avec un
unique fluorophore, tels que par exemple ’Alexa®) 488 [256]. Ces fluorophores sont
disponibles couplés & de nombreux anticorps. La ou le PALM permettait de tra-
vailler sur des cellules vivantes dans certaines conditions, le STORM et le dASTORM
nécessitent de travailler avec des cellules fixées. Souvent, le STORM et le dASTORM
nécessitent un milieu qui permet d’optimiser le ratio de clignotement des fluorophores.
Ce milieu n’est pas compatible avec les leviers AFM, car il contient des thiols, qui se
fixent sur I'or des leviers (ce qui empéche la réflexion du laser de détection de 'AFM).
Il est néanmoins possible de travailler sans ce milieu (ce que j’ai fait ici), mais avec

un rendement un peu plus faible.

Les techniques PALM et STORM sont regroupées sous le nom de SMLM (Single
Molecule Localization Microscopy). D’autres techniques existent, que je ne discuterai
pas ici. Ces techniques de microscopie optique a haute résolution ont un mode de

fonctionnement différent de la SMLM. Quelques exemples connus sont le STED, le
RESOLFET et le SIM [39].

3.3 Microscopie corrélative : protocole expérimental

La corrélation entre différents types de microscopies est assez complexe & mettre
en place. La technique CLEM est & mon avis peu utilisée de maniére routiniére a
cause de certaines difficultés. Ajouter une technique supplémentaire telle que ’AFM
n’est sur le papier pas compliqué, mais en pratique rallonge le temps de préparation
et d’imagerie des échantillons, et nécessite un certain savoir-faire, que nous avons
acquis. En moyenne, l'obtention des images présentées ci-dessous a nécessité un
mois entre le début de l'expérience et 'image finale en microscopie électronique (en
prenant en compte la préparation des cellules, 'imagerie optique haute résolution,
I'imagerie AFM, la préparation de 1’échantillon pour la microscopie électronique,
I'imagerie en microscopie électronique, et I’analyse des données). Le point critique
est le passage de la microscopie optique a la microscopie électronique. Sachant qu’il
faut souvent analyser plusieurs échantillons pour obtenir une image finale, le CLEM,
et par extension le CLAFEM est une approche bas-débit. Ceci est un paramétre a

prendre en compte lors de la planification d’une expérience CLAFEM.

© 2014 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Michka Popoff, Lille 1, 2014

7

L’approche CLAFEM est la suivante : tout d’abord, les cellules sont imagées par
microscopie optique a fluorescence® et par AFM (dans mon cas en mode Force Volume
ou QI). Pour cela, un AFM couplé & un microscope optique est utilisé (Figure 3.2).
Les cellules peuvent étre vivantes ou fixées. Dans le cas ou 'on voudrait travailler
sur cellule vivante, et les observer en microscopie électronique par la suite, il est tout
a fait possible, une fois I'imagerie finie, de remplacer le milieu de culture par du
milieu fixateur (le délai de fixation est de quelques minutes). Les cellules peuvent
étre imagées vivantes par AFM en utilisant une chambre d’incubation a 37 °C, ou un
support chauffant. Le milieu de culture utilisé ne contient pas de rouge de phénol a
cause de l'autofluorescence de celui-ci, et il est suppléé avec 25 mM d’HEPES (Acide

4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique) pour palier le manque de COs.

PC"Optique” FCAFM  Chambre d'incubation Téte AFM

Banclaser  Table antivibration  Controleur Table antivibration  PC"Optique™  PC AFM
passive active

FIGURE 3.2: AFMs et microscopes optiques utilisés pour le CLAFEM. A
gauche un Bioscope Catalyst (Bruker), a droite un Nanowizard I1I (JPK). La
liste des microscopes a force atomique et optiques se trouve dans I'annexe C.17
et C.16.

Une fois les images acquises, j’ai effectué ’analyse des données pour obtenir 'image de
corrélation AFM - microscopie optique. Ceci permet de sélectionner quel échantillon
sera utilisé pour la microscopie électronique. Des billes fluorescentes (voir protocole
C.5) de 100 nm sont utilisées pour corréler les images de microscopie a force atomique
et optique. Les billes fluorescentes servent aussi pour corriger la dérive dans le cas
d’une acquisition dASTORM®*. J’ai constaté que les billes fluorescentes peuvent étre
difficilement visibles en AFM. Les billes ont un cceur en latex, et sont donc molles.
Quand elles se trouvent sur le fond de la boite de pétri on les détecte facilement.
Si elles se trouvent sur une cellule, il est quasiment impossible de les localiser, car
leur élasticité est probablement trop proche de celle des cellules. De plus, il se peut

qu'une bille ne soit visible que sur un ou deux pixels de I'image, ce qui peut la rendre

3Soit en épifluorescence, soit en microscopie optique haute résolution.

4Les logiciels d’analyse permettent de prendre en compte la dérive par rapport a des points
fixes tels que des billes fluorescentes. Cette dérive peut étre assez importante, de ’ordre de 200 nm
latéralement pour une acquisition de 10 000 images.
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difficilement détectable. Néanmoins il y a en général suffisamment de billes pour

obtenir une corrélation.

Une fois les images AFM et optiques faites, j'utilise un objectif a large champ (p.ex.
25x) pour obtenir une image en lumiére transmise des alentours de la cellule choisie.
Ensuite, une fine pointe de diamant est utilisée pour faire un cercle autour de la zone
imagée. Avec l'aide de ce cercle, de 'image large champ et d’un microscope muni d’un
objectif 5x, la cellule peut étre facilement relocalisée. De nouvelles marques sont alors
faites avec la pointe de diamant (Figure 3.3). Il existe aussi des lamelles commerciales
en verre avec des marques gravées par laser (en forme de grille, contenant des lettres
et des chiffres pour se repérer). Mais dans ce cas la culture cellulaire doit étre faite
sur les lamelles en verre, ce qui est contraignant. Et ceci n’est pas compatible avec
I’AFM, car ces lamelles en verre doivent étre déposées sur les boites WillCo, et donc
bougent lors de I'imagerie. De plus, le prix d’une pointe de diamant est d’environ
le prix d’'une lamelle prégravée, ce qui rend la technique avec la pointe de diamant

beaucoup plus économe.

FIGURE 3.3: Marques faites a I’aide d’une pointe en diamant sur le fond en
verre de la boite de Pétri. Le point bleu est fait avec un marquer, de 'autre
coté de la lamelle en verre, pour repérer facilement ’endroit ot se trouvent
les marques. (=~ 700 pm x 550 pm).

Les cellules sont ensuite incluses dans une résine. Une revue des différentes facons de
faire est donnée par A. Mironov et coll. [252]. Dans notre cas, nous avons déshydraté
les cellules, qui sont incubées avec des agents contrastants (voir annexe C.13 pour le
protocole détaillé). La partie de microscopie électronique a été réalisée conjointement
avec N. Barois de la plateforme BICeL (Bioimaging Center Lille). Puis une gélule
de résine époxy est posée sur les cellules. La résine diffuse a travers les cellules. Une
réticulation de 24 heures dans un four permet d’obtenir un bloc dur, qui est séparé de
la lamelle de verre en utilisant de I’acide fluorhydrique (Figure 3.4). Le bloc de résine
est ensuite monté sur un microtome, et coupé en fines sections de 80 nm d’épaisseur,
qui sont déposées sur des grilles revétues de carbone et de formvar [262]. Ces grilles

sont ensuite imagées sur un TEM?.

SHitachi H7500 TEM (Elexience), avec caméra digitale (1 Mpixel AMT, Elexience)
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Gélule de résine

- P

Cellule HF

Section
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\‘ l’ -\
\ h
\ /
\ /
\\“/ Eau “Grille”
Boite de pétri Couteau en diamant

FIGURE 3.4: Coupes des sections pour la microscopie électronique. a) La
gélule de résine est décollée du verre en utilisant de ’acide fluorhydrique.
b) Le bloc de résine est coupé au plus prés de la cellule d’intérét. c) De
fines sections de 80 nm sont coupées au microtome et récupérées sur un bain
d’eau. d) Les sections sont déposées sur une «grilles a fente unique, pour
l'observation en TEM.

Finalement, les données sont analysées et la superposition de toutes les images se fait

avec le logiciel développé lors de cette thése (pyAF, voir partie 2).

3.4 Comeétes d’actine

Les premiers objets biologiques que j’ai étudiés avec la méthode CLAFEM furent des
comeétes d’actine, dues a l'infection de cellules PtK, par la bactérie Shigella flexners.
Les cellules Pt K5 sont des cellules de rein du rat kangourou (Potorous tridactylis), qui
sont connues pour étre trés fines [263| (de 1 pm au bord a 5 pm au niveau du noyau).
Notre idée était que pour la premiére expérience, il fallait un modéle cellulaire fin,
avec au bord de la cellule principalement du cytoplasme et des filaments d’actine,

pour pouvoir facilement y discerner les bactéries et les cométes d’actine.

S. flexneri est responsable de la dysenterie humaine bactérienne, une maladie infec-
tieuse du colon chez 'homme. La dysenterie peut, en fonction de la souche, entrainer
des troubles digestifs, des diarrhées, de la fievre, des vomissements, du sang ou du
pus dans les fécés avec une ulcération des muqueuses, des saignements rectaux et
une déshydratation importante. Le taux de mortalité peut atteindre 10 a 15 % en
fonction des souches et des conditions sanitaires. La transmission de la bactérie se
fait a travers la nourriture, I’eau contaminée et de mauvaises conditions sanitaires.
Il y a environ 165 millions de cas de dysenterie dus a S. flexneri par an, dont 99 %

dans des pays en voie de développement [264].

S. flexneri est un pathogeéne entéroinvasif [265, 266|, Gram négatif. Les bactéries
pénétrent par différentes maniéres dans une cellule. Ces modes d’infection dépendent
de la cellule et de la bactérie [265, 267|. Dans le cas de S. flexneri, la bactérie

injecte tout d’abord des effecteurs dans le cytoplasme de la cellule hote a 'aide
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d’une structure de protéines appelée appareil de sécrétion de type III (T'TSS II19).
Ces effecteurs vont déclencher des voies de signalisation a l'intérieur de la cellule
amenant une déformation de la membrane plasmique de fagon a capturer la bactérie.
Ce mécanisme d’entrée est appelé mécanisme a gachette (trigger mechanism) [265].
La cellule hote va ensuite créer une poche macropinocytique en réorganisant 1’actine
au niveau de la zone d’adhésion. Cette poche va se refermer autour de la bactérie pour
la phagocyter. Une fois la bactérie dans la cellule, celle-ci peut échapper aux voies de
dégradation et autophagiques, et envahit le cytoplasme. Ces bactéries cytoplasmiques
détournent ensuite l'actine intracellulaire. L’actine est polymérisée a I'un des poles
de la bactérie, par I'action de la protéine. Cette polymérisation crée une structure
dendritique, appelée comeéte d’actine (actin tail) (Figure 3.5). Cette cométe sert de
moyen de propulsion & S. flexneri, qui peut ainsi se déplacer a 'intérieur de la cellule,
et envahir les cellules avoisinantes. La vitesse de déplacement peut étre de I'ordre de

quelques microns par seconde.

FIGURE 3.5: S. flexneri avec cométes d’actine dans cellule PtK,, vue au
microscope optique a fluorescence.

Pour cette expérience, j’ai utilisé la souche S. flexneri M90T AFAE. Les cellules
PtK, sont cultivées sur des boites de pétri de types WillCo-dish(®), adaptées pour
I'imagerie optique haute résolution. La procédure d’infection, que j’ai améliorée
pour un meilleur rendement d’infection pour les cellules PtKs, est détaillée dans
I’annexe C.2. Une fois les cellules infectées, les cellules sont fixées au PFA et peuvent
étre conservées plusieurs semaines & 4°C7. J’ai ensuite marqué P’actine par immuno-
marquage, en utilisant de la phalloidine® (voir annexe C.12). La phalloidine utilisée

est couplée a une fluorophore Alexa®)488.

Une fois une cométe d’actine sélectionnée, j’ai effectué 'acquisition dSTORM (15 000

images de fluorescence, avec un temps d’exposition de 40 ms par image). Comme

6Le TTSS III est un regroupement de protéines, en forme de pointe, qui traverse la membrane
plasmique de la cellule hote.

"De préférence dans du PBS avec 0.1 % d’azoture de sodium, pour éviter le développement de
bactéries.

8La phalloidine est une toxine provenant entre autres de I’amanite phalloide. Cette toxine se
fixe a l'actine dans les cellules.
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les cellules PtK, sont trés fines, j’ai travaillé en mode épifluorescence. Je n’ai donc
pas utilisé le mode TIRF ici, car il est difficile d’observer des cométes d’actine se
trouvant uniquement dans les 200 premiers nanomeétres de la cellule. Le niveau de
bruit est souvent acceptable pour pouvoir effectuer I'acquisition de cette fagcon. Sur
la Figure 3.6 a), j’ai tout d’abord affiché une image DIC (Differential Interference
Contrast) des cométes d’actine et des bactéries. Sur I'image c), j’ai affiché I'image
dSTORM de la méme zone, reconstruite avec une précision de localisation latérale
de 10 & 50 nm.

L’imagerie AFM a ensuite été effectuée sur la zone sélectionnée. La premiére acqui-
sition en Force Volume a permis d’obtenir la tomographie de dureté donnée sur la
Figure 3.6 b). Deux autres acquisitions ont été utilisées pour la Figure 3.7, qui est

un agrandissement de la zone imagée (voir rectangle sur la Figure 3.6).
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FIGURE 3.6: Comeétes d’actine et S. flexneri dans des cellules PtKy fixées.
a) DIC. b) Tomographie de dureté (30-45 nm d’indentation). c¢) dSTORM.
(10 a 50 nm de précision de localisation). d) TEM. Barre d’échelle 1 pm.
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Sur la Figure 3.6 on voit donc plusieurs bactéries (p.ex. 1, 2, 3), et deux cométes
d’actine. Les cométes d’actine apparaissent comme des structures plus dures (en
rouge) par rapport au cytoplasme (en bleu). L’image de microscopie électronique
présente une grande zone plus claire, qui ne contient pas de matiére cellulaire. En
fait, cette zone ne comporte que de la résine (Figure 3.6 d)). Ceci est da au fait que
la zone imagée est tres plate, et que la bactérie est plus haute que la cellule, ce qui la
fait «dépasser». De multiples sections TEM nous auraient donné cette information,
mais ici, 'AFM, grace a sa bonne résolution verticale, peut nous donner directement

la topographie (voir reconstruction en trois dimensions Figure 3.10).

On constate aussi que les cométes d’actine ont une apparence floue en microscopie
électronique. Ceci est un effet connu de l'inclusion en résine, qui rend difficile
I'imagerie de l'actine en microscopie électronique [268]. Le ASTORM et I’AFM don-

nent donc ici un meilleur contraste que la microscopie électronique.
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FIGURE 3.7: Agrandissement du rectangle de la Figure 3.6. a) Tomographie
de dureté (30-45 nm d’indentation) b Superposition de la tomographie et de
I'image dSTORM c¢) dSTORM. d) dSTORM superposé sur I'image TEM.
Barre d’échelle 1 pm.
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Sur la Figure 3.7 d) on peut aussi voir une zone plus foncée (marquée par un m),
qui correspond & une mitochondrie. Elle apparait comme une région plus dure sur la

tomographie.

On peut aussi regarder les projections de I'élasticité pour différentes profondeurs
d’indentation (Figure 3.8). Au début de cette thése, j’avais observé plusieurs fois
des bactéries «mollesy a l'intérieur du cytoplasme. Ceci nous avait intrigué, car
il est connu que les bactéries sont beaucoup plus dures que des cellules [199, 210].
L’observation de la tomographie & différentes indentations explique ceci : si on se
place sur les projections pour les premiers segments d’indentation, la bactérie n’est
pas plus dure que le cytoplasme avoisinant. Sil’on regarde des segments plus profonds
(Figure 3.8 d)), la bactérie apparait bien comme plus dure. Ceci s’explique aussi en
regardant une coupe a travers la tomographie (Figure 3.9), ou l'on constate que la

bactérie 2 se trouve sous une grande quantité de cytoplasmes.
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FIGURE 3.8: Comeéte d’actine et Shigella flexneri en tomographie de dureté,
pour différentes indentations. a) 0-15 nm b) 30-45 nm c) 75-90 nm. d) 135-
150 nm. Barre d’échelle 1 pm.
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FIGURE 3.9: Coupe a travers les cométes d’actine et les bactéries.

Pour obtenir une image haute résolution de la cométe d’actine, il faut acquérir plus
de pixels. Malheureusement, le mode Force Volume ne permet de faire que 128x128
pixels par acquisition. Pour contourner ce probléme, j’ai acquis deux images de
128x128 pixels (5 pmx5pum). Ceci fait une courbe de force tous les 39 nm. Le logiciel
que j’ai développé est & ma connaissance le seul qui permet de mettre cote a cote sur
la méme image deux acquisitions Force Volume. La superposition des deux images se
fait avec les projections, ce qui permet d’obtenir la Figure 3.8. On peut aussi afficher

les deux tomographies en trois dimensions (Figure 3.10).

FIGURE 3.10: Représentation en trois dimensions des deux tomographies de
dureté. Il y a un léger décalage entre les deux images, dues a la dérive de
I’AFM lors de I'acquisition.

Sur cette image en trois dimensions, on constate un léger décalage entre les deux
tomographies, di a la dérive de ’'AFM lors de 'acquisition. Pour corriger cela, on
peut tout simplement effectuer une inclinaison d’une des tomographies, en supposant

que la dérive est linéaire. Idéalement, une zone de substrat devrait étre imagée pour
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chaque acquisition, pour pouvoir quantifier la dérive. Malheureusement, ceci n’est
pas toujours possible, comme dans ce cas, ol la zone que 1’on veut observer se trouve

loin du bord de la cellule.

3.5 Appareil de Golgi

La deuxiéme structure que j’ai imagée est I'appareil de Golgi. L’appareil de Golgi a
déja été étudié en CLEM [136], mais, & ma connaissance, jamais par AFM. Sa taille
importante en fait évidemment le premier organite que nous avons voulu étudier avec
I’approche CLAFEM. Pour rendre le Golgi plus dur, et pour obtenir un bon contraste
en microscopie électronique, nous avons utilisé une lignée stable? de cellules HeLa,
qui expriment la construction ManII-HRP!®. F. Jollivet et coll. ont montré qu’il
était possible de chélater 'appareil de Golgi de ces cellules, avec la réaction chimique
suivante :

DAB + HyO, + HRP — Hy + DAB (chélaté) (3.2)

Trois expériences ont été effectuées sur 'appareil de Golgi. J’ai tout d’abord observé
des appareils de Golgi chélatés et non chélatés dans des cellules fixées, puis j’ai observé
un appareil de Golgi chélaté dans une cellule vivante. Le protocole pour la chélation

se trouve dans 'annexe C.11.

3.5.1 Appareil de Golgi fixé et chélaté

Sur la Figure 3.11 on peut tout d’abord voir que la chélation du Golgi produit une
zone sombre, visible en microscopie optique en champ clair. Les mesures d’élasticité

montrent une région plus dure correspondant a l'appareil Golgi.

Elasticity (kPa]

FIGURE 3.11: Appareil de Golgi chélaté dans cellule HeLa fixée a) DIC. b)
0-20 nm. ¢) 360-380 nm. d) 900-920 nm. Barre d’échelle 1 pm.

9Une lignée stable est une lignée modifiée génétiquement, et qui conserve ses caractéristiques au
cours du temps.

1072 Mannosidase II (Manll) est une enzime résidente de I'appareil de Golgi, et la HRP est une
enzyme (Horseradish Perozidase)
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Une deuxiéme acquisition AFM est effectuée, pour obtenir une meilleure résolution
latérale (Figure 3.12). Ensuite, I’échantillon est déplacé sur un microscope confocal.
Les marques faites avec la pointe de diamant sur la lamelle de verre permettent de
retrouver la cellule sur le deuxiéme microscope. Le logiciel pyAF permet de faire piv-
oter les images et de les corréler. Le microscope confocal permet d’obtenir plusieurs
images de fluorescence de I'appareil de Golgi, a différentes hauteurs (on obtient ainsi
une pile d’images). Une fagon de représenter cette pile est de faire une projection
de l'intensité moyenne & deux dimensions, ce qui a été fait ici (Figure 3.12 b)). Une

coupe de microscopie électronique est aussi montrée.
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FIGURE 3.12: Appareil de Golgi chélaté, agrandissement du carré de la Fig-
ure 3.11 d). a) Elasticité a 900-920 nm. b) Moyenne d’intensité d’une pile de
microscopie confocale. ¢) Section de microscopie électronique. Barre d’échelle
1 pm.

Il est intéressant de voir la bonne résolution latérale obtenue sur I'image de tomogra-
phie de dureté et le niveau de détail visible, qui montre ici tout le potentiel de cette
technique. La microscopie électronique présente un élément plus petit de Golgi (en

noir), car nous observons ici une coupe unique de 80 nm.

3.5.2 Appareil de Golgi fixé sans chélation

Nous avons ensuite voulu savoir s’il était possible de détecter 'appareil de Golgi sans
chélation. J’ai pour cela fixé la méme lignée cellulaire que précédemment. Le résultat
est donné sur la Figure 3.13. On ne voit plus le Golgi sur I'image DIC car il n'y a
pas de chélation. Les projections de la tomographie pour différentes indentations

présentent des zones plus dures que le cytoplasme alentour.
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FIGURE 3.13: Appareil de Golgi non chélaté dans cellule HeLa fixée a) DIC.
b) 0-20 nm c¢) 200-220 nm. d) 360-380 nm. Barre d’échelle 1 m.

La Figure 3.14 donne la corrélation avec la microscopie confocale et la microscopie
électronique, comme précédemment. Comme il n’y a pas de chélation, ’appareil de

Golgi est moins visible sur I'image de microscopie électronique.
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FIGURE 3.14: Appareil de Golgi non chélaté, correspondant a la région
imagée sur la Figure 3.13. a) Elasticité a 360-380 nm. b) Moyenne d’intensité
d’une pile de microscopie confocale. c¢) Section de microscopie électronique.
Barre d’échelle 1 m.

De légers problémes d’alignement existent. La microscopie électronique n’est pas
parfaitement corrélée, car elle ne comporte qu’une section de 80 nm. L’image confo-
cale est la plus large, car c’est une projection moyennée de plusieurs images, acquises
a différentes hauteurs. Néanmoins, je démontre ici qu’il est tout & fait possible de
détecter un appareil de Golgi dans une cellule avec ’AFM. Le marquage fluorescent
et la microscopie électronique permettent de confirmer sa présence. On pourrait dans
le futur penser détecter des appareils de Golgi sans utiliser de marquage particulier,
avec ’AFM uniquement, ce qui peut étre avantageux pour l'imagerie d’une cellule

sans préparation préalable.

3.5.3 Appareil de Golgi vivant et chélaté

La derniére expérience effectuée sur des appareils de Golgi est de montrer que la

tomographie de dureté permet de détecter un appareil de Golgi dans une cellule
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vivante. J’ai pour cela induit la chélation de I’enzyme Manll dans les appareils de
Golgi, qui peuvent ensuite étre imagés. Sur la Figure 3.15, on voit tout d’abord
I’appareil de Golgi, avec des protéines Manll chélatées en champ clair. J’ai effectué
une image AFM sur une région de la cellule. Comme il s’agit ici d’'une cellule vivante,
j’ai réduit le nombre de pixels acquis a 64x64 (Force Volume) et augmenté la vitesse
d’acquisition, ce qui permet d’obtenir une image en 4-5 minutes. Sur la Figure 3.15,
j’ai ajouté des traits pour indiquer la position de I'appareil de Golgi en champ clair,
et sur la tomographie de dureté. Les décalages proviennent du fait que la cellule,

vivante, a certainement bougé pendant ’acquisition.

548

FIGURE 3.15: Appareil de Golgi chélaté et vivant. a) Champ clair b)
Agrandissement du champ clair d) Tomographie pour une indentation de
585-600 nm. Barre d’échelle 1 pnm.

Sur la Figure 3.16, je donne la carte d’élasticité pour différentes indentations. On
voit ici qu’on ne peut pas observer 'appareil de Golgi pour des faibles indentations

et qu’il faut atteindre des profondeurs de plus de 500 nm pour pouvoir le détecter.

FIGURE 3.16: Appareil de Golgi chélaté et vivant. Tomographies pour dif-
férentes indentations. a) 0-15 nm. b) 255-270 nm. c¢) 510-540 nm. d)
585-600 nm. Barre d’échelle 1 pm.

3.6 Mitochondries

Pour valider I’'approche CLAFEM sur un organite plus petit que 'appareil de Golgi,

je me suis intéressé aux mitochondries. Les mitochondries sont tout de méme assez
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grandes pour qu’on puisse les deviner au microscope optique en champ clair [6], mais
pour faciliter leur localisation, je les ai marquées avec une sonde fluorescente (voir
annexe C.9), le Mitotracker®).

3.6.1 Mitochondries fixées

Je me suis d’abord intéressé a des mitochondries fixées. Des mitochondries ont
derniérement été imagées sur des cardiomyocites en AFM [269]. Sur des cellules
PtKy; comme dans notre cas, il est souvent plus facile de les détecter au bord de
la cellule, ou elles en sont en général entourées uniquement de cytoplasme. Sur la
Figure 3.17, je donne d’abord une vue globale de la cellule imagée. L’acquisition
AFM est effectuée en mode QI, ce qui permet d’obtenir une image de 256x256 pixels,
affichée ici pour une indentation de 90 & 105 nm. L’agrandissement permet de voir
les structures des mitochondries, qui sont plus dures que le cytoplasme avoisinant.
Les images de microscopie & fluorescence et de microscopie électronique permettent

de confirmer la présence des mitochondries.
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FIGURE 3.17: Mitochondries en CLAFEM. Les images en c)d)e) sont un
agrandissement de la région signalée par un carré sur la figure b). a) Champ
clair. b) Tomographie de dureté pour une indentation de 90-105 nm. c)
Epifluorescence. d) Microscopie électronique. e) Tomographie de dureté (90-
105 nm). Barre d’échelle 1 pm.

© 2014 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Michka Popoff, Lille 1, 2014

90

La déformation entre la microscopie a fluorescence et électronique est relativement
importante ici, certainement a cause d’un angle de coupe trop important lors de
la préparation des sections pour la microscopie électronique. De plus, la structure
complexe et en trois dimensions de la cellule fait que des décalages sont aussi possibles.
La tomographie de dureté est donnée pour différentes indentations (Figure 3.18). Les
mitochondries sont ici légérement visibles pour des faibles indentations, ce qui peut

s’expliquer par la finesse de la cellule PtK, a cet endroit.
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FIGURE 3.18: Mitochondries pour différentes indentations. a) 0-15 nm b)
30-45 nm c) 60-75 nm d) 90-105 nm. Barre d’échelle 1 pm.

3.6.2 Mitochondries vivantes

Dans cette deuxiéme expérience sur des mitochondries, j’ai voulu valider la possibilité
d’imager des mitochondries vivantes en AFM. Les cellules, une fois marquées pour
la fluorescence, sont imagées avec un levier trés mou (MLCT 0,01 N/m), et avec des
forces trés faibles (entre 0,5 nN et 1 nN). Les mitochondries sont trés dynamiques,
fusionnent et fissionnent trés souvent [9]. Certaines restent tout de méme plus ou
moins statiques plus d’une dizaine de minutes, ce qui permet de les imager. Sur la
Figure 3.19, j’ai imagé une mitochondrie en mode QI (4 minutes d’acquisition pour

une image).
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FIGURE 3.19: Mitochondries dans cellules vivantes. a) Epifluorescence. b)
Agrandissement (épifluorescence). ¢) Tomographie de dureté (70-85 nm). d)
Tomographie de dureté (0-15 nm). Barre d’échelle 1 pm.

On constante ici aussi qu’il est tout a fait possible de détecter une mitochondrie

vivante avec I’AFM, ce qui rejoint les observations faites sur les cardyomiocytes [269].
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Sur la Figure 3.19 on peut aussi constater une zone trés dure (signe x sur c)), affichée
ici en gris. Comme cette zone est treés dure, l'indentation est faible. Quand on
affiche la projection de la tomographie pour une certaine indentation, il n’y a pas
d’information & afficher pour ces pixels a cette profondeur. Il s’agit ici probablement
d’un filament du cytosquelette, car il est connu que les mitochondries suivent souvent

ceux-cl.

Une autre étude a précédemment montré qu’appliquer une certaine force avec la
pointe de ’AFM sur des mitochondries permettait de les couper en deux [270]. J’ai pu
reproduire cette expérience sur des mitochondries plus petites, ou avec des forces plus
importantes. Il semble y avoir un seuil de force au-dessus duquel la mitochondrie est
altérée, mais qui est évidemment différent pour chaque mitochondrie, et qui dépend
de la quantité de cytoplasme et de cytosquelette alentour, ce qui n’est pas connu a

priori.

Lors de cette expérience, j’ai rencontré un probléme avec les leviers recouverts d’une
couche réfléchissante. Ils sont soumis a une forte oscillation lorsque certaines lam-
pes fluorescentes sont utilisées [46, 271|. Ceci est d au fait que certaines lampes
fluorescentes utilisent un mode pulsé. L’intensité lumineuse fait chauffer la couche
réfléchissante du levier, et a cause d’un effet bilame entre cette couche et le levier, le
levier se tord. On peut alors utiliser des leviers sans couche réfléchissante, mais ceci
n’est pas optimal pour I'imagerie en liquide. Dans mon cas j’ai échangé la source lu-
mineuse du microscope optique pour une source non pulsée, le temps de I'expérience,
car il est nécessaire d’avoir la fluorescence pour positionner la pointe au-dessus de la

mitochondrie que I'on veut imager.

3.7 Site d’entrée de Yersinia pseudotuberculosis

Dans cette derniére expérience, j’ai voulu étudier le site d’entrée d’une bactérie
Yersinia pseudotuberculosis dans une cellule hote. Y. pseudotuberculosis, tout comme
S. flexneri, est une bactérie enteroinvasive, Gram négative. Elle fait partie de la
famille des Yersiniae. La plupart des Yersiniae ne sont pas associées & des mal-
adies. Yersinia pseudotuberculosis est retrouvée principalement chez les rongeurs
et les oiseaux, et la contamination humaine se fait soit par contact direct avec un
animal infecté, soit par 'ingestion d’eau ou d’aliments contaminés. Y. pseudotuber-
culosis provoque des vomissements, des diarrhées, des douleurs abdominales et une

fiévre importante.

Notre laboratoire a précédemment montré que les Y. pseudotuberculosis infectent

les cellules HeLa in wvitro, pour s’y répliquer. Elles sont peu mobiles a l'intérieur
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des cellules, car elles sont capturées dans une membrane & simple membrane, sans
pouvoir s’en échapper [272]. Ceci fait donc de ce modéle un échantillon de choix pour

de I'imagerie sur cellule et bactérie vivantes.

La ou Shigella entrait dans une cellule avec le systéme dit a gachette, Y. pseu-
dotuberculosis pénétre les cellules par un mécanisme dit a fermeture éclair (zipper
mechanism). Une fois que la bactérie a adhéré a la surface de la cellule, une «coupe»
phagocytique (phagocytic cup) est créée atour de la bactérie, grace a des signaux
protéiques, et une polymérisation de l'actine. La «coupe» se rétracte et se referme
autour de Y. pseudotuberculosis. Celle-ci reste ensuite dans sa vacuole, et peut méme

s’y répliquer, mais elle ne sera généralement pas dégradée par la cellule [265, 272].

J’ai utilisé pour cette expérience une souche de Y. pseudotuberculosis fluorescente
dans le vert (YP 2777 GFP). Ceci est une aide précieuse pour le positionnement du
levier AFM au-dessus de la bactérie. On dépose tout d’abord du milieu de culture
contenant des Y. pseudotuberculosis sur les cellules, on centrifuge pour les aider a
adhérer aux cellules, puis on rince le milieu pour ne garder que quelques bactéries
par cellule. La boite de Pétri est alors directement installée dans le microscope,
qui posséde une chambre d’incubation a 37°C. Le protocole détaillé se trouve dans

I’annexe C.3.

Pour 'imagerie, j’ai utilisé le mode Force Volume. En réduisant le nombre de pixels
a 64x64, 'acquisition dure environ 4 minutes. Ceci est suffisant pour imager le
site d’entrée de Y. pseudotuberculosis, car 'entrée est un processus lent (de P'ordre
de 5 & 10 minutes). Sur la Figure 3.20, j’affiche le bord d’une cellule, comportant
deux bactéries (étoile et cercle sur la Figure 3.20 b)). Les tomographies de dureté
sont données pour deux indentations. Sur I'indentation la plus faible, on peut voir
clairement la bactérie de gauche (étoile), et faiblement la bactérie de droite (cercle).
Sur I'image d’indentation plus importante, la bactérie de droite est beaucoup plus
visible. La Yersinia de gauche présente une zone grise en son centre, car pour cette
indentation il n’y a plus de données pour ces pixels. Comme les bactéries sont trés

dures, on les indente peu par rapport au cytoplasme.

city [kPa]

2000

Elasti

FIGURE 3.20: Deux Y. pseudotuberculosis dans cellule HeLa vivante a)
Champ clair b) Epifluorescence (GFP) c) Tomographie (15-30 nm) d) To-
mographie (60-75 nm). Barre d’échelle 1 pm.
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La Figure 3.20 montre qu’il est possible d’obtenir la localisation précise de deux
bactéries, et d’imager leur site d’entrée sur la cellule hote. De plus, I'une des bactéries
se trouve a l'intérieur de la cellule, car recouverte de cytoplasme, alors que 'autre
n’est pas encore complétement rentrée. Il est donc possible de discriminer deux étapes

différentes de I'infection en une seule image.

T = 3
i E #
N 4

6 5 4 3 2 1 0
X [um]

Elasticity [kPa]

Z [um]
}

X [um]

FI1GURE 3.21: Coupe a travers deux Y. pseudotuberculosis. Voir lignes rouges
sur la Figure 3.20 c).

Sur la Figure 3.21, j’affiche deux coupes effectuées perpendiculairement au plan de la
tomographie de dureté (voir les deux lignes rouges sur la Figure 3.20). Dans le cas de
la bactérie de gauche (Figure 3.21 a)), on constate qu’il y a peu ou pas de cytoplasme
au-dessus de la bactérie. Au contraire, la deuxiéme bactérie a bien été internalisée
par la cellule, car elle est complétement entourée de cytoplasme. On voit ici aussi
qu’il y a une région non explorée de la cellule, car I'indentation maximale utilisée ici
ne suffit pas & indenter complétement la cellule. La force maximale appliquée est de
2 nN. Ceci est un compromis de la technique, surtout sur du vivant, ou il ne faut
pas appliquer de forces trop importantes pour ne pas dégrader la cellule, mais ce qui

limite la région explorée par la tomographie.

Finalement, j’ai représenté l'image obtenue en trois dimensions sur la Figure 3.22.
Ceci permet d’observer la topographie en plus de 'information sur 1’élasticité et de

confirmer 'état d’infection différent entre les deux bactéries.
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FIGURE 3.22: Représentation a trois dimensions du site d’entrée de Y. pseu-
dotuberculosis dans une cellule HeLa.

3.8 Discussion

Dans ce chapitre j’ai apporté la preuve que I'approche CLAFEM mérite d’étre utilisée
et développée. J’ai montré qu’il était possible d’utiliser le modéle RLK couplé a
des images de fluorescence et de microscopie électronique pour obtenir la localisation
nanométrique d’organites et de microorganismes intracellulaires. Le contraste obtenu
par la méthode de tomographie de dureté est suffisant pour pouvoir effectuer cette
localisation. J’ai donc répondu a la question que nous nous étions posée au début de
cette these, c’est-a-dire si le contraste obtenu sur les images d’élasticité pouvait servir
de méthode d’imagerie, et si nous étions capables de les corréler avec les microscopies

a fluorescence et électronique.

La validation supplémentaire de notre approche est la démonstration de I'imagerie
sur des objets vivants. Les propriétés mécaniques des différentes structures ont ainsi
pu étre extraites sur des cellules vivantes, ce qui ouvre de nouvelles opportunités
pour les études de mécanobiologie. Nous avons maintenant un moyen efficace de

caractériser les propriétés mécaniques de certaines structures intracellulaires.

Au niveau des difficultés expérimentales, j’ai constaté que certaines lampes fluores-
centes ne sont pas compatibles avec de 'imagerie simultanée en AFM, comme par ex-
emple lors des expériences sur les mitochondries (voir partie 3.6). Il faut donc prendre
soin d’utiliser une source de lumiére adaptée et continue pour ce genre d’expérience.
Un autre probléme optique peut se poser & cause du laser de TAFM. Celui-ci émet
dans 'infrarouge (~ 800 nm), et est visible dans certaines conditions sur la caméra

du microscope optique. Dans le cas de 'imagerie dASTORM par exemple, il a fallu
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couper le laser. Des filtres existent pour ces longueurs d’onde, mais ceci peut étre

incompatible avec la longueur d’onde d’émission de certains types de fluorophores.

Un autre probléme est de connaitre la position de la pointe lors de I'imagerie. Les
leviers avec une couche réfléchissante ne sont pas ou peu transparents, et il est donc
trés difficile de déterminer la position de la pointe. Certains microscopes proposent
des aides a I’alignement, couplés & la microscopie optique, mais ceux-ci ne sont pas
compatibles avec nos systémes hybrides. D’autres détails importants seront aussi
a améliorer. Les bancs lasers et controleurs pour la microscopie optique ne sont
pas optimisés pour étre silencieux, ce qui ne facilite pas le travail avec un AFM.
Idéalement, il faudrait pouvoir déporter 1’électronique dans une salle séparée pour
limiter le bruit dans la salle d’acquisition AFM. Je voulais aussi mentionner qu’il
existe des systémes d’autofocalisation optique pour limiter la dérive lors d’acquisition
dSTORM, mais qui ne sont pas compatibles avec ’AFM a cause de I’encombrement
de certaines platines motorisées. Il y a donc & mon avis un travail d’intégration (au
niveau du matériel, du logiciel et de I’électronique) a effectuer entre les microscopes

optiques et les AFM pour faciliter I'utilisation de la microscopie corrélative.

La mise en place de la corrélation entre trois techniques de microscopie a donné nais-
sance au CLAFEM. Il existe bien siir d’autres types de microscopies et de corrélations
possibles. Le but n’est pas d'utiliser toutes les techniques systématiquement, mais de
choisir celles qui sont les plus adaptées pour répondre & une question biologique. On
peut par exemple coupler ’AFM & la microscopie Raman [102]|. Le COIN (Correlated
Optical and Isotopic Nanoscopy) permet de corréler des images STED a des images
SIMS (Secondary Ion Mass Spectrometry) |273].

Du coté des techniques optiques, le STED, le CALM (Complementation-Activated
Light Microscopy) [274], permettent de marquer des protéines et de suivre leur dy-
namique a l’échelle du nanométre. La technique SIM semble aussi prometteuse,
malgré le fait qu’elle ne puisse pas descendre en dessous de la centaine de nanométres
en résolution. Le SIM a par contre une bonne résolution verticale (d’environ 200 nm),
ce qui est avantageux par rapport aux autres techniques optiques. On est par contre
encore loin de la résolution verticale de ’AFM. Il existe aussi des variantes de tech-
niques optiques haute résolution telles que le fPALM, le PALMIRA, le RESOLFT
ou le LIMON [275, 276], qui & elles seules mériteraient une thése entiére. Il existe
aussi une technique pour obtenir des images PALM ou STORM/dSTORM & trois
dimensions, en utilisant une lentille cylindrique ou des miroirs qui se déforment sur
le trajet optique [259, 277].

Les images de microscopie électronique présentées ici ne corrélent pas toujours par-

faitement avec les autres techniques de microscopies. Ceci est connu de la technique
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CLEM. L’inclusion en résine peut réduire la taille de 'objet observé, et des com-
pressions dans le sens de la coupe peuvent aussi ajouter des petites déformations.
Le point critique est aussi 'angle de coupe. Il est complexe d’obtenir une coupe
parfaitement paralléle & la lamelle de verre avec la technique que nous avons utilisée
ici. Deux solutions existent a ce probléme. La premiére, matérielle, est d’utiliser des
méthodes de coupes automatisées et installées dans un SEM. Je discuterai de ceci
ci-dessous. La deuxiéme approche serait d’'utiliser des logiciels de traitement d’image
pour calculer la déformation, par rapport a un systéme de repéres, et de corriger les

images.

En microscopie électronique, de nombreuses améliorations sont aussi en cours de
développement. On peut par exemple mesurer les propriétés chimiques d’échantillons,
ce qu'il serait intéressant de corréler avec nos images [138, 139]. Des techniques de
tomographie existent aussi. L'une d’elles consiste & imager 1’échantillon avec plusieurs
angles [278]. Elle ne permet par contre pas d’explorer tout 1’espace et donc d’avoir une
image compléte. Une technique plus prometteuse consiste a couper I’échantillon en
fines tranches directement dans le microscope électronique. Ceci revient a effectuer
ce que nous avons fait de maniére manuelle, mais de maniére automatisée. Deux
méthodes de coupes existent: soit un ultramicrotome est installé dans le microscope
électronique, soit un FIB permet de faire les coupes (Serial Block-Face Scanning
FElectron Microscopy ou dual-beam/focused ion beam Scanning Electron Microscopy
respectivement) [279]. Ces multiples sections peuvent ensuite étre traitées de maniére
informatique pour en extraire des représentations a trois dimensions. Dans le cas des
coupes avec l'utramicrotome, la résolution verticale est d’environ 25 nm, et avec le

FIB d’environ 7 nm.

Pour en finir avec la liste des améliorations technologiques possibles, la microscopie a
force atomique est elle aussi en plein essor. Les améliorations en vitesse d’imagerie [64,
90] et l'introduction de nouveaux modes tels que le mode QI ou le mode Peak Force
semblent trés prometteuses |71, 147|. Des AFM trés stables sont aussi en développe-
ment [131].

Mon apport dans cette thése a été multiple. J’ai tout d’abord exploré expérimentale-
ment la possibilité de détecter des organites et des microorganismes intracellulaires
avec ’AFM. Nous avons acquis au niveau du laboratoire le savoir-faire pour la mise
en place de 'approche CLAFEM. De plus, j’ai développé un logiciel, pyAF, qui per-
met d’analyser de grandes quantités de courbes de force et d’effectuer la corrélation
avec d’autres types de microscopies. Au niveau des performances, I'implémentation
multicoeur de pyAF permet d’analyser des fichiers de 512x512 pixels en 6 minutes
environ (sur un ordinateur a 8 coeurs), ce qui est & ma connaissance actuellement le

logiciel le plus rapide qui existe pour ce genre de calcul.
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Le modéle RLK mérite aussi d’étre discuté. Maintenant que j’ai démontré son in-
térét pour obtenir un contraste lors de I'imagerie AFM, il faudra s’intéresser a sa
compréhension. Je n’ai ici pas cherché a répondre aux critiques mentionnées dans
la partie 1.9. Pour cela, il faudra revenir & des modéles bien connus, tels que des
matrices élastiques, avec des inclusions a des profondeurs connues [214]. De plus,
de nouvelles simulations en éléments finis, sur des modéles plus complexes comme
par exemple une cellule entiére, pourraient nous permettre de mieux comprendre la

forme des courbes de forces que nous obtenons.

Une autre perspective est la corrélation automatisée des différentes images de micro-
scopies. Il existe des algorithmes trés puissants, actuellement déja utilisés dans le
monde de la médecine, qui permettent de corréler différents types d’images (rayons
X, IRM, ...). La librairie ITK que j’ai utilisée pour le chargement et le traitement des
images de fluorescence et de microscopie électronique posséde un large choix de ces
algorithmes. La corrélation peut se faire soit en définissant une liste de coordonnées
qui doivent se superposer sur les deux images, ou par des méthodes de reconnaissance
de formes sophistiquées. Ceci pourra aussi aider & mieux comprendre les déformations
qu’il pourrait y avoir entre deux types de microscopies. De plus, ceci sera nécessaire si
nous voulons automatiser le processus pour pouvoir traiter de plus grandes quantités
d’échantillons.

Les expériences présentées dans cette partie sont uniques, et sont & ma connais-
sance le premier essai de typologie sur des structures intracellulaires avec I’AFM. Le
développement de cette technique pourrait étre étendu & d’autres types d’objets ou
de situations. On pourrait étudier I’entrée d’autres bactéries, de virus ou méme de
nanoparticules dans des cellules. Les cellules pourraient aussi étre systématiquement
imagées dans leur entiéreté en AFM, et des algorithmes pourraient tenter d’extraire
la position des différents éléments en les triant selon leur élasticité, ce qui serait un

bon moyen de caractériser des cellules.

Ces expériences pourront servir pour la comparaison de cellules normales par rapport
a des cellules malades. Il est connu que certaines maladies altérent uniquement un
organite précis. Par exemple, la dérégulation de I'appareil de Golgi peut résulter
en des maladies telles que la maladie de Pelizacus-Merzbacher ou la dyschromatose
universelle héréditaire [280]. Ces maladies sont dues a des mutations de protéines,
et sont accompagnées par un changement de forme de 'appareil de Golgi. Il serait
intéressant de voir si ceci a un effet sur les propriétés mécaniques de celui-ci. Il existe
aussi de nombreuses maladies mitochondriales, telles que des maladies dégénératives,
des cancers, ou des phénomenes liés au vieillissement [281]. D’autres troubles affec-
tant les lipides dans le cas du diabéte ou du stockage lysosomal pourraient aussi étre
étudiés. Il est par exemple connu que I'élasticité des adipocytes change en fonction

de l'accumulation de gouttelettes de lipides [169].
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1. KFM

1.1 Introduction

La mesure des propriétés électriques d’échantillons biologiques est importante pour
la compréhension de nombreux processus. Des cellules, des bactéries, des virus, des
biomoélucules, de ’ADN, de bicouches lipidiques ou d’autres objets biologiques pour-
raient étre imagés [60, 282|. Nous aimerions avoir accés a deux types d’informations,
qui sont liées : le potentiel de surface et la distribution de charges, a 1’échelle du
nanomeétre. Il ne semble actuellement pas exister de technique «rapide» pour ce type
de mesures en milieu liquide. Il est important de pouvoir travailler en milieu lig-
uide ionique pour pouvoir observer des objets biologiques vivants. De plus, pouvoir
effectuer ce type de mesures en milieu liquide aura probablement des applications
futures dans d’autres domaines, tels que la microfluidique, la conversion d’énergie et
de stockage d’énergie au niveau des interfaces de batteries, ou pour les piles & com-
bustible [283]. Le KFM est une technique plutot utilisée a I’air ou sous vide pour
I’étude des dopants dans le silicium, de la micro et nanoélectronique, de disposi-
tifs émettant de la lumiére, de charges piégées dans un isolant ou l'identification de
différentes espéces chimiques, et pour I’étude de matérieaux photovoltaiques [284].
Depuis quelque temps, il y a un intérét nouveau pour l'utilisation des techniques
de type KFM ou équivalentes, pour les mesures des propriétés électriques en milieu

liquide.

Dans cette partie, j'introduirai briévement le fonctionnement du KFM, les problé-
matiques de double couche électrique en liquide, et le modéle DLVO. Je ferai ensuite
une revue bibliographique des mesures des propriétés électriques d’objets biologiques

a l'air et en liquide.

Dans le cadre de ce travail, j'ai tout d’abord utilisé le mode KFM a I'air, en particulier
sur les biais expérimentaux qui peuvent affecter les mesures KFM. J’ai caractérisé
ces artefacts observés lors de I'imagerie KFM. Nous avons choisi comme sujet d’étude
des virus de la mosaique du tabac TMV, que j’ai imagés a l’air. Ceci me permettra
d’introduire dans le chapitre suivant le fonctionnement d’une mesure KFM.

101
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Ensuite, j’ai exploré la possibilité d’effectuer des mesures KFM en liquide avec des
leviers typiquement utilisés pour ce genre de mesures a l'air. Les difficultés que nous
avons rencontrées lors de ces expériences nous ont poussé vers des mesures avec des
sondes trés raides, les sondes Kolibri, de type Length Extensional Resonators (LER),
afin de travailler & faibles amplitudes d’oscillation. Je discuterai donc des premiéres

expériences effectuées sur des surfaces de référence, a l'air et en liquide.

1.2 Le KFM

En 1898, Lord Kelvin développe le concept de sonde Kelvin [285] pour la mesure de
différence de travaux de sortie entre plaques métalliques macroscopiques. Ce concept
sera adapté a ’AFM en 1991 [286], sous le nom de KEM (Kelvin Force Microscopy)
ou de KPFM (Kelvin Probe Force Microscopy).

Le fonctionnement du KFM est décrit dans de nombreux ouvrages [286, 287|. Je
ne détaillerai ici que les notions les plus importantes pour la compréhension de ce
mode d’imagerie. On considére tout d’abord que la pointe et la surface forment une
capacité faite de deux plaques métalliques paralléles, séparées d’un petit espace. La

force qui s’applique sur la pointe s’écrit en fonction de la différence de potentiel AV :

_1ac

Fz) = 2 0z

AV? (1.1)

On applique une tension V' de la forme suivante sur la pointe ou sur I’échantillon :

V = Vye + Vyecos(wt) (1.2)

La différence de potentiel AV s’écrit, en prenant en compte le potentiel de surface
Vs (relié a la différence des travaux de sortie entre la pointe et ’échantillon) et la
présence de charges ou de dipoles au voisinage de la surface, pris en compte sous la

forme d’une contribution Vi au potentiel de surface :

AV = Vg + Vyecos(wt) — Ve — Vg (1.3)

En injectant 1’équation 1.3 dans I’équation 1.1, on peut alors écrire ’expression de la

force électrostatique F'(z) qui s’applique sur la pointe, & une distance z de la surface :

10C
F(z) = 55[‘/@ + Viecos(wt) — Vs — Vo))? (1.4)
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Si on développe ’équation 1.4 pour trois fréquences Ow, 1w, 2w, on trouve :
V2,
F(2)|ow = 55 Vi + 5°]
F(2)|hw = %—(j Vie — Vs| - Vaecos(wt) — %—gVQ - Vaecos(wt) (1.5)
F(2)|o = ;%55 [Vacos(2wt)]

En utilisant une fréquence d’excitation proche de la fréquence de résonance du levier,
les forces F(z)|o, et F(2)|aw se trouvent hors de la résonance, et peuvent donc étre
négligées. La force F'(2)|1, est amplifiée par le facteur de qualité du levier Q [286]. En
utilisant une boucle de rétroaction électronique, on essaye alors de nullifier 'amplitude
d’oscillation du levier & la fréquence 1w, tout simplement en modifiant la valeur de

Vie. On a donc la relation suivante, pour F(z)|;, =0 :

Vie = Vg + VQ (1.6)

La valeur de Vj. correspond donc directement au potentiel de surface local. Cette
valeur peut étre due a des charges en surface (une charge positive donne une valeur
positive de V) ou a cause d’une différence de travail de sortie (work function) entre la

pointe et la surface (une différence de travail de sortie plus grande diminue Vg) [288].

Le KFM est basé sur une mesure de la force F'(z) entre la pointe et la surface. Le mode
décrit ci-dessus est appelé KFM a modulation d’amplitude (AM-KFM). Il existe une
autre technique, appelée EFM, qui est basée quant a elle sur la mesure du gradient
de force [287, 289]. Dans le mode EFM, le levier est excité mécaniquement et non de
maniére électrostatique, et soit les décalages en fréquence du levier, soit le déphasage
entre le signal d’excitation et d’oscillation du levier sont étudiés. Il existe aussi un
autre mode KFM, basé sur la mesure de gradients de force électrostatique, ou le
levier est excité mécaniquement, et ot est introduit une modulation supplémentaire
de la tension V appliquée a la pointe selon ’équation 1.2, mais & basse fréquence. Ce
mode est appelé KFM a modulation de fréquence (FM-KFM), car il est basé sur la

mesure du gradient de force.

Il existe deux possibilités pour les mesures en KFM. La premiére est d’utiliser une
fréquence différente de celle de la résonance pour faire une image de topographie, ce
qui permet d’obtenir la topographie et I'image de potentiel de surface simultanément
(mode single pass). La deuxiéme est de faire une premiére image topographique (en
mode non-contact ou en Tapping), puis d’éloigner la pointe de la surface (mode lift
ou mode linear), et de reproduire la topographie tout en mesurant de potentiel de

surface par KFM. Ceci permet de s’affranchir des forces de surface a courte portée
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telles que les forces attractives de Van der Waals ou les forces capillaires. Néamoins

ceci réduit la résolution latérale de la mesure KFM.

L’implémentantion pratique de 'AM-KFM et du FM-KFM sera détaillée dans le
chapitre 2.

1.3 La double couche électrique

Les mesures de potentiels a I'air et sous vide sont couramment utilisées. En liquide, et
plus particulierement dans I’eau, la situation est plus complexe. Le comportement de
I'interface entre une surface solide et un liquide est décrit par le modéle de la double
couche électrique (EDL, Electric Double Layer) [290, 291|. L’eau a une permittivité
diélectrique importante (¢ = 80, ou € = 60 avec des ions [4, 291]), et est un bon solvant
pour les ions. Ceux-ci peuvent se dissocier de la surface solide et sont relargués dans
I'eau [292]. Des molécules dans ’eau peuvent aussi perdre un ou plusieurs électrons,
ou en capturer. Pour cela, il est donc quasiment impossible d’obtenir de 1’eau ne

contenant pas d’ions.

Les charges sur la surface solide créent un champ électrique, qui attire les contre-ions
présents dans ’eau. La couche d’ions qui se forme & la surface du solide est appelée
la double couche électrique [290]. Dans sa forme la plus simple, on peut considérer
que les ions s’attachent directement & la surface et créent ainsi une capacité plane.
En I'honneur du travail de Ludwig Helmoltz, cette couche est appelée la couche
de Helmoltz. Dans les années 1910-1917, Gouy et Chapman proposent un modéle
prenant en compte le mouvement des ions, di a lexcitation thermique [290]. Les
fluctuations thermiques éloignent les ions de la surface, ce qui crée une couche diffuse,

d’une certaine épaisseur, appelée couche de Gouy-Chapman.

a) b)
z Helmholtz z Gouy-Chapman
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FIGURE 1.1: a) Modéle de Helmoltz b) Modéle de Gouy-Chapman.
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1.3.1 Equation de Poisson-Boltzmann et longueur de Debye

Si on veut calculer le potentiel électrique ¢ & une certaine distance de la surface,
on considére tout d’abord une surface plane solide, avec une densité de charge élec-
trique o distribuée de maniére homogéne sur la surface. La distribution du potentiel
W(x,y, z) s'écrit selon I’équation de Poisson :

T R

2,0
Vi = Ox? + oy? * 022 €€ (17)

Ici, pe est la densité de charge locale (en C'/m?), et ¢ la permittivité du vide. La
densité locale des ions est donnée par 1’équation de Boltzmann, car les ions sont libres

de bouger dans la solution. La concentration du ¢ type d’ions s’écrit alors :

¢; = e Wi/ksT (1.8)

W; est le travail nécessaire pour rapprocher une solution d’ions de la surface, en
partant de l'infini. Pour un sel unique, avec un cation pour un anion, on trouve

I’équation suivante :

P(,y,2) _eY(z,y,2)
V2(2,y,2) = 25 (e Rt — e faf ) (1.9)

€€

Cette équation est appelée I’'équation de Poisson-Boltzmann. Elle peut étre résolue
numériquement, ou analytiquement pour des géométries simples. Suivant certaines
approximations [290| et en ne considérant plus qu’une seule direction, z, on peut

établir I’équation de Boltzmann-Poisson linéarisée :

PY(z)  2co€”
022 ecokpT

-P(2) (1.10)

La solution générale de cette équation s’écrit, en prenant en compte les conditions
aux bords (le potentiel a la surface est égal au potentiel de surface (z = 0) = 1) et

le potentiel est nul a I'infini ¥(z — 00) = 0) :

W(z) =ty e (1.11)

eeokpT
Ap =K'=,/ 2101:2 (1.12)

avec :
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Le potentiel décroit exponentiellement. On définit la longueur de Debye comme
Ap = K~!. La longueur de Debye augmente avec des concentrations de sels plus
grandes. Ceci explique que plus il y a d’ions en solution, plus il y a un écrantage
important du potentiel de surface. La concentration la plus petite en ions pour de
I'eau pure est de 1077M, & cause de la dissociation HoO — H* + OH~ [291].

Solution et concentration | Longeur de Debye (nm)
H,0,107" M 970
Hy0, 107 M 9,7
H,0,107* M 3,06
Hexadécane, 10~7 M 153
Hexadécane, 1073 M 1,53

TABLE 1.1: Valeurs de longueurs de Debye pour de I'eau (e = 80) et pour de
I’hexadécane (e =2), a 25°C.

Ces valeurs de longueur de Debye sont données pour des ions monovalents, mais il
est important de ne pas oublier que souvent des ions divalents sont présents et leur
effet n’est pas négligeable [291|. Par exemple, I'ion Ca®" a une grande importance
en biologie [140, 291|. De plus, les solutions utilisées lors de I'imagerie de cellules
vivantes sont composées de plusieurs types d’ions. Le PBS est par exemple composé
de 137 mmol/L de NaCl, 2,7 mmol/L de KCI, 10 mmol/L. de NayH PO, - 2H-0,

2 mmol de K HyPO,. Ceci augmentera donc encore plus I’écrantage.

Selon les valeurs de longueurs de Debye, il semble donc a priori tout a fait possible
de faire des mesures de potentiel de surface dans de l'eau distillée, en approchant
suffisamment la pointe de la surface. Il sera par la suite souhaitable de pouvoir
travailler & des concentrations de 100 a 150 mM, pour se placer dans des conditions

physiologiques.

1.3.2 La couche de Stern et le potentiel Zeta

Stern combine I’idée d’une couche diffuse avec la couche d’Helmoltz. La double couche
électrique est alors divisée en deux parties. La couche interne, proche du solide, est ap-
pelée couche de Stern. La couche extérieure est la couche diffuse de Gouy-Chapman.
La couche de Stern est une couche d’ions immobiles adsorbés sur la surface, alors
que la couche diffuse suit la loi de Poisson-Boltzmann, décrite précédemment. Le
potentiel entre les deux couches est appelé potentiel Zeta ({), qui est souvent étudié
pour des colloides. Ce modele de Stern peut bien stir étre décrit de maniére plus

sophistiquée, mais je n’entrerai pas dans les détails ici.
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FIGURE 1.2: Le modéle de la couche de Stern présente trois potentiels dif-
férents : le potentiel de surface, le potentiel de Stern, et le potentiel Zeta.

On définit donc trois types de potentiels : le potentiel de surface, le potentiel de
Stern, et le potentiel Zeta [293]. 1l sera donc important de comprendre quel potentiel
peut-étre mesuré avec une pointe AFM, et comment ces différentes couches pourront

étre caractérisées.

1.3.3 Le modéle DLVO

Derjaguin et Landau (en 1941), puis Verwey et Overbeek (en 1948) développent
indépendamment un modele qui prend en compte les forces de Van der Waals, en plus
du potentiel électrostatique [46, 290]. Le modéle DLVO permet ainsi d’expliquer la
coagulation de particules colloidales, car la force de Van der Waals attractive promeut
I’agrégation de ces particules dans certaines conditions. La partie électrostatique du

modele DLVO est décrite par le modele de Gouy-Chapman.

La théorie DLVO prévoit que pour des distances de 2 & 3 nm entre la pointe et
la surface, les forces de Van der Waals vont dépasser la force de la double couche
électrique, mais expérimentalement ceci n’est quasiment jamais le cas. Cet effet a été
attribué aux forces d’hydratation ou a la rugosité de I’échantillon [56]. Les forces de
Van der Waals dépendent de la géométrie de la pointe et de la surface [294], ce qui
complique 'interprétation des mesures pour de petites distances. Pour des distances
suffisamment importantes (quelques nanomeétres), les forces d’hydratation et de Van
der Waals deviennent suffisamment petites pour étre négligeables par rapport a la

force électrostatique [295].

1.4 Mesures des propriétés électriques d’échantillons

biologiques

Il existe différentes techniques pour mesurer les propriétés électriques d’échantillons

biologiques. On peut mesurer la mobilité électrophorétique d’organismes individuels
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par microélectrophorése [296|. Le potentiel Zeta peut étre déterminé par titration
colloidale [297]. Des populations de bactéries peuvent étre séparées par focalisation
isoélectrique [298], ou par chromatographie a échange d’ions [299]. La résistance ou la
conductance d'une surface peuvent aussi étre mesurées en milieu liquide [300]. Le mo-
ment dipolaire électrique de bactéries a été étudié par ELS et par ET (FElectric Light
Scattering, Electric Turbidimetry) [301]. Toutes ces techniques sont malheureusement
des techniques macroscopiques, et ne permettent pas de remonter a la distribution

de charges a I’échelle du nanométre [302].

On peut aussi utiliser de la ferritine cationique pour marquer les charges négatives
sur des membranes, et observer celles-ci au microscope électronique [303|. Ceci ne
permet pas de travailler sur des objets biologiques vivants. Des mesures locales
peuvent étre effectuées avec le microscope a conductance d’ions (SICM, Scanning Ion-
Conductance Microscopy) [304], qui a connu une récente amélioration [305]. Cette
technique nécessite 'utilisation d’une micro ou nanopipette en verre contenant une
électrode, ce qui n’est pas trés facile d’utilisation. Cette technique mesure un flux
d’ions, et non le potentiel de surface ou les charges a la surface.

L’AFM semble donc étre & notre connaissance le seul moyen pour la mesure de
potentiels électrostatiques en milieu liquide, ce qui a été réalisé dés les années 90, par
exemple par Butt [306] et Radmacher et coll. [294]. L’idée consiste a effectuer des
courbes de forces sur un échantillon, et de faire le lien entre les variations de la forme
de la courbe de force avec les différentes forces qui s’appliquent sur la pointe. L’idée
avait été initialement proposée par Ducker et coll. [56], qui a utilisé le modéle DLVO
pour étudier les courbes de forces. Le probléme constaté par les différents auteurs est
la convolution des différentes forces, surtout pour de faibles distances pointe-surface,
ce qui rend difficile la discrimination de chaque force. Un exemple d’application est

donné sur la Figure 1.3.

height [(nm)
strength of electrostatics [pN]

ngth [nm]

decay le

T S T P S
00 02 04 06 08 1.0
um

FIGURE 1.3: Force volume sur un patch de DODAB sur mica en milieu
liquide, dans 5 mM de LiNQOs. Chaque courbe de force a été analysée avec
un ajustement de courbe de type exponentiel décroissant, pour mesurer la

force du potentiel électrostatique, et la constante de décroissance (reproduit
a partir de [294]).
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Il existe plusieurs limites a l'utilisation de cette technique. Tout d’abord, elle est
fortement dépendante du modeéle DLVO, et de toutes les approximations utilisées pour
I’établir. De plus, la pointe entre en contact avec la surface, ce qui peut la contaminer
ou altérer la surface. La technique Force Volume souffre du méme probléme que lors
des mesures d’élasticité décrites dans la partie II : ¢’est une technique lente, donc peu
adaptée pour des mesures dynamiques, et sujette a des dérives temporelles. De plus,
la mesure des valeurs caractéristiques des forces se fait par un ajustement de courbe
suivant différents modéles, qui prennent en compte certaines approximations, ce qui
peut ajouter une difficulté supplémentaire pour la compréhension des différences de
contraste lors de ce genre d’expériences. La connaissance de la géométrie de la pointe
pose aussi probléme, ce qui pousse Heinz et coll. & proposer un modéle indépendant
de ces paramétres. Ils utilisent une technique de calcul relative, et deux liquides
avec des concentrations d’ions différentes [295]. Cette variante est difficile & mettre
en place a cause de la nécessité de changer de milieu et de devoir effectuer deux

mesures, ce qui exclut des mesures sur des échantillons vivants.

Une autre technique consiste a attacher des molécules sur la pointe, par exemple
en utilisant des phospholipides [307|. Les auteurs appellent ceci le microscope a
force électrostatique (qu’il ne faut pas confondre avec 'EFM ...). Dufréne et coll.
utilisent une technique similaire pour cartographier les propriétés physico-chimiques
de la paroi des levures, et nomment la technique microscopie a force chimique (CMF).
Cette technique consiste a utiliser des groupements hydroxyles ou méthyles sur des
pointes AFM [51, 308]. Dans les deux cas, la technique est toujours basée sur
I’acquisition de courbes de forces, donc lente, et fortement dépendante des molécules
sur la pointe. Il n’est pas a exclure que la pointe se contamine rapidement, ce qui

demande 'ajout d’étapes de contréle contraignantes.

S.J.T. van Noort et coll. utilisent la forme des harmoniques d’oscillation du levier en
mode Tapping, ce qui permet par exemple de mesurer la distribution de charges sur
de ’ADN [302]. Le calibrage des forces mesurées se fait préalablement en faisant une
acquisition de courbes de forces sur ’ADN et sur le substrat, ce qui est simple pour
le cas ou il n’y a que deux zones distinctes et connues a imager, mais qui est vite
limité pour I'utilisation sur des membranes complexes de bactéries ou de cellules. De
plus, I'utilisation du Tapping n’est pas idéale pour de la matiére biologique, a cause

des grandes forces appliquées.

De nombreux auteurs ont imagé des membranes pourpres avec I’AFM pour en extraire
les propriétés électrostatiques [31, 306, 309, 310| (voir partie 1.3). La membrane
pourpre provient d’une bactérie, Halobacterium salinarum, et est connue pour rester
fonctionnelle dans de nombreux environnements (méme a ’air). Elle est extraite de
la bactérie et déposée sur un substrat plat, et souvent imagée dans une atmosphére

humide.
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Knapp et coll. étudient cette membrane a ’air en utilisant le KFM. L’atmosphére
est gardée & une humidité relative de 63 %. Les différences de potentiel détectées
sont de l'ordre du millivolt. Le KFM est aussi utilisé par Leung et coll. pour étudier
des biomolécules a lair, telles que de l'avidine, ou de ’ADN [311]. Y.J. Oh et coll.
utilisent 'EFM pour étudier des biofilms a I’air [13].

Miiller et coll. trouvent que la hauteur de la membrane pourpre mesurée a ’AFM
dépend de la concentration d’ions dans le milieu [312]. L’effet des forces ressenties
par la pointe peut ici aussi étre interprété par le modéle DLVO. La compréhension
des potentiels électrostatiques est donc importante pour la mesure de la hauteur
précise de structures avec I’AFM en milieu liquide [312, 313], et permet d’optimiser
I'imagerie haute résolution pour des échantillons fragiles, en utilisant le milieu et la

concentration ionique adéquats [292, 313, 314].

Le mode Peak Force a aussi été utilisé récemment pour obtenir plus de courbes
de forces, avec comme résultat une meilleure résolution latérale [31]. Miyatani et
coll. avaient utilisé le mode pulsé, ancétre du mode Peak Force, et ont analysé
¢électroniquement le signal de déflexion avant contact pour en extraire des valeurs de

potentiel de surface [315].

Gomila et coll. étudient la permittivité relative de différents objets biologiques avec
I’AFM, et entre autres les membranes pourpres a 'air [316]. Par la suite, ils étudieront
des bactéries entiéres [282], mais toujours a l'air. La permittivité relative d'un objet
biologique est importante, car elle détermine sa réponse a des champs électriques
extérieurs. La technique consiste & faire une premiére image de topographie, qui
donne la hauteur de I’échantillon par rapport au substrat. Ensuite, un deuxiéme
passage (mode [ift) est effectué avec le levier pour mesurer la différence de capacité.
Ces deux images sont ensuite utilisées pour reconstruire une image de constante
diélectrique en utilisant un modéle théorique. Pour les bactéries, c¢’est le gradient de
capacité qui est utilisé, en faisant une mesure EFM [282], et en utilisant un modéle
prenant en compte la géométrie de la pointe et de la bactérie. Une autre fagon de
mesurer la constante diélectrique est d’utiliser une modulation haute fréquence (80
MHz) [317, 318|, ce qui a permis d’étudier des bicouches lipidiques en milieu liquide.
La haute fréquence d’excitation défléchit le levier de maniére statique, car elle est
loin de la fréquence de résonance mécanique du levier. Une fréquence de modulation
de l'ordre de quelques kilohertz est alors utilisée pour la détection. La modélisation

pour cette technique est faite par rapport & un modeéle de plaques paralleles [318|.

Une autre technique qui peut étre utilisée est la microscopie a force piézoélectrique
(PEM, Piezoresponse Force Microscopy). Certains matériaux (et méme des matéri-
aux biologiques) ont une réponse piézoélectrique : ils présentent un couplage linéaire

entre le champ électrique appliqué et leur déformation relative [310]. La pointe est
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mise en contact avec la surface et une tension oscillante est appliquée sur la pointe.
L’AFM mesure alors la réponse de I’échantillon. Ceci permet de caractériser des fibres
d’amyloide!, des fibres d’insuline, des cellules cancéreuses MCF7 et de la Bactéri-
orhodopsine en milieu liquide [310, 319], et des TMV a P'air [320]. Malheureusement,
le PFM souffre de nombreux problémes dus au contact de la pointe avec la surface :
le contraste et la résolution latérale sont grandement influencés par la topographie,
I'élasticité de I'échantillon, les courants de fuite, et les forces électrostatiques [310]. 11
existe aussi une variante de la technique, basée sur le mode Tapping, qui a été utilisée

pour étudier de la dentine (ivoire) [321].

Il semble aussi possible de caractériser la double couche électrique en utilisant une
méthode appelée FEFM (Fluid Electric Force Microscopy) [322-324]. Les auteurs
parlent d’'un détournement du mode EFM, mais en fait le mode [ift est utilisé sans
excitation du levier pour enregistrer la déflexion statique du levier (il faut utiliser
pour cela un levier trés mou). Le contraste du FEFM permet d’obtenir une im-
age qualitative des distributions de charges sur des doubles couches lipidiques de
DOTAP/DOPC dans 3 mM de NaCl et de ’ADN dans un tampon Tris & 3 mM.

En 2010, Kobayashi et coll. proposent une nouvelle technique, basée sur le cal-
cul du potentiel de surface & partir de la premiére et de la seconde harmonique de
la résonance, induites par I'application d’une tension oscillante sur la pointe [325].
Cette technique n’utilise pas de tension continue, et est basée sur I’approche proposée
par Takeuchi et coll. [326]. Kobayashi et coll. nomment cette technique OL-EPM
(Open-Loop Electric Potential Microscopy). Par la suite, les auteurs corrigent leur
modeéle pour pouvoir obtenir des mesures quantitatives sur des billes décorées avec des
groupements COOH et N Hj [327|. Ces études ont été effectuées dans des solutions
ayant de faibles concentrations d’ions (< 1 mM). Les auteurs arrivent a améliorer la
situation en proposant d’utiliser deux fréquences d’excitation différentes, et peuvent

ainsi imager dans des solutions avec des concentrations de 10 mM [328|.

Collins et coll. utilisent plus récemment cette technique d’OL-EPM, en la nommant
DH-KPFM (Dual Harmonic Kelvin Probe Froce Microscopy) [329]. Ils étudient ainsi
I'interface graphéne — liquide. Les auteurs notent que pour se trouver dans un régime
électrostatique, il faut travailler & une échelle de temps dans laquelle la double couche
électrique n’a pas le temps de se former (temps de Debye), et que les ions n’ont pas
le temps de diffuser de la masse d’eau vers la couche diffuse d’ions. Dans le cas de
I’'eau Milli-Q, toute la pointe se trouve sous la longueur de Debye, et n’est donc pas
sujette au processus de diffusion. Dans le cas d’une solution & une concentration

de 100 mM, les temps de diffusion et le temps de Debye deviennent tres courts, ce

!L’amyloide est une protéine fibreuse, composée d’au moins 18 versions de protéines et de
polypeptides mal formées provenant du corps humain. Leur présence a été associée & de nombreuses
maladies.
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qui implique qu’il faudrait travailler a des fréquences d’excitations de l'ordre de 1.1
GHz pour pouvoir effectuer des mesures de potentiel électrostatique dans un régime
quasi statique. Les fréquences d’utilisation de 'AFM sont de I'ordre d’'un ou deux
mégahertz, ce qui explique la limite d’imagerie de potentiel électrostatique a partir

de concentrations d’ions d’environ 10 mM.

Partant de ce constat, les auteurs ont développé une nouvelle technique, appelée
ecFM [283]. Une tension continue est appliquée de maniére pulsée, avec différents
temps de pulses. Ainsi, les auteurs peuvent étudier la réponse pour différents temps
de relaxation, et mesurer localement des propriétés électrochimiques différentes en

fonction de ’échantillon.

Quand on travaille a des fréquences au-dessus du temps de relaxation diélectrique,
les effets capacitifs dus a la double couche peuvent étre ignorés. Pour des tensions
basses fréquences, la solution ne peut pas étre considérée comme ayant une constante
diélectrique homogene. Kumar et coll. développent un modéle analytique basé sur
la deuxiéme résonance en mode KFM, qui permet d’obtenir la valeur du potentiel de
Stern, dans la limite de I"approximation de Debye-Hiickel (¢ < 100 mM) [293].

Récemment, Umeda et coll. développent un modéle qui prend en compte I'influence
de deux doubles couches électriques (celle du levier et celle de la surface), I'influence

de la géométrie de la pointe, et I'influence de la surface du levier [330].

1.5 Le KolibriSensor

Lors de cette thése, j’ai pu expérimenter 1'utilisation de pointes de nouvelle généra-
tion. La société SPECS commercialise des sondes trés raides (K ~ 10°N/m), appelées
KolibriSensor [331]. Ces sondes sont des résonateurs a quartz longitudinaux, appelés
LER, ayant leur pointe connectée électriquement de maniére séparée. D’autres ver-
sions existent depuis quelques années, sous différentes formes [135, 332-334|. En
particulier, Giessibl et coll. utilisent un résonateur basé sur un quartz de montre,
avec une bras fixe et un bras oscillant (Figure 1.4) [135]. La pointe en tungsténe est

montée sur le bras libre.

La justification de 1'utilisation de ce type de technologie vient du fait qu’elle ne né-
cessite pas de détection optique, ce qui enléve une source de bruit et la nécessité
d’aligner le laser sur la pointe. L’amplitude d’oscillation des pointes est trés petite,
de 20 pm a quelques nanomeétres, et elles ont un haut facteur de qualité. Elles per-
mettent aussi de travailler a basse température, car il n’y a pas d’échauffement de
la pointe en ’absence de laser, utilisé dans les systémes a déflection optique. Ceci

permet d’avoir une meilleure sensibilité aux champs de forces, car pour de grandes
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amplitudes d’oscillations, la pointe traverse un gradient de différentes forces, en fonc-
tion de la distance entre la pointe et la surface, alors que pour des petites amplitudes
d’oscillation on ne sonde que le champ de force & une distance précise de la surface.
Ceci semble donc particuliérement intéressant pour des études en milieu liquide, car

on peut en théorie gérer plus finement la position de la pointe.

FIGURE 1.4: a) LER b) qPlus (reproduit a partir de [135]) ¢) La pointe du
Kolibri est montée dans une enceinte en Al,Os, avec un couvercle en acier.
Le tout pése 11 g. La pointe est en tungsténe et dépasse d’une centaine de
nanometres. (reproduit a partir de [331])

Quand la pointe interagit avec la surface, la fréquence de résonance de celle-ci est
modifiée, ce qui peut étre mesuré a 'aide du quartz. Le quartz est nativement pié-
zoélectrique, ce qui lui permet de générer un courant proportionnel a la déformation
du quartz. La solution Kolibri est avantageuse, car elle ne nécessite pas de fabriquer
soi-méme ce type de résonateur. De plus, le résonateur est entouré d’un boitier mé-
tallique, qui peut étre trempé dans un liquide. Selon SPECS, le facteur de qualité du
levier en milieu liquide ne baisse que légérement par rapport a lair, et reste au-dessus
de 10 000, ce que je vérifierai dans la partie 2.5. Le facteur de qualité d’un levier
AFM classique vaut en général 2 ou 3 en milieu liquide [335|. La constante de raideur
nominale de la pointe est de 540 kN/m, et la fréquence de résonance est d’environ
1 MHz.

Le schéma électrique du montage Kolibri est donné sur la Figure 1.5. Un contréleur de
la marque Nanonis est utilisé pour exciter le quartz avec une tension V' (excitation).
Le courant I(osc) est récupéré et envoyé sur un convertisseur courant-tension. Ce
composant est un amplificateur spécialement optimisé pour les petits courants créés
par le quartz, et les fréquences utilisées. Il introduit particulierement peu de bruit par
rapport & des amplificateurs classiques (moins de 1 fm/v/Hz). La tension V (osc) est
ensuite envoyée sur I'entrée du controleur Nanonis. Une PLL (boucle a phase asservie,
Phase-Locked Loop) est utilisée comme rétroaction. Celle-ci conserve 'amplitude de
la pointe, et le déphasage entre V' (excitation) et V(osc) constants lors de toute la

mesure.
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FIGURE 1.5: a) Circuit électrique pour 'excitation du Kolibri et la détection
de loscillation de la pointe. b) Coupe transverse du boitier Kolibri (reproduit
a partir de [331]).

Masse

I (tunnel)
Oscillateur a Quartz ~ SPECS KolibriPreamp®

| (oscillation)

La topographie est acquise en mode non-contact. Comme l'amplitude et le déphasage
sont constants, on régule la position z de I’élément piézoélectrique grace a une boucle
asservie sur le décalage en fréquence de la pointe. Typiquement, des décalages en
fréquences d’une centaine de millihertz sont utilisés (je discuterai de ceci plus en
détail dans la partie 2.3.1).

1.6 Conclusion

Dans cette partie, j'ai décrit l'effet de double couche électrique a l'interface entre
un liquide et un solide. La théorie décrite ici est une théorie continue, alors que la
nature discréte des molécules en jeu a été ignorée. Ceci exclut le calcul des forces
d’hydratation, qui peuvent avoir une grande importance pour de faibles épaisseurs
entre la pointe et la surface [306]. De plus, ’équation de Poisson-Boltzmann linéarisée
n’est pas valide pour de grandes valeurs de potentiels de surface (& température
ambiante, plus grands que 25 mV) [295, 306].

La revue bibliographique montre que la plupart des expériences ont été effectuées a
Iair, soit sur des virus, des biofilms, et sur de la membrane pourpre. Les mesures
de potentiel en milieu liquide & 'aide de 'AFM ont d’abord été faites avec des ac-
quisitions de courbes de forces, qui peuvent étre analysées avec le modéle DLVO.
Des mesures telles que la réponse piézoélectrique & ’aide du PFM se font depuis plus
longtemps. La mesure de la permittivité électrique est en plein développement depuis

quelques années.

Finalement, les mesures de potentiel en milieu liquide ont connu de nouveaux déve-
loppements ces trois derniéres années [325, 327-329], parallélement aux travaux que

je présenterai dans la partie suivante.
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2. Résultats

Dans cette partie, je présenterai d’abord des résultats obtenus lors de I'imagerie des
virus de la mosaique du tabac (TMV) a l'air. Notre équipe (& 'IEMN) a montré
précédemment que les mesures en KFM peuvent étre altérées par certains problémes
instrumentaux [336]. La premiére étude n’avait été effectuée que sur un pixel unique,
et la démonstration de I'influence de ces problémes sur 'imagerie n’avait pas encore
été montrée. Les explications sur les artefacts en KFM sont volontairement simpli-
fices, pour plus de détails les lecteurs peuvent se référer a 'article que nous avons
publié sur le sujet [288]. Je profiterai aussi de cette partie pour exposer la mise en
place d’une expérience de AM-KFM dans la pratique, et pour introduire des notions

expérimentales qui seront utiles pour les expériences de AM-KFM en milieu liquide.

Je présenterai ensuite les premiéres observations en milieu liquide, tout d’abord dans
de l'eau distillée, puis dans un solvant non polaire, I’hexadécane. Finalement, je
décrirai les premiers résultats obtenus avec des sondes Kolibri, principalement a I’air.
Cette partie est particuliérement exploratoire, car I'utilisation de ces nouvelles sondes

est particuliérement complexe.

2.1 Imagerie KFM sur TMV a lair et effets dia-

phoniques

Lors de mesures KFM & lair, des variations de l'ordre d’un volt sur les valeurs
absolues de potentiel de surface mesurées ont été observées, et 'empreinte de la
topographie était souvent visible sur I'image de potentiel. L’étude de ces artefacts et
leur résolution a eu deux buts dans le cadre de cette thése : elle a permis de prendre
en main I'imagerie KFM sur un échantillon biologique a ’air, et de mieux comprendre
effet de ces artefacts [288]. Si ces artefacts sont aussi présents en liquide, il faudra

les maitriser, donc ce travail pourra aussi étre utile par la suite.

Notre équipe a précédemment découvert que deux parameétres peuvent avoir une influ-
ence sur les mesures de potentiel : premiérement la valeur de la fréquence d’excitation
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du levier, et deuxiémement la valeur de la phase de projection ¢ utilisée dans la
boucle de rétroaction Kelvin [336]. Ceci est di & des diaphonies (cross-talks) entre
les différents signaux électroniques de AFM. Deux raisons ont été expérimentale-
ment trouvées : il y a un couplage entre 'excitation V,.cos(wt) et la sortie de la
photodiode, et un couplage entre I'excitation V,.cos(wt) et I’élément piézoélectrique

responsable de I’excitation mécanique du levier.

Pour comprendre les effets diaphoniques en KFM, il faut tout d’abord considérer le
fonctionnement de la boucle de rétroaction Kelvin. Le signal mesuré sur la photodiode
est envoyé sur un amplificateur & détection synchrone (Lock-In Amplifier), que je
nommerai par la suite ADS. L’ADS extrait I’amplitude et la phase par rapport & un
signal de référence. Schématiquement, on peut considérer le diagramme de Fresnel
de la Figure 2.1. Le vecteur correspondant a loscillation du levier (A,, ¢.,) a la
fréquence w est projeté sur un axe défini par une phase ¢, appelée «drive phase»,
définie par rapport au signal d’excitation qui sert de référence (axe X). Le signal

Aycos(p — ¢,,) est régulé sur zéro par la boucle Kelvin, en ajustant la tension V.

Pour améliorer le rapport signal sur bruit, la phase ¢ peut étre ajustée sur 180°. Le
parameétre ¢ et la fréquence d’excitation w sont des parameétres internes & la mesure
KFM : ils ne doivent donc & priori pas avoir d’influence sur la valeur de potentiel

mesuré (voir équation 1.6).

FIGURE 2.1: Diagramme de Fresnel avec vecteur d’oscillation du levier (A,,,
©Yw), par rapport a l'excitation (axe X ). Les fléches en pointillées sont les pro-
jections sur I’axe de la boucle de rétroaction KFM défini par I'angle ¢. a) Cas
sans diaphonie b) Cas avec un unique vecteur de diaphonie A.; quelconque.

La premiére diaphonie constatée expérimentalement est due a une excitation de

I’élément piézoélectrique responsable de 'excitation mécanique du levier. En effet,
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nous avons observé ce probléme sur deux types de microscopes!. La connexion util-
isée pour exciter I’élément piézoélectrique en mode Tapping n’est pas déconnectée lors
de 'imagerie KFM. Cette premiére diaphonie introduit une amplitude d’oscillation
supplémentaire, A,,, avec une phase ,,. La deuxiéme diaphonie constatée expéri-
mentalement est un couplage dans le cablage du microscope a force atomique, et qui
introduit un couplage entre le signal d’excitation et le signal lu sur la photodiode.
Nous introduisons donc une deuxiéme diaphonie, A,, avec une phase ¢,. Sur la Fig-
ure 2.1, on constate que I'introduction d’une diaphonie quelconque (Ay, ) ajoute

un vecteur supplémentaire qui vient perturber la projection de A, par ’ADS.

On peut écrire ’équation qui annule les projections de A, et des amplitudes dues

aux diaphonies sur ’axe défini par ¢ :

Aucos(p — o) + Apcos(p — pp) + Apmcos(p — pm) =0 (2.1)

Dans cette équation, A, s’écrit de la facon suivante (il s’agit du terme en lw de

I’équation 1.5), sans charge entre la pointe et la surface :

Ay = awiZ—CVac[Vdc - Vil (2.2)

z
a,, représente le spectre de résonance du levier. On définit A, = a, - V,. et A4, =
Gy, - Ve, & cause de la proportionnalité des diaphonies avec la tension V. appliquée.
a,, suit le spectre de résonance du levier pour w ~ 27fy. a, est, en premiere ap-
proximation, un terme constant et proportionnel & la fréquence d’excitation. En

développant 1’équation 2.1, on trouve alors :

V=)~ e || - e (] e

Cette équation montre que le signal KEM mesuré est constitué de la valeur Vg que 'on
veut obtenir, et de deux termes supplémentaires correspondants aux deux diaphonies
identifiées. L’équation montre que les valeurs de potentiel mesurées sont dépendantes
en z, car Vi(z) dépend de z, mais une nouvelle dépendance est ajoutée par le terme
en dC/dz. Ceci peut avoir un impact sur l'imagerie en présence d’une topographie

de surface.

Une maniére classique de vérifier le comportement du systéme de mesure KFM, et

d’obtenir une valeur de potentiel V; pour une position unique, est d’éloigner la pointe

!Multimode avec un contrdleur Nanoscope IITA/Quadrex, et Dimension avec un controleur
Nanoscope IV (Bruker)
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de la surface, d’activer 'excitation V.., et de faire varier la tension V.. Typiquement,
le signal obtenu en sortie de 'ADS est représenté sur la Figure 2.2. Cette courbe
en forme de «V» représente la projection du signal sur un axe, en valeur absolue.
L’intersection du creux de la courbe en «V», donne directement la valeur de Vg :

c’est la valeur pour laquelle 'amplitude d’oscillation est nullifiée.

Sur la Figure 2.2 de gauche, deux fréquences d’excitation ont été utilisées. On con-
state que le zéro ne se trouve pas au méme endroit, ce qui donne deux valeurs de
potentiel de surface V; différentes. De plus, le creux de la courbe en «V» est arrondi.
Ces effets sont dus aux diaphonies décrites ci-dessus, qui modifient 'amplitude et la
phase du signal projeté par ’ADS. La correction des diaphonies, que je décrirai par
la suite, permet de trouver deux courbes en «V» avec une intersection identique pour

deux fréquences d’excitation différentes.

&
o
N

0.10 T T T 0.10

T

®/2n=177.2 kHz,

0.08 + T_ d

0.06 ]

©/21=177.2 kHz
0.08
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0.04 Ly ¢ 176 2khe| 0.04

exc

|—> foyc=176.2 kHz

exc

0.02 g 0.02

Signal d'oscillation du levier [V]

Signal d'oscillation du levier [V]

0.00 soor :
5 - 0.00

FIGURE 2.2: Balayage de V. et effet sur amplitude d’oscillation du levier,
avec la régulation KFM éteinte. Deux fréquences d’excitation sont utilisées.
a) Effet des diaphonies : deux potentiels de surface différents sont trouvés,
en fonction de la fréquence utilisée (voir pointillés). b) Sans diaphonie, on ne
trouve qu’un unique potentiel de surface (voir pointillés).

La correction de la diaphonie mécanique est la plus simple & mettre en place. Il faut
utiliser un module d’accés des signaux (de type SAM-Box, ou fabriqué soi-méme). Le
signal d’excitation mécanique envoyé sur I’élément piézoélectrique est intercepté entre
le controleur et le microscope, et 1’élément piézoélectrique est mis a la masse lorsque
le levier est en mode d’acquisition KFM. Je ne parlerai donc plus de cette diaphonie
mécanique, que j’ai systématiquement supprimée (son effet a été plus extensivement
décrit dans notre article [288]).

Je me place donc ici dans le cas ou A,, = 0 et A, # 0. La diaphonie due au couplage
du signal d’excitation et de sortie de photodiode peut se corriger en utilisant une
combinaison d’un amplificateur, d’un décaleur de phase et d’un additionneur. Cette

technique a été détaillée précédemment [336]. Je n’ai pas utilisé cette approche
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ici, car il existe un autre moyen pour supprimer les diaphonies. Notre équipe a
montré avec une étude du parameétre ¢, qu’il existe deux positions particuliéres sans
diaphonie [288, 336], qui sont ¢ = ¢, £ 90 (vecteur de diaphonie perpendiculaire &

la direction de projection de la boucle Kelvin).

2.1.1 Effet sur 'imagerie en KFM

La nouveauté que j’ai apportée est ’étude de la diaphonie sur I'imagerie d’échantillons
biologiques. Ceci a permis de quantifier et d’illustrer expérimentalement les artefacts
que I’on peut obtenir en KFM. J’ai précédemment introduit le virus de la mosaique du
tabac (TMV, voir partie 1.1.3), qui peut facilement s’imager a l'air et étre déposé sur
de nombreux substrats [93]. Des TMV ont précédemment été imagés en microscopie
a réponse piézoélectrique PFM [320]. Le TMV a aussi été proposé comme un outil
de calibrage pour les pointes AFM, car leur géométrie et leur taille sont parfaitement

connues [94].

J’ai déposé les virus sur deux types de substrats : sur une couche de 300 nm d’oxyde
de silicium, et sur une couche d’or. Dans les deux cas les couches se trouvent sur
un substrat de silicium dopé n. Le protocole de dépdt des TMV est décrit dans

I'annexe C.14.

Deux options d’imagerie existent pour le KFM. Soit la pointe reproduit la topogra-
phie & une certaine distance de la surface (la distance pointe-surface est toujours con-
stante), soit la pointe reste a hauteur z constante (la distance pointe-surface varie).
Le premier mode est appelé mode [ift, le deuxiéme mode linéaire (linear). J’ai donc
voulu comparer l'effet de ces deux modes d’imagerie en présence et en absence de

diaphonies.

2.1.2 Imagerie KFM de TMYV sur oxyde de silicium

Sur la Figure 2.3, j’ai acquis quatre images sur une méme zone, avec différents
paramétres, sur substrat d’oxyde de silicium. Chaque image est composée d’un cou-
ple de données : la topographie et I'image de potentiel. La rangée du haut (Figure 2.3
a), b)) est faite en présence de diaphonie, la rangée du bas sans diaphonie (Figure 2.3
c), d)). La partie gauche de I'image (Figure 2.3 a), c)) est faite en mode lift, la partie
droite en mode linear (Figure 2.3 b), d)).

On constate que la premiére image en mode lift avec diaphonies présente un fort
contraste de potentiel de surface au niveau des virus. La topographie est visible sur

I'image de potentiel, car elle semble avoir la méme résolution latérale que celle de
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topographie, alors qu’on ne devrait voir ici que des interactions a longue portée de
type électrostatique. Ceci est donc typiquement 'artefact d’'imagerie KFM auxquels
on pouvait s’attendre, et qui est dii a la dépendance artificielle en z des signaux
KFM du fait de 'artfeact variant en 1/(dC/dz), comme décrit dans 1’équation 2.3.
Le mode [ift introduit artificiellement une décroissance du terme dC'/dz, qui crée le
contraste observé. En mode linear (Figure 2.3 b)) avec diaphonie, on constate qu’il
y a toujours un contraste. Dans ce cas, la dépendance en dC'/dz est plus douce, car

on n’a pas éloigné la pointe de la surface.

Mode Lift

Mode linéaire

@ =

+50'
274,800 kHz

f

@ =-30
274,700 kHz

f

FIGURE 2.3: Effet des diaphonies sur I'imagerie (TMYV sur oxyde de silicium).
Echelle de couleur pour la topographie : 25 nm. Echelle de couleur pour le
potentiel : 3 mV. Barre d’échelle 500 nm. Voir le texte pour plus de détails.

Avec la correction de la diaphonie, on constate que 'on n’a plus de contraste sur
les images de potentiel. Les images en mode [ift et linear sont similaires. Il n’y a
donc pas de charges a la surface des TMV sur la couche d’oxyde de silicium, ce qui
est cohérent, car ce substrat est isolant et qu’il n’y a pas de charges qui passent du
substrat au virus.

2.1.3 Imagerie KFM de TMYV sur or

Avec le substrat en or, jai effectué une expérience légérement différente. Je voulais
savoir si les deux positions ¢ = ¢, £ 90 étaient équivalentes. La ligne de haut de la
Figure 2.4 a été imagée pour ¢ = ¢, + 90, la ligne du bas pour ¢ = ¢, —90. Comme
précédemment, les images de gauche sont enregistrées en mode [lift, les images de

droite en mode linear. Pour les quatre images, il n'y a donc plus de diaphonies. Les
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images sont quasiment identiques, a part un rapport signal sur bruit différent, du a
des fréquences d’excitation différentes. On constate qu’il reste encore un contraste du
a la topographie sur les images en mode [lift, & cause de la dépendance en z explicite
du potentiel de surface (Vs(z)). Cet artefact de mesure est réduit en utilisant le
mode linear. Les TMV présentent des zones foncées sur les images, ce qui indique
un transfert de charges négatives du substrat vers les virus. De plus, ce transfert de
charge n’est pas homogéne le long des virus, ce qui nous conforte dans le fait que

nous n’observons plus d’artefacts de mesures.

Mode linéaire

@ = +150°
270,500 kHz

f=

®=

-30
270,000 kHz

f

FIGURE 2.4: Effet des diaphonies sur I'imagerie (TMV sur or). Echelle de
couleur pour la topographie : 25 nm. Echelle de couleur pour le potentiel :
30 mV. Barre d’échelle 500 nm. Voir le texte pour plus de détails.

2.2 Premiéres observations en milieu liquide

2.2.1 Montage expérimental

Pour nos premiers essais de KF'M en liquide, nous avons utilisé un levier EFM utilisé
habituellement pour I'imagerie a l'air. Il s’agit d’un levier MESP (Bruker AFM
Probes), en silicium dopé, enrobé de CoCr. Sa fréquence de résonance nominale a I’air
est de 70 kHz. Ces mesures ont été effectuées sur un AFM de type Multimode, avec
le support pour levier en liquide. Celui-ci est en verre, et I'excitation piézoélectrique

est déportée pour que I'élément piézoélectrique ne soit pas en contact avec 'eau.

Pour pouvoir polariser la pointe, nous avons modifié le support, en ajoutant un fil que

nous avons enroulé autour de la patte qui maintient le support de levier (Figure 2.5).
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Cette patte est conductrice, et nous avons vérifié préalablement qu’il était possible
de faire des mesures KFM a l'air avec ce montage. Ensuite, nous avons ajouté de
I’eau entre le support et ’échantillon, ce qui forme un ménisque, comme montré sur

la Figure 2.5.

Elément piézoélectrique

Vpointe

A

Scanner

Véchantillon Ménisque

FIGURE 2.5: Montage pour la polarisation de la pointe en liquide avec un
Multimode. Un fil conducteur est enroulé autour du mécanisme qui maintient
le levier en place. L’eau forme un ménisque entre le support et I’échantillon.

2.2.2 Reésonance en liquide

Lors de 'utilisation du montage dans de 1’eau, on constate que la fréquence de réso-
nance du levier est diminuée. Ceci est un phénoméne connu. Sil’on consideére le levier
comme un oscillateur harmonique, ’eau agit comme une masse supplémentaire qui
amortit le mouvement du levier. En considérant une masse effective m*, la fréquence

de résonance f; s’écrit alors :
1 k

2V m*

fo

(2.4)

Sur la Figure 2.6, on constate aussi que la résonance ne suit pas parfaitement le modéle
de Toscillateur harmonique. On voit plutot une forét de pics, ce qui rend difficile la
détermination de la fréquence de résonance du levier en liquide. Ceci est dii au fait
que 'excitation mécanique du levier se fait par un élément piézoélectrique déporté, et
que donc tout le support en Plexiglas@ vibre, ce qui crée des résonances pour d’autres
fréquences [302]. Il semblerait aussi que le mouvement du liquide créé par le levier
pourrait expliquer ces pics [335]. Pour connaitre la fréquence de résonance du levier,
celui-ci a été monté sur un AFM de type Bioscope Catalyst (voir annexe C.17), et
la fréquence de résonance a été trouvée a l'aide du bruit thermique du levier (voir
partie 1.2.6). Ainsi, pour le levier MESP, la fréquence de résonance nominale en
liquide se trouve autour de 29 kHz. Une autre technique aurait été d’utiliser une
excitation magnétique [337], électrostatique [338] ou optique du levier [339], qui ne

posent pas ce genre de probléme.
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FIGURE 2.6: Amplitude et phase d’un levier EFM en liquide. La fréquence
nominale de ce levier est de 70 kHz a I’air, et de 29 kHz en liquide.

La diminution de la fréquence de résonance est importante, car ceci limite I'utilisation
de hautes fréquences d’oscillation en liquide. Des leviers plus courts permettent
de monter a des fréquences de 300 a 400 kHz en liquide. Ceci pourrait avoir son
importance dans les mesures de potentiels de surface en liquide si une technique

repose sur 1'utilisation de hautes fréquences.

2.2.3 Excitation électrostatique dans H50

Nous avons ensuite polarisé la pointe dans de I’eau Milli-Q, au-dessus d’un échantillon
de Si0,. 1l est important de vérifier qu’aucune polarisation n’est apportée sur la
pointe au début de ’expérience. Une tension V. de plus de 400 mV suffit & hydrolyser
I'eau?, ce qui crée des bulles sur le levier (ce qui dévie le rayon laser, et empéche PAFM

de fonctionner).

J’ai constaté que dans le cas de ’AFM Multimode utilisé, lorsque 'on commence
I'approche de la pointe avec la surface, une courte impulsion de +10 V/-10 V (de
I'ordre d’'une seconde) est envoyée sur la sortie utilisée pour polariser la pointe, et
sur I’échantillon. Ceci est un artefact au niveau de l'implémentation électronique
du controleur Nanoscope. Il faut donc mettre ces signaux manuellement a la masse

chaque fois que I'on approche la pointe de la surface, pour éviter d’hydrolyser ’eau.

Sur la Figure 2.7, on voit I’évolution de 'amplitude en fonction de la fréquence, pour
différentes valeurs de potentiel V., & une distance de 10 nm de la surface (on retrouve
plus ou moins le méme comportement pour d’autres distances). Aux basses fréquences
apparaissent des forces «fantomesy» (spurious forces) comme décrites par [325]. Ces

forces sont encore peu comprises [327], mais il ne faut pas oublier que les tensions

2Cette valeur de 400 mV a été constatée empiriquement lors de nos expériences, mais elle peut
étre différente, et dépend fortement du temps d’application.
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Vae & de faibles fréquences se rapprochent d’'un comportement statique, et donc on
peut avoir une hydrolyse de ’eau ou des réactions électrochimiques (les tensions V.
appliquées vont ici jusqu’a 5V). Ensuite vient la résonance électrostatique, autour de
la fréquence de résonance de 29 kHz. Le creux dans les courbes vers 48 kHz n’est
pas expliqué. Ensuite apparait une deuxiéme résonance vers 220 kHz, attribuable a

la seconde harmonique du levier.
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FIGURE 2.7: Amplitude de la résonance électrostatique dans de I’eau, pour
différentes valeurs de potentiel V,. (de 0 & 5000 mV).

L’augmentation linéaire de la ligne de base en fonction de la fréquence, dont la pente
augmente avec V., est due aux diaphonies de photodiode, qui n’ont pas été sup-
primées ici. Ceci prouve qu’il faudra corriger ce phénoméne en cas de mesures quan-
titatives. On constate aussi qu’il y a un autre effet : un fond continu décale les

amplitudes d’environ +25 mV, ce qui est aussi dii aux diaphonies.

L’évolution de 'amplitude de la résonance peut étre tracée en fonction de la tension
V.. appliquée et est représentée sur la Figure 2.8. Celle-ci est linéaire, et suit donc

bien le comportement décrit dans 1’équation 1.5.

300,

= N N
o w
o o

Amplitude [mV]
w
o

0 1000 2000 3000 4000 5000
Vac [mV]

FIGURE 2.8: Amplitude de la résonance électrostatique dans de I’eau, pour
différentes valeurs de potentiel V,. (de 0 a 5000 mV), a 29 kHz.

Ensuite, la fagon classique pour vérifier s’il est possible de trouver le potentiel de

surface en KFM est de changer la valeur du potentiel V. appliqué (voir partie 2.1),
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en boucle Kelvin ouverte. Le changement de la valeur V. appliquée ne semble avoir
aucun effet sur la résonance, car on n’observe pas de courbe en «V», comme le montre
la Figure 2.9. Les valeurs de V. que 'on peut appliquer sont de 1'ordre de + 400 mV,
pour ne pas hydrolyser ’eau. Les mesures ont été effectuées a 10 nm de la surface,

et I'on retrouve le méme comportement pour d’autres distances.

45
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e TR M A AR A — Vac = 1000mV
z [ U vac = 2000mV |
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<
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—200 -150 -100 =50 0 50 100 150 200
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FIGURE 2.9: Amplitude de la résonance électrostatique dans de I’eau, pour
différentes valeurs de potentiel V,. (de 0 a 3000 mV), en fonction de la tension
Ve appliquée.

On retrouve bien 'augmentation de 'amplitude de la résonance avec 'application
de plus grandes valeurs de V., comme indiqué précédemment. Par contre il n'y a
aucune dépendance en fonction du potentiel V. appliqué, ce qui implique qu’il ne

semble pas possible de faire du KFM dans ’eau sans utiliser une approche différente.

2.2.4 Imagerie KFM dans de I’hexadécane

Pour voir s’il était tout de méme possible d’utiliser le KFM en milieu liquide, j’ai effec-
tué un essai dans de I’hexadécane (CigH3y). La constante diélectrique de ’hexadécane
vaut 2, donc proche de celle de I'air, qui vaut 1. L’avantage de I’hexadécane est de ne
pas s’évaporer trop rapidement, ce qui permet de I'utiliser plusieurs heures sans prob-

leme (d’autres solvants tels que le toluéne s’évaporent beaucoup plus rapidement).

Dans la Figure 2.10, j’ai affiché comme pour la Figure 2.9, la valeur de 'amplitude
de la résonance en fonction du potentiel V. appliqué. On retrouve ici bien le méme
comportement qu’a l'air. Le signal est beaucoup plus bruité, car le signal renvoyé
sur la photodiode en liquide est plus faible qu’a lair, et le facteur de qualité ) de ce

type de levier est trés faible en liquide (de I'ordre de 2 ou 3).
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FiGURE 2.10:  Amplitude de la résonance électrostatique dans de
I’hexadécane, pour différentes valeurs de potentiel V,. (de 0 a 3000 mV),
en fonction de la tension V. appliquée.

Il est donc tout a fait possible de réguler la valeur du potentiel V. et d’effectuer
une mesure KFM dans un solvant non polaire, ce qui rejoint les conclusions d’autres
groupes (327, 329|. Je démontre cette possibilité sur la Figure 2.11, o j’ai balayé un
échantillon comportant des plots de SiO,. Il est donc possible d’obtenir un contraste

dans la mesure de potentiel, malgré le fait que celle-ci soit assez bruitée.

a)

FIGURE 2.11: Mesure KFM sur plots de SiOs, en mode lift 4 10 nm de la
surface. a) Hauteur. b) Phase. c¢) Potentiel. Barres d’échelle : 250 nm

L’imagerie de systémes biologiques dans des solvants est peu courante. Les rares
applications sont par exemple I’étude de bactéries résistantes a certains solvants.
Cette résistance aux solvants pose des problémes d’ordre sanitaire [340]. Dans du
solvant, les bactéries changent de forme et leur membrane est altérée, ce qui n’est
certainement pas représentatif de leur état naturel. Des études pour des applications

différentes, non biologiques, semblent par contre avoir un intérét [341].
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2.3 Pointe Kolibri & ’air

Pour I'imagerie a l’air nous avons utilisé le Kolibri sur un Multimode. Pour cela,
un support est disponible, qui positionne la pointe au-dessus de ’échantillon. Mal-
heureusement, ceci implique que la caméra du Multimode n’est plus utilisable, ce qui
pose probléme si I'on veut trouver une zone spécifique d’un échantillon. Actuelle-
ment, nous avons travaillé uniquement avec des échantillons qui ne nécessitaient pas
un positionnement spécifique. Le montage expérimental est décrit sur la Figure 2.12
et sur la Figure 2.13. Un controleur Nanonis est utilisé pour piloter TAFM. Le Multi-
mode est installé dans une enceinte antivibrations, le controleur est installé en dehors
de T'enceinte. Nous avons installé Pamplificateur (Kolibri PreAmp) au plus prés du
microscope, pour réduire la longueur des cables entre la pointe et 'amplificateur.
Les effets capacitifs dans ces céables doivent étre réduits le plus possible, et donc

I'amplificateur doit nécessairement étre proche de la sonde pour réduire le bruit [135].

Masse commune
o Caméra et illumination
KolibriPreAmp

Alimentation
Téte AFM

Kolibri sur support

Sortie

Excitation
Multimode

Polarisation de
la pointe

Polarisation de
I'échantillon

Table antivibration (active)

FIGURE 2.12: Montage expérimental. Le Kolibri s’adapte sur le Multimode
avec un support spécifique. Le tout est installé dans une enceinte antivibra-
tions, qui isole aussi thermiquement le montage par rapport aux fluctuations
de température de la salle.
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FIGURE 2.13: Montage expérimental, controleur Nanonis (a gauche), avec
enceinte antivibrations, et ADS externe.

Le spectre de résonance de la pointe Kolibri est donné sur la Figure 2.14. La con-
version de la tension lue en sortie de 'amplificateur est donnée par le constructeur
(0,7 V par nanométre). Ceci permet de mesurer la densité spectrale de puissance
(PSD, Power Spectral Density) en fm/+/Hz. Le niveau de bruit dans des conditions
optimales est en dessous de 1 fm/ VHz, ce qui est obtenu grace a 'amplificateur
Kolibri PreAmp. Dans certains cas, du bruit apparait sur le spectre, a cause d’effets
capacitifs dans les cébles. La résolution de ceci se fait en rassemblant les masses
des trois cables (masse commune sur la Figure 2.12). La connexion de la pointe au

controleur ajoute un peu de bruit.

10

— Normal
, — Bruité
10 — Pointe connectée

PSD [fm/sqrt(Hz)]

0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5
Fréquence [MHz]

FIGURE 2.14: Spectre de résonance du Kolibri a I'air pour diftérentes con-
ditions d’utilisation. Le trait noir en pointillé indique un niveau de bruit de

Lfm/VHz.

Malgré la raideur de la sonde Kolibri, on peut toutefois, du fait du faible niveau de

bruit de 'amplification, observer son spectre d’oscillation thermique (Figure 2.15).

© 2014 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Michka Popoff, Lille 1, 2014

129

Pour cela j’ai connecté la sortie de I'amplificateur du Kolibri sur un oscilloscope
et mesuré le spectre. Le cable d’excitation n’est pas connecté au contréleur Nano-
nis, car ceci introduit du bruit supplémentaire. On constate que 'on peut détecter
I'oscillation de la pointe due au bruit thermique, qui dépasse du bruit de fond élec-
tronique. La valeur de ce bruit de fond se trouve ici a 3 fm/ VHz, alors que sur
la Figure 2.14 il était de 1 fm/ VHz. 1l est fort probable que ceci soit da a la

configuration du montage qui est différent dans le cas de cette mesure.

5.5

PSD [fm/sqrt(Hz)]
»
o

25 L L L L L L L L
993.2 993.3 993.4 993.5 993.6 993.7 993.8 993.9 994.0 994.1
frequency [kHz]

FIGURE 2.15: Excitation thermique de la pointe Kolibri.

2.3.1 Approche de la surface avec le Kolibri

Le Kolibri est utilisé en mode FM-AFM pour 'acquisition de la topographie. Tout
d’abord, la pointe est excitée comme décrit dans la partie 1.5, a sa fréquence de ré-
sonance (1 MHz). Un controleur PID est utilisé pour garder I'amplitude d’oscillation
constante, en jouant sur la valeur de la tension d’excitation. Une PLL (Phase-Locked
Loop) est utilisée pour garder le déphasage entre le signal d’excitation et le signal
d’oscillation constant. La régulation lors de I’approche de la surface et de 'imagerie
se fait sur le décalage en fréquence Af de la pointe, qui est de 'ordre de la centaine
de millihertz.

Quand la pointe est approchée de la surface, la fréquence de résonance de la pointe
change. L’utilisateur définit un seuil de décalage en fréquence (A fseuir) qu’il ne faut
pas dépasser. Lors de 'approche, 1’élément piézoélectrique est étendu jusqu’a son
maximum, rapprochant ainsi la pointe de la surface. Si pendant ce mouvement le
seuil de décalage en fréquence est atteint, le contréleur arréte le mouvement de la
pointe et régule autour de la valeur de seuil. Si jamais le seuil n’est pas atteint,
I’élément piézoélectrique est rétracté, et le moteur pas a pas avance d’une certaine

distance, rapprochant I’ensemble de la surface.
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Sur la Figure 2.16, j’ai affiché le mouvement de 1’élément piézoélectrique z, et le dé-
calage en fréquence, lors de ’approche. On constate deux choses. Il y a tout d’abord
un mouvement rapide du décalage en fréquence, qui suit le mouvement de 1’élément
piézoélectrique. Ceci s’explique par les fortes impulsions en tensions appliquées sur
'élément piézoélectrique (de 'ordre de la centaine de Volts). Il est fort probable que
les cables trés fins du module Kolibri, ou la pointe elle-méme captent ces impulsions,
et comme le quartz est piézoélectrique, ceci explique ce décalage en fréquence rapide.
Af reste de l'ordre de 50 mHz, donc ceci n’est pas génant, car en général le seuil
utilisé pour 'approche est de plus de 200 mHz. Il existe par contre un deuxiéme effet
de dérive a long terme : A f varie lentement, par exemple ici de 320 mHz & 450 mHz.
On voit que ceci & l'effet de ralentir le mouvement de 1’élément piézoélectrique. Il est
normal que la vitesse de mouvement en z soit ralentie quand on est proche du seuil,
pour s’approcher lentement de la surface. Mais ici la dérive peut ralentir ’approche
considérablement. Il faut donc remettre a zéro Af régulierement lors de 'approche

de la surface.
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FIGURE 2.16: Décalage en fréquence lors de I'approche de la surface avec le
Kolibri.

Nous n’avons pas d’explication pour ce phénomeéne de décalage en fréquence lent.
L’importance de cette dérive varie d’un jour a l'autre, ce qui rend difficile sa carac-
térisation. L’hypothése d’'une grande sensibilité a des petites variations de tempéra-
ture est la plus probable. Il existe des phénomeénes de vieillissement des quartz, mais
qui suivent une dérive beaucoup plus lente [334]. Les Kolibri, les leviers de type LER
et gPlus sont actuellement principalement utilisés sous vide, dans des microscopes
cryogéniques, ce qui peut expliquer pourquoi ces effets n’ont peut-étre pas ou peu été

détectés.

Le logiciel Nanonis permet de choisir une valeur de Af qui est prise en valeur ab-

solue. Si l'on choisit une consigne d’interaction de 100 mHz, le systéme va réguler
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tout d’abord autour d’une position de décalage en fréquence négative, de -100 mHz
(Figure 2.17, de la zone 1 a la zone 2). Dans ce cas, on est dans la partie attractive
du champ de force, et il est tout a fait possible d’imager la surface dans ces condi-
tions. Sion change la valeur du seuil a 150 mHz, une valeur de -150 mHz est atteinte
(zone 3). Dans la zone 4, la valeur des gains de la régulation sur le seuil de fréquence
a été réduite pour diminuer le bruit. Ceci sera important pour I'imagerie : des gains
trop forts introduisent du bruit sur I'image de hauteur. Pour rappel, si I’on considére

un puits de potentiel, on se trouve ici au fond de ce puits, dans la partie attractive.

1200
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FIGURE 2.17: Effet du seuil et des gains sur le décalage en fréquence. La
description des différentes zones est donnée dans le texte.

Ensuite, j’ai changé la valeur du seuil & 200 mHz. On passe alors dans la partie répul-
sive du champ de force, avec un décalage en fréquence positif. Le puits de potentiel a
une certaine profondeur A f,,;,. Quand Af > |A fruin|, le régime change brusquement
pour passer dans la partie répulsive du puits de potentiel. On peut ensuite changer les
gains (sauts en 6 et 7), ce qui permet de repasser dans la partie attractive. Ensuite,
j’al augmenté progressivement la valeur du seuil, ce qui «approche» encore plus la
pointe de la surface (zone 8, 9, 10). On constate que le décalage en fréquence pour
des valeurs de 800 mHz est trés bruité, car le contact est ici trés important entre la

pointe et 1’échantillon.

La zone attractive est une zone trés instable, mais il est possible de balayer la surface
dans ces conditions, ce qui donne une image plus floue de la surface qu’en mode

répulsif.
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2.3.2 Courbes d’approche - retrait avec le Kolibri

On peut aussi effectuer des courbes d’approche - retrait avec la sonde Kolibri. Pour
cela, la pointe est tout d’abord éloignée de la surface, puis rapprochée jusqu’a attein-
dre un seuil maximal (A f,.. = 1 Hz). Sur la Figure 2.18, j’affiche deux courbes de
forces, effectuées sur des substrats différents. Précédemment, j’ai indiqué que ce qui
est communément appelé courbe de force était en fait souvent la déflexion du levier
en fonction de l'extension de I’élément piézoélectrique z (partie 1). En mode dy-
namique, il existe deux fagons d’afficher une courbe de force. En AM-AFM, on trace
I’évolution de I'amplitude d’oscillation en fonction de z. Lorsque la pointe s’approche
de la surface, 'amplitude diminue. En FM-AFM, on affiche le décalage en fréquence

en fonction de z. Prés de la surface, Af augmente & cause de l'interaction pointe

surface.
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FIGURE 2.18: Evolution du décalage en fréquence en fonction de la position
z de I'élément piézoélectrique. a) Courbe d’approche et de retrait sur un
échantillon de SiC. b) Courbe d’approche et de retrait sur un échantillon
d’or.

Sur la Figure 2.18, la premiére courbe de force a été acquise sur un échantillon de SiC
(cet échantillon est décrit dans la partie 2.3.3). On constate que le Kolibri permet
de résoudre de maniére précise le «puits de potentiel» a I'approche de la surface.
On comprend aussi que les changements de fréquence observés sur la Figure 2.17
permettent de se placer dans la partie attractive ou répulsive du puits de potentiel. La
deuxiéme courbe a été acquise sur un substrat en or. Ici, on constate le comportement
erratique de la pointe. Il est effectivement trés difficile d’imager une surface en or,
car 'or est trés mou par rapport & la pointe de tungsténe. Le réglage des gains et
des paramétres d’imagerie est faisable, mais devra étre étudié avec soin pour ce type

de surfaces.
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2.3.3 Topographie sur SiC a P’air avec la pointe Kolibri

L’échantillon de SiC observé ici a été choisi, car il présente des marches de hauteur
connue (les échantillons de SiC peuvent étre utilisés comme méthode de calibrage
pour PAFM), et, car il fallait un échantillon trés plat, avec peu de changements
topographiques. IL’échantillon est de polytype 4H (4H-SiC), avec des marches de
hauteur d’environ 1 nm. Sur la Figure 2.19 est affichée la topographie obtenue a
l'air avec une pointe Kolibri. L’image de hauteur (a) et le profil (e) présentent bien
des marches, d’une hauteur d’environ 1 nm. Le décalage en fréquence présente une
discontinuité au niveau des marches, qui sont dues & la modification de la fréquence
de résonance & cause du changement de distance entre la pointe et la surface, et
donc du champ de force. La régulation essaie ensuite de maintenir ce décalage en
fréquence a une certaine valeur, et donc va approcher ou éloigner la pointe de la
surface. L’image c) présente 'amplitude d’oscillation de la pointe, d’environ 1 nm
dans le cas de cette image. En théorie, la PLL devrait garder I'amplitude constante,
mais de légéeres variations sont visibles au niveau des marches, ce qui est normal, car
la PLL met aussi un certain temps pour réagir. On constate aussi que 'excitation
(en d)), donc la tension envoyée sur le quartz est modifiée au niveau des marches,
car il faut apporter plus ou moins d’énergie pour garder 'amplitude constante. Sur

le profil de hauteur, on retrouve bien une hauteur de marche d’environ 0,5 nm.

a) b)
— 6,5 nm 0.9 Hz
0 nm 0.4 Hz
d)
B || 1.00005 nm 37.46 mV
.| [ 0.99994 nm 37.37 mV
e &
5
_ 4
Es
N2
1
0
0,0 0,5 1,0 15 2,0
X [um]

FIGURE 2.19: SiC imagé avec le Kolibri a l'air. a) Image de hauteur. b)
Décalage en fréquence. c¢) Amplitude. d) Excitation. e) Profil de hauteur
(voir trait rouge sur a)). Barres d’échelle : 500 nm
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Cette premiére expérience d’imagerie a permis de prendre en main le Kolibri. De
fortes dérives de décalage de fréquence rendent par contre I'imagerie difficile. Aprés
quelques lignes, le décalage en fréquence peut étre assez important pour que le seuil
soit atteint, et que 'AFM éloigne la pointe de la surface. Ceci n’est pas toujours
le cas : en fonction de la pointe, de 1’échantillon, et des variations plus ou moins
importantes de température dans la salle, il est parfois possible d’imager pendant
une heure sans difficulté, et d’autres fois la dérive est tellement importante qu’aprés
5 minutes I'imagerie doit étre arrétée. Le seul moyen pour une imagerie stable est de
recentrer la fréquence de résonance pour chaque ligne : j’ai donc ajouté un retrait de
la pointe de la surface a chaque fin de ligne, avec une remise a zéro du décalage en
fréquence. Ceci permet d’avoir une imagerie stable sur plusieurs heures, ce qui a été

indispensable pour les vitesses d’imageries lentes utilisées.

2.4 Imagerie KFM sur SiC avec Kolibri a Pair

En FM-KFM, le décalage en fréquence est directement proportionnel au gradient de
force [284]. On peut alors écrire le gradient de force a partir de I’équation 1.4, (avec
Vac:()etVQ:()):

2
Af o O = SO (Vi = iy 2.5)
Pour vérifier cette relation, on éloigne la pointe de la surface, et on fait varier V..
Sur la Figure 2.20 est affichée la parabole obtenue pour différentes distances. Quand
Vae = Vi, on se trouve au sommet de la parabole (Af = 0). Sur la Figure 2.20, il
y a bien un sommet, mais avec Af # 0, & cause de la dérive en fréquence décrite
précédemment. Les paraboles s’aplatissent pour de plus grandes distances, a cause
de la dépendance en 92C'/02z%. On constate que les décalages en fréquence sont trés
faibles, et que les paraboles sont relativement «plates», ce qui rend la détermination
du potentiel de surface plus compliquée. Les paraboles obtenues pour des distances
inférieures & 5 nm (3 et 4 nm) ont un comportement bruité et sont complétement
décalées. Ceci est a mettre en relation avec la Figure 2.18 a), ot 'on constate que
la pointe se trouve alors dans la zone attractive, qui est une zone trés instable (la

position & 0 nm correspond & la position A feeui)-
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F1GURE 2.20: Comportement parabolique du décalage en fréquence en fonc-
tion de la tension V., pour différentes distances pointe-surface. La dérive
thermique résulte en des sommets de paraboles avec Af # 0.

L’autre facon de vérifier que I'on observe bien un signal électrostatique est de regarder

les courbes en forme de «V», comme nous 'avons déja fait dans la section 2.1). Le sig-

nal d’oscillation est envoyé sur une ADS externe, qui projette le vecteur d’oscillation

sur un axe de référence. La valeur absolue de cette projection est récupérée en sor-

tie de 'ADS, et la valeur du potentiel V. est variée.

Le résultat obtenu sur un

échantillon de SiC (polytype 6H) est donné sur la Figure 2.21. Ici le potentiel de
surface se trouve autour de -200 mV (V. = Vi = -200 mV).

Vdc [V]

FIGURE 2.21: Balayage de V. et effet sur 'oscillation du Kolibri. Expérience
effectuée sur un échantillon de 6H-SiC. Deux constantes de temps différentes
sur I’ADS ont été utilisées pour I’enregistrement. La distance pointe-surface
est ici de 10 nm.

2.4.1 Différence de potentiel minimale détectable

On peut estimer la différence de potentiel minimale qui peut étre détectée (6V,,n), ce

qui correspond aussi au niveau de bruit minimal que 'on peut obtenir. Le gradient
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de force s’écrit a partir de 'amplitude de la force & 1w, donnée par I’équation 1.5, en

considérant maintenant que Vg inclut Vg, et en présence d’une excitation V,, :

oC oF  0*C
F(Z)‘lw - _(‘/;lc - VS) : ‘/ac = E - W(

82 ‘/dc — ‘/s) : ‘/ac (26)

On peut alors calculer §V,,;,,, en posant 6V = (Vi — Vi)

0*C
F . = ——0VinVae 2.7
min 022 ( )

Ceci nous donne 'expression de 0V, :

F.

5 = —
Vmin = 756922

Albrecht et coll. donnent le gradient de force le plus petit qui peut étre détecté par

une pointe AFM [342] :
[4kkgT B
Fo= 2 2.9
min TFQf()AQ ( )

kp est la constante de Boltzmann, 7" la température (300 K), B est la bande passante
(0,1 Hz), Q le facteur de qualité (13000), A l'amplitude d’oscillation de la pointe
(1 nm), k la constante de raideur (540 000 N/m), et fy la fréquence de résonance du
Kolibri (1 MHz). On trouve alors un gradient de force minimal de 0.00148 N /m.

Nous avons aussi besoin de la valeur de 9*C/9z?. On pourrait estimer celle-ci en
utilisant un modeéle analytique ou numérique, prenant en compte la géométrie de la
pointe et de la surface, mais il est ici plus simple d’estimer cette valeur & partir des
mesures expérimentales présentées sur la Figure 2.20. Pour cela, il faut tout d’abord

considérer la relation entre le décalage de fréquence et le gradient de force [287] :

AF 1 OF

En utilisant le gradient de force calculé précédemment (équation 2.5) on peut écrire :

AF 18

=g g Ve = V" (2.11)

Nous cherchons ici a calculer la valeur de 92C'/92?%, qui peut donc s’écrire :
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9*C AF 1

I A (A A (212)

Si 'on considére qu’a une distance de 4 nm de la surface, un balayage de AV =
(Vae—Vs) = 7V correspond a environ -60 mHz de décalage en fréquence (Figure 2.20).

On trouve alors une valeur de 92C'/92% qui vaut 2,64 mF/m?.

En utilisant ’équation 2.8 on trouve alors un 6V,,;, d’environ 22 mV. Il ne faut pas
oublier que cette estimation n’est valable que pour I’échantillon de SiC utilisé, car la
valeur de 92C'/02% est déterminée expérimentalement. Par la suite cette estimation
pourra étre comparée avec les résultats obtenus lors de 'imagerie de cet échantil-
lon. L’ordre de grandeur trouvé correspond aussi au niveau de bruit observé sur la
Figure 2.21.

2.4.2 Montage expérimental et premiére imagerie KFM sur
SiC

Les mesures KFM avec le Kolibri se font de la méme maniére que lors des mesures
KFM effectuées précédemment, sauf qu’ici la gestion du mode lift se fait & travers
une macro LabView. La macro utilisée comporte a la base deux étapes : un balayage
aller-retour de topographie, puis un balayage aller-retour en mode [lift. Le levier
parcourt la surface de ’échantillon de gauche a droite a 'aller, et de droite & gauche
pour le retour. Lors du mode [ift, la macro active la modulation V., le signal V.,
I’ADS et le controleur Kelvin (controleur Nanonis). L’ADS démodule le signal V(osc)
et envoie la projection de son amplitude au contréleur Kelvin, qui adapte le potentiel

Vie pour annuler 'amplitude du signal démodulé.

En général, on enregistre 'image de potentiel sur le balayage de retour du mode [ift,
car sur le balayage aller le levier s’éléve pendant 1’acquisition, ce qui perturbe la partie
gauche de 'image. L’image de topographie aller souffre aussi de ce probléme, car le
levier redescend du mode [lift ; on enregistre alors I'image de retour de la topographie.
C’est pour cela qu’en général on observe uniquement les images du mouvement de

retour du levier.

Lors des premiers essais de mesures KFM avec le Kolibri a l'air, les signaux V.
et Vy. étaient appliqués a la pointe par la sortie A0l du contrdleur Nanonis. La
démodulation du signal se faisait avec I’ADS interne du contréleur Nanonis, mais
comme les signaux sortant de 'amplificateur du Kolibri sont trés faibles et bruités,
et que nous voulions avoir plus de contréle sur la démodulation, nous avons utilisé

un ADS externe, plus performant.
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Un ADS doit étre synchronisé sur une fréquence de référence. Ainsi, le signal V. était
simultanément envoyé sur l'entrée de référence de ’ADS et sur la pointe. Le signal
Ve était envoyé sur I’échantillon. Nous avons constaté qu’envoyer la modulation V.
sur la pointe introduit du bruit sur la mesure. De plus, les variations de V., dues au
controleur Kelvin, faisaient que ’ADS externe ne restait pas synchronisée. Quand
I’ADS n’est plus synchronisée, la régulation KFM ne pouvait plus fonctionner, et cer-
taines lignes du balayage comportaient alors des zones avec des marques horizontales,
comme montrées Figure 2.22. De plus, sur la gauche de la Figure 2.22, on voit une
zone qui a un fort potentiel de surface positif. Cette «bosse» se trouve a ’endroit ou
I’ADS se met en route lors du balayage aller. Il semble donc y avoir une modification
de I'état de surface a cet endroit. Si on ajoute un délai & la mise en route de 'ADS
lors du balayage aller, cette bosse se décale vers la droite, confirmant que c’est bien

un effet di au montage et a I’ADS.

0nm 2nm
a) e —

FIGURE 2.22: Premier essai de KFM sur du SiC' a I'air. L’image de potentiel
affiche de nombreuses marques horizontales, dues a une perte de synchroni-
sation de I’ADS. De plus, une large zone a gauche de I'image affiche un fort
potentiel de surface, a 'endroit ou sur le balayage aller ’ADS se met en route.
Barre d’échelle 500 nm.

La solution est d’utiliser une référence externe pour ’ADS, pour que celle-ci reste
toujours synchronisée. Le montage expérimental final est repris dans la Figure 2.23.
Le montage a été modifié pour utiliser un générateur basse fréquence (GBF) externe
pour créer la modulation V.. Celle-ci peut donc servir de référence stable pour I’ADS.
La modulation V. ne peut maintenant plus étre injectée sur la méme voie que le
signal V. : il faudrait un sommateur pour cela. Pour ne pas ajouter un composant
électronique susceptible d’ajouter du bruit au circuit, il est préférable d’envoyer le

signal V. sur I’échantillon, et le signal Vj. sur la pointe (ou inversement).
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FIGURE 2.23: Montage expérimental pour mesures KFM avec sonde Kolibri.
Un GBF et un amplificateur a détection synchrone externes sont utilisés au
lieu de ceux fournis par le controleur Nanonis.

Il faut aussi que la modulation V,. ne soit pas appliquée a I’échantillon ou la pointe
lors du balayage de topographie. J’ai donc modifié la macro LabView pour gérer ce
probléme (Figure 2.24). Tout d’abord, lors du balayage aller en mode lift, j’active un
signal continu de 3V sur la sortie A02 du controleur Nanonis. Celui-ci est utilisé pour
piloter un relais mécanique qui active ou désactive I’application du signal V.. Ensuite,
comme on ne peut pas faire d’action en fin de ligne de balayage dans LabView, il a
fallu ajouter une troisieme étape de balayage, donc un aller-retour supplémentaire,
apres le balayage en mode lift. Cet aller-retour est un deuxiéme passage en mode lift,
et est accéléré pour ne perdre en général que quelques secondes. Pendant I'aller de
ce balayage, je peux ainsi couper le signal sur la sortie AO2 pour ne plus appliquer
de tension V. sur la pointe ou ’échantillon. J’en ai aussi profité pour ajouter une
remise a zéro du décalage en fréquence, ce qui évite que des dérives thermiques ne

viennent perturber 'imagerie.

a) a ( _____ e ( _____

Aller 1 - Topographie Aller 2 (Lift) -VAC =0 Aller 3 (Lift) -VAC=0
Mise en route contréleur Kelvin Arrét controleur Kelvin

Retour 1 - Topographie Retour 2 (Lift) Retour 3 (Lift)

FIGURE 2.24: Parcours du levier lors de I'acquisition d’une image KFM avec
le Kolibri.
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2.4.3 Paramétres d’imagerie KFM

Une fois le nouveau montage mis en place, des premiéres mesures KFM sur I’échantillon
de SiC ont été effectuées. De nombreux parameétres peuvent influencer l'imagerie
en KFM, et lors des premiéres expériences, le niveau de bruit sur la mesure KFM
était d’environ 100 mV a 200 mV (RMS), alors qu’avec un levier classique le niveau de
bruit se trouve autour de la dizaine de millivolts RMS. Ainsi, j’ai effectué une étude
approfondie des différents parameétres qui influencent I'imagerie, pour voir s’il était
possible de trouver un réglage satisfaisant au niveau du bruit. Au lieu de regarder
directement le niveau de bruit en un point, cette étude comparative a été faite en
balayant 1’échantillon de SiC, pour voir I'effet de la vitesse de balayage, mais aussi la
différence entre le balayage aller et le balayage retour dans certains cas. De plus, ceci
me permet d’obtenir une valeur moyenne du niveau de bruit sur une zone. L’étude

compléte se trouve dans ’annexe B.

Dans cette annexe, je montre qu’il n’est apparemment pas possible d’obtenir un
niveau de bruit en dessous de 75 mV. Ceci est & comparer avec la valeur que nous
avons estimée dans la partie 2.4.1, et qui était de 22 mV. L’ordre de grandeur est
le méme, mais la valeur théorique est plus faible. Des solutions existent pour ex-
périmentalement diminuer le bruit, par exemple en augmentant encore 'amplitude
d’oscillation (le constructeur indique des amplitudes de 7 nm peuvent étre atteintes,
alors qu’ici je me suis limité a 1 nm). De plus, il faudra aussi étudier les probléma-
tiques de bande passante pour le calcul théorique du niveau de bruit, pour mieux

pouvoir estimer sa valeur réelle dans le cadre de notre expérience [343].

2.4.4 Introduction d’un contraste sur HOPG

Pour mieux caractériser les mesures de potentiel avec le systéme Kolibri, nous voulions
avoir le moyen d’obtenir un contraste important en potentiel de surface. J’ai introduit
un contraste artificiel en ajoutant un potentiel statique en forme de créneaux carrés
sur I'échantillon (j’appellerai ce signal V.o par la suite). Pour cela, un deuxiéme GBF
est utilisé. Le signal V. est additionné au signal V,. qui est envoyé sur 1’échantillon
avec un systéme additionneur. La taille du balayage fait 4pm x 4pm (512x512
pixels), et les 40 premicres lignes ont été enregistrées. Sur la Figure 2.25, les 20
premicéres lignes ont été enregistrées avec un signal Vy. de 200 mV d’amplitude, et
les 20 derniéres avec 600 mV d’amplitude. On constate un fort contraste dans les
deux cas sur I'image de potentiel, dii & la variation lente du potentiel V.o (& 0,1 Hz

ici).
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FIGURE 2.25: Contraste artificiel par modulation lente du potentiel. a)
Topographie b) Potentiel (600 mV et 200 mV de modulation) c¢) Profils de
potentiel. Barres d’échelle 1 pm.

2.4.5 Imagerie Kolibri sur SiC 6H

J’ai eu & ma disposition un autre échantillon de SiC, de polytype 6H (6H-SiC). Cette
expérience d’imagerie a été effectuée avant les expériences sur 1’échantillon de 4H-SiC
présentées ci-dessus. Sur la Figure 2.26 je donne I'image de potentiel obtenue. On
observe ici un contraste sur 'image de potentiel, qui n’est pas uniquement corrélé a
la topographie. Ceci valide donc le fonctionnement de notre montage. Nous avons
changé d’échantillon pour I’échantillon de 4H-SiC & cause d’une contamination de cet
échantillon, mais nous espérons pouvoir effectuer de nouvelles mesures sur ce type de

surface par la suite.
0nm 6 nm
[ —]
-0.4V ov
[ —
’ 1
FIGURE 2.26: Mesure KFM avec Kolibri sur 6H-SiC. a) Topographie b)
Image de potentiel. Barres d’échelle 1 pm.
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Il est & noter qu’ici la valeur du bruit est d’environ 30 mV RMS, ce qui est mieux que
sur I’échantillon de 4H-SiC. Les propriétés électriques du SiC sont dues a son dopage.
Les valeurs de conductivité spécifiées par le fournisseur sont de 0,02-0,2 €2-m pour le
6H-SiC, qui est dopé n, et de 10° 2 - m pour le 4H-SiC. En premiére approximation,
le 4H-SiC peut donc étre considéré comme un diélectrique (isolant), et 1’échantillon
6H-SiC comme conducteur. Dans le cas du 6H-SiC, 92C'/02? est donc plus grand, ce

qui implique que 0V,,,;,, devienne plus petit.

2.4.6 Comparaison avec imagerie KFM classique sur SiC

Nous avons voulu comparer les mesures effectuées avec le Kolibri sur ’échantillon de
4H-SiC avec une mesure KFM avec un levier classique. Pour cela le méme échantillon
a été imagé a l'air, avec le systéeme utilisé précédemment pour l'imagerie des TMV
(en AM-KFM). Un levier MESP (Bruker AFM Probes) a été utilisé pour cela. Il
est impossible de balayer la méme zone avec les deux types de microscopies, car la
position des deux types de pointes n’est pas exactement la méme. De plus, comme
avec le Kolibri le systéme optique ne peut pas étre utilisé, on ne peut pas se repérer

sur la surface, ce qui aurait permis de travailler sur la méme zone.

-12mV 50 mV

FIGURE 2.27: Mesure de potentiel classique en KFM sur SiC. a) Topographie
b) Image de potentiel.

Le niveau de bruit sur I'image de potentiel est de 8,5 mV RMS, donc meilleur que
celui obtenu avec le Kolibri. On constate un léger contraste au bord des marches
sur I'image de potentiel, qui est peut-étre di & un effet de la topographie. Je me
suis mis ici en mode lift, avec une distance de 4 nm, ce qui est peu conventionnel
(habituellement, on mesure le potentiel a des distances de 10 & 100 nm a ’air). De
plus, le levier (en plus de la pointe) est sensible au potentiel moyen en AM-KFM, ce
qui réduit 'amplitude des contrastes locaux observés. Sur les images acquises avec le
Kolibri on peut observer des contrastes plus nets, malgré 1’échelle de potentiel plus

grande (voir par exemple la Figure B.1 et la Figure B.5 en annexe).
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La valeur moyenne du potentiel est de -88 mV sur cette image, alors que les valeurs
moyennes obtenues avec le Kolibri tournaient autour de 910 mV. Ceci s’explique par
le fait que les différences de travail de sortie entre le tungsténe du Kolibri et le silicium
du levier MESP ne sont pas indentiques, et donc le potentiel de surface mesuré est

différent3.

2.4.7 Images SEM des pointes Kolibri aprés utilisation

Nous avons imagé les pointes Kolibri aprés utilisation a lair avec un SEM (Fig-
ure 2.28). Les pointes ont tendance & se contaminer rapidement. De plus, lors de nos
premiéres utilisations nous avons dii appliquer des forces trop importantes sur I'une
des pointes, ce qui peut la déformer complétement. Heureusement, il est possible de
nettoyer les pointes avec un FIB, et de retailler les pointes déformées. Il semble donc
nécessaire dans le futur de vérifier réguliérement ’état des pointes et de veiller a leur

nettoyage, ce qui complique la mise en place de mesures avec ces sondes Kolibri.

b)

FIGURE 2.28: Etat de la pointe Kolibri aprés utilisation & I'air. a) Support
et pointe. b) Pointe avec contamination. c¢) Extrémité de la pointe, avec
contamination d) Extrémité de la pointe, aprés nettoyage au FIB. e) et f)
Pointe aprés 1 mois d’utilisation. Ce phénoméne est bien connu des personnes
utilisant un STM. Malgré le fait que la pointe soit en tungsténe, sa faible
section et sa longueur la rendent molle dans le cas oti on applique de trop
grandes forces sur la pointe, ce qui permet de la déformer.

311 faudrait utiliser un deuxiéme échantillon de référence pour pouvoir comparer ces valeurs,
néanmoins j’ai constaté expérimentalement une semaine aprés les mesures sur le SiC, et sur une
autre zone de SiC, que la valeur moyenne du potentiel mesuré est de 'ordre de 1360 mV. Nous

n’avons actuellement pas encore déterminé pourquoi il y a une telle différence entre deux mesures
sur du SiC.
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2.5 Pointe Kolibri en liquide

L’avantage de la pointe Kolibri est de pouvoir étre trempée dans ’eau. Le boitier
entourant le LER protége le quartz : le trou par lequel passe la pointe est tellement
petit que l'eau ne peut y pénétrer, a cause de la tension superficielle. J’ai donc
tout d’abord travaillé dans une goutte d’eau Milli-Q. Les spectres de résonance a
I’air et dans ’eau sont donnés sur la Figure 2.29. L’amplitude d’oscillation diminue
en liquide, pour la méme tension d’excitation, ce qui est di a 'amortissement plus
important en liquide. Il y a aussi un léger décalage en fréquence. Le facteur de
qualité passe de 13 777 a 10 397 dans le cas de cette pointe.

1.1

1.0}

Amplitude [nm]
o IS4 o o
(=2l ~ [ O

o
o)
T

0.4

0.3 . . o L . . .
994.5 9945 994.5 994.6 994.6 994.6 994.6 994.6 994.7 994.7

Décalage en fréquence [kHz]

FIGURE 2.29: Courbe de résonance du Kolibri a l'air et dans de I'eau.
Fréquence de résonance a l'air : 994 585.931 Hz, facteur de qualité 13777.
Fréquence de résonance dans I'eau : 994 561.994 Hz, facteur de qualité 10397.

A Tair, nous avions déja constaté d’importants décalages en fréquence en fonction
du temps. Dans de l'eau, ceci est encore plus prononcé. La Figure 2.30 montre
que le décalage en fréquence peut atteindre environ 0,5 Hz par minute, ce qui est
trés important. Il y a une stabilisation lente apres une vingtaine de minutes, mais
les variations restent de l'ordre de 0,1 Hz par minute, méme aprés 45 minutes de

stabilisation.
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FIGURE 2.30: Décalage en fréquence dans de I'eau. Le Kolibri a été immergé
pendant environ 2 minutes dans ’eau, puis le décalage en fréquence a été
enregistré pendant environ 8 minutes.
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A cause des variations de décalage en fréquence permanente, il est donc indispensable
d’utiliser la remise a zéro du décalage en fréquence que j’ai décrite dans la partie
2.3.3 et 2.4.2. Sans elle, il n’est pas possible d’imager plus de quelques lignes. La
Figure 2.31 montre une image de hauteur obtenue sur de 'THOPG. Les paramétres
d’imagerie sont quasiment équivalents a ceux utilisés a 'air (a part les gains). On
constate sur le profil de hauteur qu’il y a des sauts aux bords des marches : ceci est
probablement dii & une vitesse d’imagerie trop importante. Il faudrait donc balayer
moins vite, avec le risque de voir le décalage en fréquence faire décrocher la pointe

de la surface trop rapidement pour ne pas pouvoir terminer une ligne entiére.

0 nm 7,5 nm
EE

S

Hauteur [nm]

o= N W & U o N

0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
X [um]

F1GURE 2.31: Topographie d’HOPG dans de I'eau, imagée avec une sonde
Kolibri. a) Image de hauteur. b) Profil, voir trait rouge en pointillé. Barre
d’échelle : 1m

Il a donc été possible d’imager du HOPG dans de ’eau avec la sonde Kolibri pendant
environ 45 minutes. Il n’est actuellement pas possible d’imager plus longtemps, car
aprés 45 minutes, la goutte d’eau s’évapore complétement (il fait en moyenne 28 °C
dans I’enceinte antibruit, a cause de I’échauffement di a 1’électronique). L’idéal serait
donc de pouvoir utiliser un joint en plastique, qui devra étre adapté au support du

Kolibri, pour empécher I’évaporation du liquide.

Finalement, j’ai essayé de détecter des décalages en fréquence lors de I'application
d’un champ électrique continu V.. Tout comme pour des leviers classiques (partie
2.2.3), il ne semble pas y avoir d’influence de la polarisation V.. Sur la Figure 2.32,
je donne deux courbes, enregistrées a une minute d’intervalle. Dans les deux cas,

la pointe se trouve & 1 nm de la surface, et la tension V. est modifiée de maniére
linéaire.
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FIGURE 2.32: Effet d’une tension continue sur le décalage en fréquence dans
de I'eau Milli-Q), a 1 nm de la surface. Les deux courbes ont été enregistrées
a 1 minute d’intervalle.

Il ne semble pas y avoir de décalage en fréquence suivant une loi particuliére. La dérive
thermique de la Figure 2.30 se retrouve probablement dans les mesures effectuées ici.
La durée d’acquisition est d’environ 15 secondes. Des mesures & des distances plus
ou moins grandes (entre 1 et 50 nm), et sans appliquer la tension Vj., donnent des
résultats équivalents. Il y a donc clairement un effet de la dérive en fréquence qui
empéche toute mesure. Des expériences complémentaires seront nécessaires pour
mieux comprendre le comportement de la pointe Kolibri en liquide, et leffet (s’il

existe) de la tension V.

2.6 Discussion

Dans cette partie, j'ai tout d’abord étudié des artefacts d’imagerie obtenus en mode
AM-KFM, sur un échantillon biologique, le TMV, a I’air. J’ai montré que 1'utilisation
du mode [ift ou du mode linear pouvait avoir une grande influence sur 'imagerie, et
plus particuliérement en présence de diaphonies, mais que la maitrise de ces effets
permet de mettre en évidence des effets de transfert de charge associés a des objets

biologiques.

Ensuite, j’ai essayé d’utiliser le mode KFM en liquide, avec un support de levier
pour AFM Multimode modifié pour pouvoir polariser la pointe. Malheureusement,
il ne semble pas possible d’utiliser le mode KFM directement, tout du moins avec
le levier utilisé. L’écrantage dii aux ions, et la dynamique de ceux-ci semblent em-
pécher toute mesure de potentiel statique. Lors du début de cette thése, il n’y avait
pas encore les derniéres avancées sur la compréhension de la dynamique des ions

pour différentes fréquences [283]. Nous voulions acquérir une premiére expérience
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d’imagerie en liquide avec une polarisation de la pointe, ce qui a été possible dans

cette thése. L’'imagerie en solvant non polaire a été vérifiée avec notre montage.

Finalement, je me suis intéressé aux nouvelles sondes de type Kolibri. Nous avions
trés peu de recul sur I'imagerie AFM avec ces sondes, que ce soit sous vide, a l'air
ou en liquide. Le montage expérimental est trés sensible au bruit et aux dérives
thermiques, ce qui rejoint le constat fait par d’autres auteurs [69]. Le niveau de bruit
sur 'imagerie KFM & l’air semble étre de 'ordre de 70 mV, ce qui est beaucoup
moins bien que l'imagerie KFM avec un levier classique, mais est 1lié¢ & la raideur
importante des sondes utilisées. Nous avons effectué une estimation du niveau de
bruit de maniére analytique qui donne le méme ordre de grandeur de niveau de bruit.
Il semblerait en théorie possible de diminuer ce niveau de bruit, et de nouvelles pistes
sont a I’étude telle qu’augmenter 'amplitude d’oscillation du levier ou de travailler

un peu plus loin de la surface.

J’ai pu imager deux échantillons de SiC a ’air avec la pointe Kolibri : un échantillon
de 4H-SiC ou l'on ne détecte apparemment pas de contraste, et un échantillon de
6H-SiC avec un contraste sur 'image de potentiel. Il faudra répéter ces expériences
sur des surfaces comportant deux matérieaux pour pouvoir les discriminer par KFM,
ou imager des objets déposés sur des surfaces pour obtenir un contraste facilement

expliquable.

L’imagerie en liquide avec la pointe Kolibri sur de 'HOPG a été démontrée, mais
I’évaporation du liquide pose probléme. Les dérives en fréquence sont trés importantes
et il faudra donc réfléchir & un moyen d’isoler la goutte de liquide avec un joint en
plastique, et de mieux stabiliser la température. Il est & mon avis intéressant de
persévérer dans la mise en place de I'utilisation de la sonde Kolibri en liquide, qui
permet de travailler a des fréquences non accessibles avec des leviers classiques, et

qui permet de finement gérer la position de la pointe par rapport a la surface.
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Conclusion

La microscopie a force atomique est un outil puissant pour I'étude a 1’échelle du
nanomeétre de systémes biologiques. L’AFM permet d’obtenir des images multi-
paramétriques, en liquide, sans préparation préalable des échantillons. Dans ce
travail, je me suis intéressé a deux types d’analyses : tout d’abord des mesures
d’élasticité, puis a des mesures de propriétés électriques. Le but final que nous nous
étions fixé était de pouvoir corréler les cartographies d’élasticité avec des images
de potentiel de surface. L’idée est d’extraire les informations physiques d’un méme
échantillon pour par exemple pouvoir effectuer des diagnostics ou détecter de nou-

veaux processus biologiques.

Tout d’abord, j'ai validé l'intérét d’utiliser des mesures d’élasticité pour détecter
des organites et des microorganismes intracellulaires. La corrélation des images
d’élasticité avec de la microscopie optique (classique ou a haute résolution), et de
la microscopie électronique, ont permis de confirmer la présence des objets imagés.
Cette approche, que nous avons nommée CLAFEM, a un fort potentiel, car elle ap-
porte des informations multiples. J’ai pu ainsi détecter des cométes d’actines et des
bactéries Shigella flexneri dans des cellules. Ensuite, j’ai montré que notre approche
pouvait détecter I'appareil de Golgi et des mitochondries, ce qui est & ma connaissance
la premiére fois que ce type de structures est imagé en microscopie a force atomique
de maniére précise. Finalement, j’ai aussi montré que notre approche pouvait étre
utilisée pour imager le site d’entrée de la bactérie Yersinia pseudotuberculosis dans

une cellule.

De maniére classique, les mesures d’élasticité s’effectuent sur un tissu entier ou sur
des populations de cellules. Il est connu qu’il existe une grande variabilité entre
types de cellules [1] ou méme a U'intérieur d’'une méme population de cellules [212].
Dans le cadre de ce travail, je me suis concentré sur des différences d’élasticité a
Iintérieur d’une cellule unique. Cette approche de mesure, maintenant maitrisée,
pourra étre automatisée pour plusieurs cellules pour obtenir une caractérisation plus
macroscopique d’une population. Les applications pour 'analyse de cellules dont la

physiologie est altérée, provenant par exemple de patients, sont nombreuses.
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J’ai aussi montré qu’il était possible d’effectuer ces mesures d’élasticité sur des cellules
vivantes, et de détecter des mitochondries et des bactéries vivantes. Avec I’avénement
d’AFM plus rapides, il sera possible d’utiliser notre technique de détection de maniére
dynamique. On pourrait par exemple suivre le mouvement d’une structure intracellu-
laire, ou la modification de ses propriétés mécaniques (par exemple sous 'effet d’une
drogue) en temps réel. L’avantage est de pouvoir faire ceci sans marquage fluorescent,

ce qui résout la question de savoir si le marquage a un effet potentiel sur la cellule.

Le développement du logiciel pyAF pour la corrélation des images provenant de dif-
férents types de microscopies permet d’envisager l'analyse de données de maniére
sereine pour la suite. L’infrastructure informatique est maintenant fonctionnelle et
permet d’obtenir des résultats rapides. Il faudra apporter quelques améliorations,
telles que la corrélation automatique des différentes images avec des algorithmes
adaptés. Je pense que ceci sera indispensable, car si I'acquisition AFM est automa-
tisée, la production de données expérimentales augmentera. pyAF a été développé
en ce sens, car il a été pensé dés le départ pour 'analyse de grandes quantités de

données avec une gestion efficace de la mémoire vive et du calcul multicoeur.

J’ai aussi exploré la possibilité d’obtenir des cartographies de propriétés électriques,
a l’air et en liquide. L’étude sur des virus TMV a montré qu’il pouvait y avoir des
artefacts de mesure en mode KFM, qu’il faut maitriser pour pouvoir interpréter les
images obtenues. Nous avons pu résoudre ces artefacts et obtenir une image des
propriétés électriques des virus sur un substrat d’or. La mesure en KFM dans de
I'eau Milli-Q n’a pas pu étre effectuée avec un levier ’AFM classique. Nous avons
fait le choix de nous tourner vers des sondes raides, de type Kolibri. La mise en
place de I'imagerie avec ces sondes était exploratoire, et ouvre la voie pour de futures
expériences. Nous sommes, & ma connaissance, les seuls & avoir utilisé le Kolibri de
maniére systématique sur différents échantillons a ’air. Nous avons maintenant un

peu plus de recul sur les possibilités d’imagerie de ces sondes, a 'air et en liquide.

De récents développements dans la thématique de KFM en milieu liquide semblent
prometteurs et apportent une nouvelle vision du type de mesures qui peuvent étre
effectuées en milieu liquide [283, 330]. Ces développements ont été faits vers la fin
de la rédaction de ce manuscrit, ce qui explique pourquoi nous n’avons pas pu les
prendre en compte lors de cette these. Il est a noter que I'étude d’Umeda et coll.
[330] prend en compte I'influence de deux doubles couches électriques (celle du levier
et celle de la surface), U'influence de la géométrie de la pointe, et U'influence de la
surface du levier. Ces modélisations pourraient par exemple étre adaptées pour la
géométrie particuliére de la pointe Kolibri. La technique ecFM présentée par Collins
et coll. devra aussi étre étudiée de maniére plus approfondie pour voir si elle peut

étre adaptée a des échantillons biologiques [283].
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du développeur

A.1 Fonctionnalités

Chargement des fichiers

Lors de l'ouverture de pyAF, une fenétre s’ouvre, demandant
fichiers a charger (Figure A.1).

Thése de Michka Popoff, Lille 1, 2014

A. pyAF - Fonctionnalités et boite a outils
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F1GURE A.1: Une fois les fichiers sélectionnés, pyAF indique en vert les fichiers qu’il peut
charger. En rouge, un fichier au format .tiff, qui ne peut pas étre chargé.

Dans cette annexe, je détaille les fonctionnalités supplémentaires que j’ai créées pour le logiciel
d’analyse de courbes de forces, pyAF. En utilisant la version 1.3.0 de pyAF, Sandra C Bernard
et coll., en collaboration avec notre laboratoire, a pu analyser I'interaction de pilines de Neisseria
meningitidis avec des surfaces fonctionnalisées avec des récepteurs CD147 [48] (voir partie A.1.4).

Je donne aussi dans cette annexe une liste d’outils que j’ai utilisés lors du développement du logiciel.

a l'utilisateur de sélectionner des

L’utilisateur peut charger des fichiers de la compagnie JPK, du type courbe de force unique, Force
Map, QI, et des fichiers de la compagnie Bruker, du type courbe de force unique, Force Volume et
Peak Force. Sil’utilisateur choisit un format non reconnu, pyAF le lui indique (voir la ligne en rouge

sur la Figure A.1). L’interface graphique permet a 'utilisateur d’ajouter des fichiers supplémentaires
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A.1.2 Options

A.1.2.1 Correction de l’inclinaison et lissage

L’inclinaison des courbes de forces n’est pas toujours comprise et parfois difficilement maitrisable
expérimentalement. De grandes inclinaisons sont souvent dues & un mauvais montage du levier
AFM sur son support, et & un mauvais alignement du laser sur le levier [344]. On peut voir P'effet

de cette inclinaison dans la Figure A.2.

600 Modify curves

| Random curve | |8 7 Selected curve

[ Apply to all

— Approach
-110f] — Retraction

Deflexion [nml

o 1000 00 3000 200 000
Scanner Extension [nm]

Tile

1000 , 2000 | Segment | Check ]

| Fitfromtrace | | Fitfrom retrace | | Reset

Stretch
100 |, 500 | Segment 1000 Length (s)Approach () Retraction

| Aely | Reset

Savitzky-Golay smoothing

3 Order |9 Width [ Uniform SC [ | Use smeothing

F1GURE A.2: Correction de l'inclinaison des courbes dans pyAF. L’utilisateur peut définir
les deux extrémités pour le calcul d’un ajustement de courbe linéaire sur la partie de non-
interaction de la courbe. Celui-ci sera soustrait aux deux courbes de forces. Une option
de lissage des courbes est aussi disponible a partir de cette fenétre.

La correction de l'inclinaison se fait par soustraction d’un ajustement de courbe linéaire dans la
partie de non-interaction [114]. Celle-ci est toujours soustraite aux deux courbes (il faut appliquer
la méme correction sur les deux courbes). On peut choisir si 'ajustement de courbe linéaire est
effectué sur la courbe d’approche ou de retrait (la courbe d’approche est utilisée préférentiellement,

car la courbe de retrait présente souvent des déformations dues a ’adhésion, méme loin de la surface).

Une option de lissage des courbes est aussi disponible a partir de cette fenétre. Le lissage est fait a

laide de Dalgorithme de Savitzky-Golay et est complétement paramétrable [345].

A.1.2.2 Mise a niveau des données

Lors de certaines expériences, il peut y avoir une forte dérive thermique qui décale 'image piezo
mesurée, ligne par ligne. Ceci est souvent visible quand on scanne une partie du substrat, qui a
Pair de s’élever du bas vers le haut (ou du haut vers le bas) (cf. Figure A.3, image de gauche).
La correction se fait tout simplement en soustrayant la moyenne de toutes les pentes pour chaque
colonne de pixels (cf. Figure A.3, image de droite). Différents ordres d’interpolation sont disponibles
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(1,2, 3). La déformation de 'image est presque toujours dans cette direction. En laissant thermaliser
I’AFM et le levier 2 a 3 heures avant ’expérience, ceci est actuellement moins un probléme avec des
AFM plus récents.

8006 Flatten

Flatten

e

[ Apply ] | Goback to original | Order: @1 ()2 ()3

Apply on all

FIGURE A.3: Mise a niveau de la hauteur. A gauche, image piezo non corrigée. A droite,
image piezo corrigée.

A.1.3 Calcul du travail

A partir de cet onglet (Figure A.4), on peut calculer les deux grandeurs que sont le travail et la
force de rupture maximale (cf. 1.3). Ceci s’effectue sur la courbe de retrait. L’algorithme utilise un
ajustement de courbe linéaire sur la partie plate de la ligne de base, dans la zone de non-interaction.
Une option de refit permet d’affiner la détection, comme pour Iélasticité.

800 pyAF (develop, ca63a49)

oeta ZEITON Resuls | Plots | Grouped Plots

— fewacton

[ hela.003 )| 7 ], [10 | [ Randomauve | [ <

( Flatten [ Curve modifications | [ Clean Up () Compute all & Applytoall (Zoomin [2_| Zoom factor >

Stiffness | Stiffness correction |IILATITIEN Events | Loading rates

Jump of contact
400 | Fit skip (start) (nm) 200 | Fit refit (nm)
1000| Fit length (nm) 2| Refit (times)

8 | Fitnoise

Compute

FIGURE A.4: Calcul du travail et de la force de rupture dans pyAF. La zone en noir
correspond & l’aire prise en compte pour le calcul du travail.

A.1.4 Calcul des événements

La détection des événements de rupture sur une courbe de rétraction est un probléme trés complexe.
La définition d’événement est assez large, allant d’une interaction protéine-protéine a une adhésion
de la membrane d’une cellule & la pointe. Les formes et positions de ces événements sur la courbe
de retrait sont multiples. Initialement, pyAF utilisait une détection basée sur la logique floue,
proposée par Kasas et coll. [346], que j’ai adaptée et améliorée. L’algorithme, trés complexe, de

par son utilisation et de son implémentation, a évolué vers une version plus légére et plus flexible
(version 1.5.0 de pyAF).

© 2014 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Michka Popoff, Lille 1, 2014

156

La détection des événements peut maintenant se faire de deux fagons. La premiére utilise une
convolution de la courbe de retrait avec une forme d’événement unique, comme dans la méthode
décrite par Kasas et coll. [346]. Une deuxiéme méthode de détection est basée sur I’algorithme MSF
(Moving Step Fit) [347]. Celui-ci est beaucoup plus lent et est nécessaire uniquement dans le cas
ou la courbe de retrait présente un fort niveau de bruit. Ces deux algorithmes détectent le centre
de chaque événement.

Une fois le centre déterminé, des ajustements de courbe linéaire sont faits a gauche et a droite de
lévénement pour déterminer la force et la forme de 1'événement (Figure A.5).

On peut aussi effectuer des analyses DFS (Dynamic Force Spectroscopy) une fois les événements
détectés [115].

800 PYAF (develop, ca63a49)
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— fevaction|

Force [nN]
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2| Kemnel half size [pts] () Adaptive threshold 50 Fit size [pts] 100 | Fit skip (start) (hm) [0 | Fit refit (nm) Compute
100 Repcetbbrindenieelph] ¥ Display events 500 | Fitlength (im) |1 | Refit (times)
2 Smoothing mode ¥ Display fit 50 ] Fit noite e
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F1GURE A.5: Calcul des événements d’adhésion dans pyAF.

(a) (b)
— Rewaction

— Retraction|

Force [nN]
Force [nN]
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FIGURE A.6: Comparaison de la détection d’événements avec (a) la méthode de convo-
lution et (b) la méthode MSF. Pour cette courbe, la méthode MSF est moins sensible au
bruit et détecte correctement les événements, alors que la méthode de convolution détecte
des événements supplémentaires. La zone en gris sur les deux images indique a l'utilisateur
qu’aucun événement n’est recherché dans la partie de droite.

A.1.5 Reégions d’intérét

Il est indispensable de pouvoir utiliser des régions d’intérét pour pouvoir définir des zones de données
a comparer. pyAF permet de créer plusieurs régions d’intérét par fichier. Ceci permet par exemple
de filtrer les pixels correspondant au substrat, et de ne garder que la cellule scannée. Un plug-in (voir

section A.2.4) permet par exemple de filtrer automatiquement tous les pixels ayant une élasticité
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trop importante, en définissant un seuil. Ceci permet de traiter des centaines de fichiers de maniére

trés rapide, sans devoir manuellement dessiner les régions d’intérét.

8600

Pixels Area [nma2] Color [+ size

1 N 68 0 Red 5 St
vellow : () Circle

O™ 157 0
oo w . CrEmm SLE

Add ROI

]
Remove |
]

|

|

| Invert to new

| Define as glass |
|

Discard from ROl |

(4)
FIGURE A.7: (A) Liste de régions d’intéréts. (B) Région d’intérét (en rouge) affichée sur
la topographie. La région a été dessinée sur le substrat pour le séparer de la cellule.

A.1.6 Comparaison de multiples images

La fenétre multi meshgrid est trés utile pour afficher tous les fichiers dans une méme fenétre afin
de pouvoir les comparer. Une option est disponible pour changer le type de données a afficher. On
peut aussi afficher ou cacher les régions d’intérét. En cliquant sur un pixel d’un des fichiers, pyAF
change de fichier et charge la courbe demandée. Ceci permet de rapidement accéder a une courbe

en particulier.

800

nnnnnn

FicUure A.8: Affichage de multiples fichiers. Le menu déroulant permet de choisir le type
de données a afficher : topographie, élasticité, nombre d’événements par courbe, etc.

A.1.7 L’onglet Plots

Dans cet onglet apparait la liste de tous les fichiers qui ont été analysés (Figure A.9). On peut
construire & partir de cette liste des histogrammes, représentant les jeux de données obtenus pour
chaque fichier. Cet onglet permet de visualiser I’histogramme des valeurs détectées pour chaque
fichier. Le dernier onglet de pyAF (onglet Grouped Plots') permet de construire des histogrammes
en groupant les données de plusieurs fichiers uniques. On peut donc définir dans quel groupe se
trouve chaque fichier. Ceci permet souvent de comparer différents jeux de données, acquis avec

des paramétres différents. De nombreuses données sont aussi affichées pour chaque fichier : valeur

1Je ne I’affiche pas ici, car il est similaire & 'onglet plots
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moyenne, médiane, déviation standard et mode. Il est aussi possible de calculer la fonction de

probabilité de densité pour chaque histogramme.
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F1GURE A.9: Onglet plots dans pyAF. Chaque fichier est affiché dans une liste, avec
un résumé des valeurs caractéristiques telles que la moyenne, la médiane ou la déviation
standard.

A.2 Boite a outils du développeur

A.2.1 Suivi de version avec git

Pour pouvoir garantir la reproductibilité des analyses de données, il faut aussi avoir un moyen de
suivre les modifications effectuées dans le code source [348]. Pour cela j’ai utilisé git [349], qui est
un logiciel de la famille des logiciels de suivi de version [350]. Il a été développé en 2005 par Linus
Torvalds pour le noyau Linux. Il est devenu de facto I’'un des standards dans le suivi de version et
remplace avantageusement depuis plusieurs années des outils de suivi de version tels que mercurial,
bazaar ou SVN (Apache Subversion). En chiffres, 42,9 % des développeurs professionnels utilisent
git [351]. A noter que j’ai également utilisé git pendant la rédaction de cette thése et qu'il est donc

possible de I'utiliser en dehors d’un projet de programmation.

Pour le développement de pyAF, un logiciel de suivi de version a été nécessaire et le choix s’est
naturellement porté sur git. Un logiciel de suivi de version tel que git a plusieurs avantages, méme
pour un développeur unique. Git permet de sauvegarder ses données dans ce qu’on appelle un dépot
(repository). Toute modification du code est archivée, ce qui évite des modifications impromptues
du code et de permettre de savoir quel est le développeur qui a fait la modification. Git favorise
le travail collaboratif et peut s’adapter a différents flux de travail (pyAF utilise le flux défini sur
la Figure A.10). Une version stable du logiciel (1.0, 2.0, etc.) peut étre définie. Pour pyAF,
les versions stables sont définies aprés un cycle de préversions. Dans ce cycle, aucune nouvelle
fonctionnalité n’est ajoutée, les seules modifications permises sont des corrections de bogues. Les
versions avec un troisiéme chiffre (p.ex 1.1.1) sont des versions correctives qui n’apportent souvent
qu’un ou deux correctifs d’urgence a la version stable. La version de développement est la plus
récente, mais considérée comme instable. Ce schéma de travail est utilisé par de nombreux projets

open source [352].
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feature release
branches develop branches hotfixes master

From this peint on,
“next release”
means the release
after 1.0

F1GURE A.10: Flux de versions utilisé pour le développement de pyAF. La branche master
correspond & la version stable du logiciel. La version develop est la version la plus récente,
mais est considérée comme expérimentale. Elle est fusionnée avec la branche master a
chaque évolution du logiciel. Figure reproduite a partir de [352].

A.2.2 Maintenance et tests unitaires

A.2.2.1 Outils de vérification de code statiques

Lorsque la quantité de code a commencé & dépasser 20 000 lignes, et que d’autres chercheurs ont
commencé & faire des modifications dans le code, il a fallu mettre en place quelques régles strictes
pour conserver un style constant & travers tout le projet. Ceci revient souvent a décider combien de
lignes vides mettre entre 2 fonctions ou limiter les lignes de code & 80 caractéres. Ceci n’est stricto

sensu pas nécessaire pour le fonctionnement du code.

J’ai pour cela suivi la recommandation pep8 [353], qui donne tous les détails sur la fagon d’écrire
du code Python. Il existe un outil qui vérifie la conformité du code, s’appelant pep8 [354]. Celui-ci
s’intégre facilement dans certains éditeurs de code et permet de vérifier la syntaxe utilisée lors du
développement. Pep8 est un outil de vérification du code dit statique, car il n’exécute pas le code

pour faire sa vérification.

Un deuxiéme outil utilisé est pyflakes [355]. Celui-ci vérifie si des variables ne sont pas utilisées ou
manquantes, et vérifie si les libraires externes sont correctement importées. Cet outil a le double
avantage de garder le code propre, mais aussi de détecter d’éventuelles erreurs lors de ’écriture du

code.
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Le troisiéme outil utilisé est pylint [356], qui effectue globalement le méme travail que pyflakes, mais
de maniére plus fine. Il vérifie plus de critéres, tel que la présence de docstrings®. Actuellement,
pylint ne vérifie que quelques critéres de base, mais pourra étre étendu avec des régles plus strictes

pour I'écriture du code.

A.2.2.2 Tests

11 existe une technique appelée développement piloté par les tests (Test Driven Development [TDD]).
Avant d’écrire une nouvelle fonctionnalité, on écrit d’abord un test, qui échoue volontairement (il
reproduit un bogue ou teste une fonction encore non implémentée). Ensuite seulement on écrit la
fonctionnalité en question, qui est censée faire passer le test. J’ai opté pour une technique similaire,
mais plus légére. L’avantage d’écrire des tests est de controler & tout moment que chaque partie
du code fonctionne. En théorie, ils sont exécutés a chaque commit. Ceci permet de vérifier en
permanence que l'on n’a pas introduit de bogue dans le code. Dans le cas de pyAF, il existe une
cinquantaine de tests qui ont été écrits pour vérifier quelques bogues, et surtout contrdler que les
valeurs calculées sont toujours les mémes. Il ne serait pas étre concevable que des modifications de
code modifient par exemple des valeurs d’élasticité calculées (ces modifications peuvent modifier les
valeurs, mais il faut pouvoir le justifier). Ceci est donc trés important en science pour des raisons
de reproductibilité (cf. partie A.2.5).

L’avantage de pouvoir tester son code permet aussi d’obtenir le pourcentage de code parcouru par
les tests (Code coverage). 1l est illusoire de vouloir tester 100% de son code, mais des valeurs autour
de 80% du code ne sont pas irréalisables. Ceci permet par exemple de savoir quelles parties du code
ne sont pas testées. pyAF a une couverture de code d’environ 61% a ’heure actuelle, ceci reste donc

un travail a finaliser. Le code couvert par les tests est garanti d’au moins s’exécuter.

Les tests ne garantissent pas qu’aucun bogue n’est introduit dans le code, mais ils permettent au
développeur de travailler plus sereinement, surtout dans le cadre d’un gros projet ou la moindre

modification de code dans un module peut avoir des répercussions inattendues.

A.2.2.3 Suivi des bogues

Plus de 450 bogues et demandes de nouvelles fonctionnalités ont été résolus depuis la création du
logiciel, ce qui a nécessité 'utilisation d’un systéme de suivi de bogues, hébergé sur Bitbucket [357],
un célébre service d’hébergement de projets. Ceci était aussi nécessaire pour pouvoir travailler
a plusieurs développeurs sur le projet. Il est important de centraliser ces informations au méme
endroit, car souvent les rapports de bogues arrivent oralement, par mail, voire méme par SMS. Un
bogue sans ticket est un bogue non répertorié, qui ne sera donc potentiellement pas résolu. Sur
Bitbucket, on peut commenter les bogues, définir leur statut (ouvert, invalide, corrigé, fermé) et

leur assigner un numéro de version pour la résolution.

2Les docstrings sont des commentaires qui servent & la documentation des classes, méthodes et
fonctions, et peuvent étre introspectés lors de I'exécution.
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A.2.3 Documentation automatique avec Sphinx

La documentation d’un projet tel que pyAF est indispensable. Il existe de nombreux outils pour
créer des documentations, le plus célébre pour Python étant Sphinx [358]. L’avantage de Sphinx est
de pouvoir exporter le manuel en différents formats a partir des mémes fichiers textes. On peut ainsi
produire une documentation en HTML pour un site web, et des fichiers LaTeX pour créer un PDF.
Sphinx permet aussi de référencer automatiquement tous les commentaires ajoutés au code, qui, si
judicieusement écrits, servent de documentation (les docstrings mentionnés dans la partie A.2.2.1).
Il est aussi possible d’étendre la documentation Sphinx a d’autres langues de maniére facile, ce qui

permettrait de traduire la documentation si besoin est.

A.2.4 Plug-ins

Pour pouvoir développer de nouvelles fonctionnalités, tester de nouveaux algorithmes ou permettre
d’apprendre le fonctionnement de pyAF, on peut écrire des plug-ins pour pyAF. Ceci permet aussi
de proposer des fonctions qui ne n’ont pas été implémentées dans 'interface graphique par manque

de temps ou pour ne pas la surcharger. Quelques exemples de plug-ins:

e boxplot: permet de créer des boites & moustaches & partir des données statistiques.

e create roi by threshold: en décidant d'un seuil d’élasticité, on peut créer des régions

d’intérét pour par exemple exclure automatiquement le substrat autour de cellules.
e exportline: permet d’exporter les valeurs de 1’élasticité de tous les pixels d’une ligne.

e indentation depth: affiche une carte de la profondeur d’indentation pour chaque pixel (dis-

tance point de contact — seuil en force).

e volume cell: calcul le volume d’une cellule, nécessite d’avoir défini le plan (x, y, z) du substrat

a l'aide d’une région d’intérét.

e vtk screenshot exporter: utilitaire utilisé pour créer des figures a partir des représentations
3D (ajout des barres d’échelle).

En plus des plug-ins « officiels », de nombreux plug-ins ont été créés dans notre laboratoire, preuve

du succeés de cette fonctionnalité. Certains, une fois testés et mris, ont été intégrés dans pyAF.

pyAF utilise le module imp pour charger et trouver les plug-ins [359]. Ceci permet de charger les
plug-ins a la volée une fois pyAF lancé. Les plug-ins se chargent a partir du menu Misc>Load
Plugin. La fenétre permet de choisir le dossier ou chercher les plug-ins (par défaut pyAF charge
les plug-ins dans son propre dossier). Pour créer un nouveau plug-in, il suffit de créer un dossier
contenant un fichier vide __ init _ .py® et un fichier plugin.py. Un exemple de structure d’un

plug-in est donné dans le listage A.1.

3Permet d’initialiser un package [360]
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# Import the shared module
from src import shared
from matplotlib import pyplot

def run(parent):

# Access the second file
data = shared.exp.list[1]

# Get the number of pixels in the x direction
nbr = data.nbr_pixels_x # Example: 128

# Get the scan size
size = data.scan_size_x # Example: 10 [um]

# Pixel position

i=11

j =23

curve = data.curves_approach[ij][]]

piezo_extension = curve([0]
deflexion = curvel[l]

# Plot the curve
pyplot.plot (piezo_extension, deflection)
pyplot.show ()

Li1STAGE A.1: Exemple de plug-in permettant d’afficher la courbe de
déflexion — extension du pixel (11, 23) du 2e fichier chargé.

A.2.5 Reproductibilité des analyses de données

La reproductibilité est un probléme majeur en science [348, 361]. Ceci a une implication particuliére
lorsqu’on développe un logiciel pour analyser des données. Je ne discuterai pas ici des problémes
expérimentaux, mais des problémes qui peuvent apparaitre lors de ’analyse de données. Il est connu
que l'analyse de grandes quantités de données est un travail fastidieux et répétitif. La pression, la
fatigue, le manque de temps, et d’autres parameétres peuvent résulter en des résultats erronés ou
non reproductibles [362]. Plus les processus de transfert de fichiers, de stockage et de partage
des données, d’analyse et de production de documents sont automatisés, moins il peut y avoir
d’erreurs [348].

L’utilisation de pyAF simplifie grandement une partie du probléme, en automatisant les calculs de
grandes quantités de courbes de forces. L’utilisation de tests unitaires lors du développement de
pyAF a permis de vérifier que les résultats obtenus sont reproductibles (cf. partie A.2.2.2) [348]. Il
y a un adage en informatique qui dit : non testé = cassé (untested = broken) [363|. Ce processus
de vérification peut étre automatisé, avec un envoi de mail automatique lorsque les tests ne passent
plus. Ces outils sont en plein essor depuis quelques années, mais encore peu utilisés, car mal connus

ou nécessitant des connaissances informatiques poussées pour leur mise en place.

A.2.6 Interopérabilité des fichiers

L’interopérabilité est la capacité de plusieurs systémes & travailler ensemble. Ceci passe entre autres
par des formats de fichiers standardisés, ouverts et documentés. Des exemples tels que les formats
Portable Network Graphics (PNG), Hypertext Markup Language (HTML), Portable Document
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Format (PDF) ont été couronnés de succés et s’ouvrent actuellement sur tous les ordinateurs. De

plus, ces formats suivent souvent une norme, tels que 'ISO, ou par exemple des RFC.

Pour le chercheur, ceci garantit qu’il pourra ouvrir tous les types de fichiers venant de son microscope
avec n’importe quel logiciel d’analyse implémentant le standard. De plus, cela lui évite de devoir
écrire des couches logicielles supplémentaires pour convertir les données, avec un grand risque de
perdre ou de modifier des données lors de conversion. Actuellement, chaque constructeur implémente
son propre format. Lors de l'écriture de pyAF, j’ai souvent du faire de la rétro-ingénierie pour
pouvoir lire des fichiers AFM. Les fichiers AFM sont souvent peu ou pas du tout documentés.

L’interopérabilité garantit aussi la durée dans le temps du standard. Il se peut qu’un constructeur
fasse une mise a jour de son format de fichier sans prévenir ses utilisateurs, et les données extraites
pourraient étre corrompues. Ce probléme se pose bien str aussi avec tous les logiciels d’acquisition
en microscopie optique, électronique ou autre. L’interopérabilité a été par exemple achevée dans le

milieu médical pour des raisons évidentes de sécurité des patients, avec un format tel que le format
DICOM?®.

Pour résoudre ce probléme, le fichier HDF5 utilisé par pyAF est documenté et repose sur un format
ouvert (cf. partie 2.8). Chaque mise a jour de pyAF est accompagnée d’une liste extensive des
changements apportés au format de fichier, pour que l'utilisateur final soit toujours prévenu de

changements lors du développement de pyAF.

A.2.7 Tests de performance

L’efficacité de la parallélisation dépend fortement de la taille des blocs. Afin d’obtenir la meilleure
performance possible, des tests ont été effectués en fonction de la taille d’un bloc, ce qui permet
de définir la taille idéale d’un bloc. Le fichier utilisé pour les tests est un fichier de 128x128 pixels
ayant 512 points par courbe. Un calcul d’élasticité est effectué. Les calculs de la Figure A.11 ont été
effectués sur une station de travail avec la configuration suivante : un processeur Intel Xeon X2650
2,0 GHz (8 cceurs, 16 avec Hyper-Threading), utilisant Fedora 19 (64 bits).

(@
60

Temps de calcul = f(Nombre de blocs) (16 processus)

50+
- 40}
0
g . . ° °
220t
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0 . . . )
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(b) Nombre de blocs
60 Temps de calcul = f(Nombre de processus) (8 blocs)
50| .
- 40} .
é 301 .
o L
= 20 .
10+
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o2 4 s & 1 12 1 15 1
Nombre de processus

FIGURE A.11: a) Temps de calcul en fonction du nombre de blocs (pour 16 processus) ou

b) du nombre de processus (pour 8 blocs). Calculs effectués sur une station de travail avec

un processeur Intel Xeon X2650 2,0 GHz (8 cceurs, 16 avec Hyper-Threading), utilisant
Fedora 19 (64 bits)

4 Requests For Comments, documents publiés par 'IETF (Internet Engineering Task Force)
® Digital Imaging and Communications in Medicine (DICOM)
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Tout d’abord j’ai fait varier la taille des blocs en changeant le nombre de blocs utilisés, et en
utilisant les 16 coeurs. Ceci ne fait pas varier le temps de calcul (Figure A.11 (a)). Par contre,
changer le nombre de processus (en gardant un nombre de blocs fixes) modifie le temps de calcul
(Figure A.11 (b)). Utiliser 8 processus est plus rapide que 2. L’utilisation de 16 processus, donc
en tentant d’utiliser I’ Hyper- Threading, est plus lent. Ceci est dii au colit processeur pour chaque
lancement d’un nouveau processus. Nous ne profitons donc pas de I’ Hyper- Threading, qui nécessite
une optimisation trés spécifique du code. On obtient un comportement similaire pour des ordinateurs
tournant sous OS X.

La deuxiéme série de tests a été effectuée sur une station de travail avec la configuration suivante :
deux processeurs Intel Xeon X5650 2,67 GHz (2x6 cceurs, 24 avec Hyper-Threading), tournant sous
Windows 7 (64 bits). Ici, on constate qu’ajouter plus de blocs ralentit le calcul (Figure A.12 (a)).
De plus, ajouter plus de 8 processus ralentit aussi le calcul (Figure A.12 (b)). A noter que méme
en utilisant des processeurs plus rapides (2,67 GHz sous Windows contre 2,0 GHz sous Linux), le
temps de calcul sous Windows s’approche de celui sous Linux uniquement en utilisant 2 blocs et 8

processus.

@ 60 Temps de calcul = f(Nombre de blocs) (8 processus)
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FIGURE A.12: a) Temps de calcul en fonction du nombre de blocs (pour 8 processus)
ou b) du nombre de processus (pour 2 blocs). Calculs effectués sur une station de travail
avec deux processeurs Intel Xeon X5650 2,67 GHz (2x6 coeurs, 24 avec Hyper-Threading),
tournant sous Windows 7 (64 bits)

Sous Windows 7, la fonction systéme fork n’existe pas [364]. Dans ce cas, le colit pour la création
d’un nouveau processus est grand, car Python doit étre relancé pour chaque processus, alors que
sous Linux ou Mac, le processus est uniquement copié. J’ai donc fait un compromis sous Windows,
en limitant le nombre de processus qui est créés & 4. Pour de meilleures performances, il est donc
recommandé d’utiliser Linux ou Mac.

Finalement, la taille d’'un bloc dépend aussi de la mémoire libre sur l'ordinateur. J’ai limité la
taille d’un bloc & 600 Mi, ce qui parait raisonnable. Ceci correspond & environ 2048 courbes par
bloc (approche et retrait), donc a un fichier de 64x32 pixels. L’estimation du nombre de blocs est
difficile dans le cas de fichiers non carrés, et I'ordre dans lequel les données doivent étre stockées
dans le fichier HDF5. pyAF détermine lui méme un nombre de blocs & utiliser, mais ceci n’est pas
toujours la valeur optimum. Ceci peut rendre certains calculs 1égérement plus lents que d’autres.
Il n’est actuellement pas prévu que 'utilisateur puisse modifier ces valeurs pour ne pas compliquer

I’'utilisation du logiciel.
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B. Paramétres d’imagerie KFM avec le Kolibri sur

SiC

B.1 Paramétres

Tous les balayages présentés ci-dessous font 2um x z pm (z dépend de la taille de 'acquisition selon
Paxe lent), et chaque paramétre est balayé sur 20 lignes. Les parameétres qui suivent ont été gardés
constants lors de cette étude comparative (sauf indication contraire). Tout d’abord, la hauteur
du lift est de 4 nm, la bande passante de la premiére PLL est de 300 Hz (amplitude et phase),
la fréquence de coupure de ’ADS qui fait partie de la premiére PLL vaut 1,55 kHz, et I’étendue
de fréquence pour la régulation de la phase est de 76,3 Hz. L’amplitude d’oscillation de la pointe
est de 700 mV (1 nm), et le seuil de décalage en fréquence pour I'imagerie topographique est de
600 mHz (mode répulsif). Les constantes de temps pour la PLL d’imagerie sont respectivement
de 1 nm/Hz et de 10 ms pour le gain proportionnel et pour la constante de temps. La tension la
modulation Vg, est de 5 Vj,,, et sa fréquence est de 160 Hz. La vitesse de balayage en mode lift est
de 66,7 nm/s, et de 400,2 nm/s pour la topographie. IADS est utilisé avec le calibre de 320 mV
(Input Limit). Les paramétres de ’ADS sont 50 mV de sensibilité et 20 ms pour la constante de
temps. Les paramétres du controleur Kelvin sont la constante de proportionnalité, fixée a 5.7 V/V,

et la constante de temps, fixée a 60 ms.

B.2 Effet des paramétres de ’ADS externe

Deux paramétres sont changés lors de cette expérience : la sensibilité de PADS et la constante de
temps. Sur la Figure B.1 je donne I'image obtenue pour les différents réglages. On constate que le
meilleur niveau de bruit obtenu est de 75 mV. Il est & noter 'imagerie est nettement plus stable, en

comparant avec la Figure 2.22.

0nm 6 nm oV 25V

Hauteur mmm—— Potentiel de surface —— Sensibilité - Constante RMS
de temps

100 mvV 50 ms 118 mvV
50mV 50 ms 133 mV
20mVv 50ms 164 mV
10mv 50ms 386 mV
100 mvV 20ms 75mV
50 mV 20 ms 94 mV
20mv 20 ms 149 mV
10mv 20ms 262 mV
100 mvV 10ms 75mV
50 mV 10ms 87 mV
20mVv 10ms 123 mvV
10mv 10ms 178 mV

F1GURE B.1: Effet de ’ADS externe sur 'imagerie KFM. Barre d’échelle 500 nm.
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6
B.3 Effet de la fréquence de modulation

Ensuite, je me suis intéressé a l'effet de la fréquence de modulation sur les mesures KFM. Sur la
Figure B.2, on constate que les fréquences de modulations avec le moins de bruit sont celles de 80 Hz
a 160 Hz environ. Des fréquences trop lentes ou trop rapides semblent plus bruitées (40 Hz, 200 Hz,
400 Hz). La valeur optimale semble donc étre autour de 80 Hz avec 74 mV de bruit.

Onm  6nm b) oV 25V Fréquence  RMS
40 Hz 100 mV
80 Hz 74mV
120 Hz 78 mV
160 Hz 88 mV
200 Hz 119mv
400 Hz 177 mV

FIGURE B.2: Effet de la fréquence de modulation. a) Topographie b) Potentiel de surface,
avec différentes fréquences de modulation. Barre d’échelle 500 nm.

B.4 Effet de la vitesse d’imagerie

La vitesse de balayage est aussi un élément important lors de la mesure KFM. Il faut que I’électronique
ait le temps de converger vers la bonne valeur de potentiel, idéalement pour chaque pixel de I'image.

Sur la Figure B.3, différentes vitesses ont été testées.

0nm 6 nm b) ov 25V Vitesse RMS

&

3335nm/s 116 mV
66,7 nm/s 110 mvV
133,4nm/s 98 mV

266,8nm/s 108 mV

533,6 nm/s 100 mV

FIGUuRE B.3: Effet de la vitesse de balayage. a) Topographie, avec vitesse gardée con-
stante pour chaque balayage. b) Potentiel de surface, avec vitesses différentes pour chaque
balayage. Barre d’échelle 500 nm.

Les différences de bruit ne sont pas trés grandes entre les différentes vitesses. On constate que pour

la vitesse la plus importante, I'image parait un peu lissée.

B.5 Effet de la constante de temps du contréleur Kelvin

Deux autres paramétres peuvent jouer sur la qualité de I'image KFM. Il s’agit des parameétres du
régulateur Kelvin du contréleur Nanonis. Le premier est la constante de temps, la deuxiéme la
constante de proportionnalité (qui est fixée & 5 V/V ici). Sur la Figure B.4 est affiché le potentiel

de surface pour le balayage aller et le balayage retour.
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0 nm 6 nm

ov 25V Constante RMS

] detemps

5ms 449 mV

10 ms 229 mV
50 ms 98 mV
100 ms 90 mV
500 ms 164 mV
1000 ms 137 mV
5ms 39T mV
10 ms 219 mV
50 ms 114 mV
100 ms 91 mV
500 ms 107 mV
1000 ms 143 mV

FIGURE B.4: Effet de la constante de temps du controleur Kelvin. a) Topographie. b)
Potentiel de surface (aller) ¢) Potentiel de surface (retour).

On constate que sur le balayage aller, si la constante de temps est trop grande (> 100 ms), la
régulation met un certain temps a converger vers la bonne valeur de potentiel. Il faut aussi considérer
la vitesse de balayage : si la vitesse de balayage est plus lente, des vitesses de 100 ms sont autorisées.
En fait, ceci permet de moyenner artificiellement le signal mesuré. Sur le balayage retour, le niveau
de bruit constaté reste de I'ordre de la centaine de millivolts.

B.6 Effet de la constante de proportionnalité du contrdleur

Kelvin

La constante de proportionnalité du controleur Kelvin a été testée, comme illustré sur la Figure B.5.
Comme pour la partie précédente, le balayage aller et le balayage retour sont affichés. Une con-
stante de temps de 60 ms a été sélectionnée. On constate que pour des valeurs de constantes de
proportionnalité, la boucle de rétroaction met un certain temps pour converger vers le bon potentiel
sur le balayage aller (0,5 et 1 V/V). Comme précédemment, le meilleur niveau de bruit obtenu est
de l'ordre de la centaine de millivolts.
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oV 2.5V Proportionalité RMS

) (V/v)
0.5 189 mV
1 165 mV
5 92 mV
8 114 mV
10 129 mV
12 149 mV
14 165 mV
16 189 mV
20 239 mV
40 816 mV
0.5 135mV
1 110 mV
5 110 mV
8 127 mV
10 138 mV
12 147 mV
14 155 mV
16 160 mV
20 184 mV
40 566 mV

FIGURE B.5: Effet de la constante de proportionnalité controleur Kelvin. a) Topographie.
b) Potentiel de surface (aller) c) Potentiel de surface (retour).
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C. Protocoles expérimentaux

C.1 Milieu de culture pour cellules

Les cellules HeLLa sont des cellules épithéliales humaines. Les cellules PtK5 sont des cellules de rein

de rat Kangourou (Potorous tridactylis).

Lignée cellulaire | Milieu de culture Provenance

HeLa 500 mL MEM + 10 % FBS + 2 mM L-glutamine ATCC
HeLa ManII-HRP | 500 mL DMEM + 10 % FBS + 1 mM Pyruvate | ICP, Franck Perez
de Sodium + 500 pg de G418 (Geneticin)
PtK, 500 mL MEM -+ 10 % FBS -+ 2 mM L-glutamine ATCC
+ Pen/Strep 1:100

TABLE C.1: Lignées cellulaires et milieux de culture.

C.2 Infection de cellules PtK, par S. flexneri

La souche bactérienne utilisée est Shigella flexneri MI0T AFAE. Provenance : P. Sansonetti. Rési-

tance : Spectinomycine.

e Les Shigella sont cultivées sur boites de Petri (LB Agar + Rouge de Congo + Spectino-
mycine).
o Mettre des bactéries en culture dans 5mL de TSB, le soir avant 'infection. (a 37°C et avec

5% de COq, sous agitation).

e Le jour de l'infection, prendre 60 ul. de solution contenant les bactéries et les diluer dans 3

mL de TSB. Remettre cette solution a incuber.

e Aprés 2h30, 'ODggo! vaut environ 0,6 (la valeur idéale pour I'infection, quand les bactéries

sont dans leur phase exponentielle).
e Centrifuger les bactéries, aspirer le LB et laisser le culot au fond du tube.
e Mettre les bactéries dans 3 mL. de MEM sans FBS et les vortexer.

e Diluer cette solution dans 2 mL de MEM sans FBS pour obtenir une MOI (Multiplicity Of
Infection) de 50.

e Enlever le milieu des cellules et remplacer par le milieu contenant les bactéries.
e Centrifuger la boite de Petri pendant 10 minutes & 1000 trs/min.
e Incuber 1h30 a 37°C et avec 5% de COa, sans agitation.

e Enlever le milieu et le remplacer par du MEM avec 10% de FBS et 2mg de gentamicine

(antibiotique pour tuer les bactéries qui ne sont pas encore internalisées).
e Incuber entre 1h30 et 2h a 37°C et avec 5% de CO», sans agitation.

e Fixer 'échantillon au PFA pour arréter 'infection (cf. Annexe C.4).

'ODggo : Optical Density, absorbance & 600 nm. Permet de déterminer la concentration de
bactéries et de savoir si elles se trouvent dans leur phase de croissance exponentielle.
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C.3 Infection de cellules HeLa par Y. pseudotuberculosis

La souche bactérienne utilisée est Yersinia pseudotuberculosis 2777/GFP. Provenance : M. Simonet.

Résitance : Ampicilline.

e Les Yersinia sont cultivées sur boites de Petri (LB Agar + Rouge de Congo).

e Mettre des bactéries en culture dans 5mL de LB, le soir avant l'infection. (a 28°C et avec
5% de COq, sous agitation).

e Le jour de l'infection, prendre 60 ul. de solution contenant les bactéries et les diluer dans 3
mL de LB.

e Ajotuer 1:1000 d'TIPTG (solution meére 100 mM, Isopropyl 8-D-1-Thiogalactopyranoside),

pour induire la fluorescence.
e Aprés 4h, ’ODggg vaut environ 0,6. Infecter les cellules & ce moment, avec une MOI de 10.
e Centrifuger la boite de Petri pendant 5 minutes a 1000 trs/min.
e Attendre 15 minutes.

e Rincer une fois avec du PBS.

C.4 Fixation des échantillons au PFA

e Rincer les cellules avec du PBS avant d’appliquer le PFA.
e Mettre 2 mL de PFA (a 4 % dans du PBS) pendant 20 minutes (& température ambiante).
e Rincer les cellules trois fois avec du PBS pour éliminer le PFA.

e Mettre 2 mL de NH4Cl (50 mM dans du PBS) pendant 10 minutes pour neutraliser les

molécules de PFA qui n’ont pas servi a la fixation.
e Rincer les cellules trois fois avec du PBS pour éliminer le NH,CL.

e Les échantillons peuvent ensuite étre conservés dans du PBS a 4°C pendant plusieurs se-

maines.

C.5 Ajout de billes fluorescentes TetraSpeck™

Les billes TetraSpeck™ utilisées font 100 nm de diamétre (en moyenne) et fluorescent dans 4
couleurs. Le spectre d’excitation/émission d’une bille est le suivant : bleu (365/430 nm), vert
(505/515 nm), orange (560/580 nm) et rouge (660/680 nm).

e Mettre 2 nL de solution contenant les billes dans 200 pL. de PBS.
e Mettre cette solution au sonicateur pendant 5 minutes.
e Rediluer cette solution dans 1,8 mL de PBS et vortexer.

e Changer le milieu de la boite de Petri WillCo®par la solution contenant les billes et cen-

trifuger la boite de Petri & 1000 trs/min pendant 5 minutes.

e Bien rincer la boite au PBS.
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C.6 Passage des cellules

Cette opération est a effectuer une fois par semaine pour les cellules PtK5, et deux fois par semaine

pour les cellules HeLa. Les quantités sont indiquées pour des flasques T75.

e Aspirer I'ancien milieu de culture.

e Rincer deux fois au PBS 1X

e Ajouter 2 mL de Trypsine pendant 5 minutes pour détacher les cellules.

e Mettre 5 mL de milieu pour cellule dans une nouvelle flasque.

e Ajouter 5 mL de milieu aux cellules, ce qui va inhiber Deffet de la trypsine.

e Prélever 0,5 mL du milieu contentant les cellules et les mettre dans la nouvelle flasque.

e Remettre a incuber.

C.7 Congélation des cellules HeLa ManlI-HRP

Le protocole pour les cellules PtK5 et HelLa est équivalent et peut se trouver facilement dans la

littérature. Je détaille ici le protocole pour les cellules HeLa ManII-HRP, qui sont particuliéres.

e Aspirer 'ancien milieu de culture.

e Rincer deux fois au PBS 1X.

e Ajouter 2 mL de Trypsine pendant 5 minutes pour détacher les cellules.
e Ajouter 8 mL de milieu de culture aux cellules.

e Prélever 7 mL et centrifuger & 10000 trs/min pendant 5 minutes, a 4.

e Aspirer le milieu et reprendre le culot dans 2 mL de milieu spécial pour la congélation (50 %
de FBS, 10 % de DMSO, 40 % de milieu pour HeLa ManII-HRP).

e Prendre 2 tubes cryogéniques et mettre 1 mL dans chaque tube.

e Mettre les tubes dans une boite & congelation remplie d’isopropanol, et placer la boite dans

un congélateur a -80 pendant 48h.

e Transférer les tubes dans une boite de stockage pour tubes cryogéniques, et stocker dans de
I'azote liquide.

C.8 Décongélation des cellules HeLa ManlI-HRP

Le protocole pour les cellules PtK, et HeLa est équivalent et peut se trouver facilement dans la

littérature. Je détaille ici le protocole pour les cellules HeLLa ManII-HRP, qui sont particuliéres.
e Décongler un tube de cellules (1 mL) a 37°C au bain marie pendant 1 & 2 minutes.

e Diluer les cellules dans 9 ml de milieu cellulaire (a 37°C).

e Centrifuger les cellules pendant 5 minutes a 1000 trs/min & température ambiante.
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Aspirer le supernageant.

Rediluer le culot dans 10 mL de milieu de culture.
o Mettre les 10 mL de milieu dans une flasque de culture cellulaire.

e Incuber a 37°C et avec 5% de CO».

Changer le milieu de culture aprés 24h.

C.9 Marquage des mitochondries

Les mitochondries sont marquées avec du MitoTracker®. Le MitoTracker@®fluorescent dans le vert
est recommandé pour marquer des cellules vivantes, car moins toxique pour la cellule (il ne peut
pas étre utilisé pour des cellules fixées car dans ce cas la fluorescence disparait). De plus j’ai con-
staté que le MitoTracker®n’était pas trés brillant. J’ai donc choisi d’utiliser le MitoTracker@®rouge
(MitoTracker® Red CMXRos), qui peut étre utilisé pour des cellules vivantes et fixées. Dans tous
les cas, le MitoTracker@®doit étre incubé avec des cellules vivantes pour qu’il cible bien les mito-

chondries.

e Aspirer I’ancien milieu de culture.

e Mettre le nouveau milieu de culture, contenant 500 nM de MitoTracker®Red CMXRos.
e Laisser incuber 30 minutes & 37°C et avec 5% de COs.

e Aspirer le milieu.

e Rincer trois fois avec du PBS (37°C).

e Imager directement, ou fixer les cellules.

C.10 Marquage de 'appareil de Golgi

Le marquage de I'appareil de Golgi se fait par immunomarquage indirect. Pour cela, deux anti-
corps sont utilisés. L’anticorps primaire, ’anti GM130, cible les protéines GM130 de la membrane
de V'appareil de Golgi (anticorps GM130, isotype [gG;). L’anticorps secondaire cible I'anticorps
primaire, et posséde un fluorophore Alexa®488. Dans mon cas j’ai utilisé un anticorps de chévre
(GAM Alexa®488 IgG (H+L), Goat Anti-Mouse).

e Permeéabiliser les cellules fixées avec de la saponine 0,5% pendant 5 minutes, dans du PBS.
e Rincer une fois au PBS.

e Saturer les sites non specifiques avec du FBS pendant 45 minutes, sous faible agitation.

e Mettre 'anticorps primaire dilué dans du FBS pendant 45 minutes.

e Rincer trois fois au PBS.

e Mettre 'anticorps secondaire (dans le noir pour préserver la fluorescence), dilué dans du FBS,

pendant 30 minutes.

e Rincer trois fois au PBS (3x5 minutes) sous faible agitation.
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C.11 Chélation des appareils de Golgi

Le protocole provient de l'article de F. Jollivet et coll. [365]. Concentrations finales : 0,23 mg/ml
de DAB et 0,003% H202.

e Dissoudre une tablette de DAB dans 3 ml de PBS.

e Diluer 5pL de HyO5 dans 500 uL. de PBS.

e Ajouter 30 uL de cette solution aux 3 ml contenant le DAB.
e Rincer les cellules une fois au PBS.

e Mettre la soulution de DAB + H5Os sur les cellules, pendant 30 minutes dans le noir, et sur

de la glace.

e Rincer trois fois au PBS.

C.12 Marquage de l’actine

La phalloidine est une toxine extraite de ’amanite phalloide, et cible les molécules d’actine. Dans
mon cas j’ai utilisé de 1’Alexa 488@®phalloidin.

e Fixer les cellules.
e Mettre la phalloidine, diluée au 1:40 dans du PBS, pendant 30 minutes, sous agitation faible.

e Bien rincer trois fois au PBS

C.13 Inclusion en résine

Ce protocole a été adapté par N. Barois, de la plateforme Bicel (Bioimaging Center Lille), dans le
cadre de ce projet.

Pour les mitochondries :

Fixation des cellules au PFA 4%, avec 0.1 M sodium cacodylate, pH 7,3, 100 mM NaCl,
2 mM CaCl; pendant 30 minutes.

Post-fixation avec 1% glutaraldéhyde, 0.1 M cacodylate de sodium, pH 7,3, pendant une nuit
a4°C.

Incubation pendant une heure avec 1% tétroxyde d’osmium et 1.5% de ferricyanure de potas-

sium (dans H»O et dans le noir).

Incubation pendant 45 minutes avec 1% d’acétate d’uranyle (dans H>O et dans le noir).

Pour les appareils de Golgi :

e Fixation des cellules au PFA 4%, avec 0.1 M cacodylate de sodium, pH 7.3, pendant 30

minutes.
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e Incubation avec de tétroxyde d’osmium, du potassium ferricyanide et d’acetate d’uranyle

comme indiqué ci-dessus.
Pour l'actine :

e Fixation des cellules avec 1% glutaraldehyde, 0.2% d’acide tannique, 0.1 M cacodylate de
sodium, pH 7,3 pendant 30 minutes & température ambiante, dans le noir.

e Incubation avec de tétroxyde d’osmium, du potassium ferricyanide et d’acetate d’uranyle

comme indiqué ci-dessus.

Aprés ringage a l'eau, les cellules sont déshydratées avec des solutions d’éthanol de concentration
croissantes. Ensuite, les cellules sont incluses dans de la résine epoxy, et le tout est séché pendant

24 heures a 60 °C. La lamelle de verre est enlevée avec de 'acide fluorhydrique.

C.14 Dépot de TMV

Le protocol de dépot de TMV sur un substrat est décrit par Trinh et coll. [94]. Les virus utilisés
proviennent du CEA Marcoule, (DSV/iBEB/SBTN, Jean-Luc Pellequer), et sont stockés dans une
solution & 38 nM dans 1 mM EDTA (Ethyléne Diamine Tétra Acétique).

e Déposer une goutte de 20 L. de NiCls 20 mM sur le substrat.

Injecter 2 pLL de solution contenant du TMV dans la goutte.

e Attendre 10 minutes, et rincer I’échantillon & 'eau Milli-Q.

Sécher 1’échantillon a ’aide d’une cloche a vide équipée d’une pompe Venturi.

C.15 Liste des réactifs et des produits chimiques

Reéactifs et produits chimiques | Provenance
MEM GIBCO
DMEM GIBCO

FBS Invitrogen
L-Glutamine GIBCO
Pen/Strep GIBCO
Pyruvate de Sodium GIBCO

G418 Invitrogen

TetraSpeck ™ Invitrogen
Acétone VWR
Méthanol VWR
Ethanol VWR
Isopropanol VWR
KOH Sigma

TABLE C.2: Liste des réactifs et des produits chimiques (1).
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Réactifs et produits chimiques Provenance
LB BD
TSB BD
PFA Sigma
NH,4C1 Sigma
PBS GIBCO
Trypsine GIBCO
Azoture de sodium Sigma
DMSO Sigma
Acide fluorhydrique Sigma
MitoTracker®Red CMXRos Invitrogen
Phalloidin Alexa®488 Invitrogen
Hexadécane Sigma
Saponine Sigma

Cacodylate de sodium
NaCl
CaCly
Glutaraldéhyde
Tétroxyde d’osmium
Ferricyanure de potassium
Cacodylate de sodium
Acétate d’uranyle
Acide tannique
Résine epoxy
GM130 Antibody
GAM Alexa®)488
H204
DAB SigmaFast Tablets
Rouge de Congo
LB Agar
NiCly

Agar Scientific
Sigma
Sigma

Sigma

Electron Microscopy Science

Sigma,
Agar Scientific
Sigma
Sigma
EMS
BD
Invitrogen
Sigma
Sigma
Sigma
BD

Sigma

TaBLE C.3: Liste des réactifs et des produits chimiques (2).
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Expérience Microscope Logiciel Caméra Objectif
Comete Zeiss Elyra P1 | Zen 2011 SP2 | Andor Xion | Zeiss Al-
d’actine, Golgi (black edition) | DU-897D- pha Plan-
(64 Dbit) Re- | CSO-#BV-461 | Apochromat
lease 8.0.7.273 100x/1.46 Oil
Configuration DIC M27 Elyra
7.00.00 (420792-9800-
720)
Golgi Zeiss LSM 710 | Zen 2009 SP1 | 34-Channel Zeiss Plan-
Release Version | QUASAR Apochromat
5.5 Detection Unit | 63x/1.4 Oil
DIC M27
(420782-9900-
720)
Yersinia Zeiss Axiovert | MetaMorph Roper  Scien- | Zeiss EC Plan-
200 M Version 6.3r7 tific Photomet- | NEOFLUAR
rics CoolSNAP | 40x/1.3 Oil
ES (420460-9900)
Mitochondries | Zeiss Axio Ob- | Zen 2012 | AxioCam Zeiss Plan-
server.Z1 (blue edi- | MRm 426509- | Apochromat
tion) (64 bit) | 9901-000 63x/1.4 Oil
Version 1.1.1.0 DIC  (420782-
(1.1.1.3064.302) 9900)

TABLE C.4: Liste des microscopes optiques.

C.17 Microscopes a force atomique

Expérience

Microscope

Logiciel

Yersinia

Mitochondries
TMV

Kolibri

Cométe d’actine, Golgi

Bruker Bioscope Catalyst
(avec Zeiss Elyra P1)
Bruker Bioscope Catalyst
(avec AxioVert 200M)

JPK Nanowizard 3

Bruker  Multimode  II-
IA /Quadrex
Bruker Multimode, con-

troleur Nanonis

Nanoscope 8.15.0305

Nanoscope 8.15.0305

JPK SPM 4.2.61
Nanoscope v6.14r1

Nanonis SPM control Soft-

ware Version Generic 4
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Les leviers DNP, MLCT et MESP proviennent de chez Bruker AFM Probes, les pointes Kolibri de

chez SPECS Zurich GmbH.

Expérience

Levier (k. nominale)

Golgi chélaté

Golgi normal

Golgi chélaté et vivant
Mitochondries vivantes
Mitochondries fixées
Comeétes d’actine
Yersinia

T™V

Electrostatique dans H0 et hexadécane
KFM sur SiC

KFM sur SiC

DNP 0.06 N /m
DNP 0.06 N/m
MLCT 0.01 N/m
MLCT 0.01 N/m
MLCT 0.03 N/m
DNP 0.06 N/m
MLCT 0.01 N/m
MESP 2.8 N/m
MESP 2.8 N/m
MESP 2.8 N/m
Kolibri Sensor 540 kN /m

TABLE C.6: Liste des leviers AFM.
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ADN Acide désoxyribonucléique. 7, 9, 10, 26, 101, 110, 111

ADS Amplificateur & Détection Synchrone (Lock-In Amplifier). 116-118, 128, 135, 137,
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ARNm Acide ribonucléique messager. 7

ATP Adenosine triphosphate. 7

CALM Complementation-Activated Light Microscopy. 95

CLAFEM Correlative Light Atomic Force Electron Microscopies. 35, 48, 73, 74, 76, 77,
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CLEM Correlative Light-Electron Microscopy. 30, 35, 73, 76, 85, 96
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DH-KPFM Dual Harmonic Kelvin Probe Force Microscopy. 111
DIC Differential Interference Contrast. 81, 85-87

DLVO Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek. 18, 101, 107-110, 114
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium. 169, 174

DMSO Dimethylsulfoxide. 171, 175

DMT Derjaguin, Miiller, Toporov. 45
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dSTORM direct Stochastic Optical Reconstruction Microscopy. 75-77, 80-82, 94, 95
ecFM electrochemical Force Microscopy. 112, 150

EDL Electric Double Layer. 104

EDTA Ethylenediaminetetraacetic Acid. 174

EFM Electrostatic Force Microscopy. 31, 103, 109-111, 121

ELS Electric Light Scattering. 108

ET Electric Turbidimetry. 108

FBS Fetal Bovine Serum. 169, 171, 172, 174

FEFM Fluid Electric Force Microscopy. 111

FIB Focused Ion Beam. v, 56, 96, 143

FIEL Force Integration to Equal Limits. 46, 48

FM-AFM Frequency Modulation AFM. 19, 129, 132

FM-KFM Frequency Modulation Kelvin Force Microscopy. 103, 104, 134
GBF Générateur Basse Fréquence. 138-140

GFP Green Fluorescent Protein. 75

GPL General Public Licence. 71

HEPES Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique. 77
HOPG Highly Oriented Pyrolytic Graphite. 145, 147

HRP Horseradish Peroxidase Enzyme. 85

IF Intermediate filaments. 8

InlB Internalin B. 28

InvOLS Inverse Optical Lever Sensitivity. 25

ITK Insight Segmentation and Registration Toolkit. 65, 97

JKR Johnson, Kendall, Roberts. 45

KFM Kelvin Force Microscopy. 31, 101-104, 110, 112, 115-122, 124-126, 137-140, 142,
146, 147, 150, 165, 166

KPFM Kelvin Probe Force Microscopy. 102

LB Lysogeny Broth. 169, 170, 175
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LER Length Extensional Resonators. 17, 102, 112, 113, 130, 144
MEM Minimum Essential Media. 169, 174

MET Protéine codée par le géne MET. 28

MFM Magnetic Force Microscopy. 16, 31

MOI Multiplicity Of Infection. 169, 170

OD Optical Density. 169, 170

OL-EPM Open-Loop Electric Potential Microscopy. 111
PALM Photo Activated Localization Microscopy. 14, 75, 76, 95
PBS Phosphate Buffered Saline. 80, 106, 170-173, 175

PFA Paraformaldéhyde. 74, 80, 169, 170, 173, 175

PFM Piezoresponse Force Microscopy. 110, 111, 114, 119

PID Proportional-Integral-Derivative Controller. 15, 129

PLL Phase-Locked Loop. 113, 129, 133, 165

PSD Power Spectral Density. 25, 128

pyAF python Atomic Force. iv, 59-61, 63, 64, 6671, 79, 86, 96, 150, 153164
QI Quantitative Imaging™. 19, 24, 26, 30, 77, 89, 90, 96, 153
RAID A Case for Redundant Arrays of Inexpensive Disks. 67
RE Réticulum endoplasmique. 7

REG Réticulum endoplasmique granuleux. 7

REL Réticulum endoplasmique lisse. 7

RESOLFT REversible Saturable Optical. Fluorescence Transitions. 76
RLK Roduit, Lafont, Kasas. 55-57, 59, 63, 73, 74, 94, 97

RMS Root Mean Square. 51, 140, 142

SAM Self-Assembled Monolayer. 16

SAM-Box Signal Access Module Box. 118

SCM Scanning Capacitance Microscopy. 31

SEM Scanning Electron Microscope. 96, 143

SEPT11 Septine 11 (protéine). 26
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SEPT2 Septine 2 (protéine). 26

SICM Scanning Ion-Conductance Microscopy. 108

SIM Structured Illumination Microscopy. 14, 76, 95

SIMS Secondary lon Mass Spectrometry. 95

siRNA Small Interfering RNA. 28

SMLM Single Molecule Localization Microscopy. 76

SNNOM Scanning Near-field Optical Microscopy. 17

STED Stimulated Emission Depletion Microscopy. 14, 76, 95

STM Scanning Tunneling Microscopy. 13, 14, 143

STORM Stochastic Optical Reconstruction Microscopy. 14, 75, 76, 95
TEM Transmission Electron Microscope. 78, 79, 81, 82

TIRF Total Internal Reflection Fluorescence. 75, 81

TMV Tobacco Mosaic Virus. 10, 101, 111, 115, 119-121, 142, 146, 150, 174, 176, 177
TSB Tryptic Soy Broth. 169, 175

TTSS III Type III Secretory System. 80

VTK Visualization Toolkit. 61, 65, 66
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