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Résumé : Au-dela de la simple imagerie, les techniques de champ proche permettent
sonder des interactions moléculaires de maniere contrélée sur un nombre réduit de mo-
lécules, voire une seule. Dans ce sujet, deux techniques de spectroscopie a sonde locale
ont été mises a profit. D’une part, la spectroscopie dynamique de force (AFM-DFS)
appliquée a I’étude des interactions entre l'oligopeptide CK(AAAAK)2C et une surface
d’or a révélé plusieurs signatures s’échelonnant de 100 pN a plus de 300 pN, et plus rare-
ment, quelques signatures supérieures a 1 nN. Pour interpréter cette réponse complexe,
nous avons testé sur notre systéme une correspondance entre les modeles cinétiques de
Bell-Evans et Friddle-DeYoreo appliqués dans les systémes ligand-récepteur lorsque le
taux de charge, c’est a dire la variation de la force par unité de temps varie. Plusieurs
méthodes d’exploitation, en fonction de ’expression prise pour le taux de charge te-
nant compte ou non de la dynamique de dépliement de 'agent de couplage ont été
testées. Un outil numérique a également été développé pour le traitement automatique
des courbes de force. Les biais liés au sous-échantillonnage de données, a une sélection
manuelle, ou au choix des critéres de classement des variables sont limités par la mise
en place d’outils automatisant ce processus. D’autre part, couplée a la microscopie
a effet tunnel (STM), la spectroscopie Raman exaltée par effet de pointe (TERS) a
été mise a profit pour 'observation de la signature vibrationnelle d’un rotaxane géant
adsorbé sur une surface d’or. Les images STM ont de plus permis de caractériser en

conditions ambiantes des rotaxanes individuels.

Mots clés :  spectroscopie dynamique de force ; AFM ; TERS ; rotaxane; or; peptide
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Abstract : Beyond simply imaging, near-field techniques allow to probe and control
molecular interactions onto a reduced number of molecules, if not a single one. In this
subject, we took advantage of two local-probe spectroscopies. On the one hand, dyna-
mic force spectroscopy (AFM-DFS) was applied to measure interactions between the
oligopeptide CK(AAAAK)2C and a gold surface. It revealed several signatures ranging
from 100 to 300 pN and more rarely some signatures above 1 nN. In order to interpret
this complex response, we tested the kinetic models of Bell-Evans and Friddle-De Yoreo
generally applied in ligand-receptor systems onto our system when the loading rate,
i.e. the variation of the applied force per unit of time, is varied. Several interpretation
methods including or not the effect of the unfolding of the coupling agent into the loa-
ding rate expression were tested. A numeric tool was also developed for the automatic
processing of the force curves. Biases related to under-sampling of data, due to manual
selection, or due to variables classification and mis-representation were limited by the
implementation of tools automating the whole process. On the other hand, coupled
to Scanning Tunneling Microscopy (STM), tip enhanced Raman spectroscopy (TERS)
allowed us to observe the vibrational signature of a giant rotaxane on a gold substrate.
STM images performed in ambient conditions could moreover highlight domains with

individual molecules.

Keywords : dynamic force spectroscopy; AFM; TERS ; rotaxzane; gold; peptide



Remerciements

Je tiens avant tout a remercier le directeur de cette thése, M. Emmanuel Maison-
haute, pour m’avoir permise de réaliser ce travail et de m’avoir soutenue tout le long de
ces trois années jusqu’a ’aboutissement de ce projet. En dépit des connaissances som-
maires que j’avais alors en chimie-physique en 2013, et des difficultés d’interprétations
qu’amenent les domaines d’étude liés au champ proche et auxquelles nous avons été
confronté, I'investissement sans faille et les conseils qui m’ont été apportés, associés
a la liberté d’orientation des thématiques que nous avons explorées ont contribué a

surmonter ces difficultés.

Je remercie également le co-superviseur de cette these, M. Jessem Landoulsi pour
la confiance qu’il m’a accordée aussi bien que ses encouragements permanents et en
toute épreuve, tout en me donnant une grande liberté sur ce projet qui nous ont permis

7N

d’explorer des problématiques dont j’espére avoir été a la hauteur.

Je remercie M. Francois Huet pour m’avoir accueillie au sein du Laboratoire In-
terfaces et Systémes Electrochimiques, ainsi que Mme Claire-Marie Pradier et Mme
Hélene Pernot la directrice actuelle du Laboratoire de Réactivité des Surfaces pour

. . , . R -
m’avoir permise d’effectuer une grande partie des réalisations expérimentales de ce

projet dans les meilleures conditions.

Je remercie tous les membres du jury pour le temps et I'attention qu’ils accorderont
a ce travail, ainsi que d’avoir accepté cette tache, spécialement les rapporteurs de cette

these a qui incombe la charge d’une lecture plus critique de ce manuscrit.

iii



iv

Mes remerciements vont ensuite aux membres de mes deux laboratoires d’accueil.
A commencer par les secrétaires du LISE dont I’enthousiasme matinal n’a jamais fait
défaut, mais également les membres permanents, particulierement ceux qui ont par-
tagé avec nous les pauses déjeuner, ainsi que quelques sorties et parfois méme des
voyages. Cette liste serait incomplete si je n’y ajoutais pas les non-permanents, les
fideles au poste de la pause café, les fideles de la pause nicotine, les travailleurs clan-
destins du sous-sol, les guides suprémes démocratiquement auto-proclamés, les bretons
(auto-proclamés aussi), les vendéens, les iraniens, les sudistes midi-pyrénéens, les hu-
moristes (auto-proclamés également), les anciens, les perdus-retrouvés, les petites en
taille mais grandes par leur gentillesse (elles se reconnaitront), les collegues de bureau
festifs, et enfin tous ceux qui m’ont accompagné pendant toutes ces trois années et qui
ont contribué a ce que cette longue route ne soit pas une traversée du désert, mais le
boulevard de la Sunset Strip. Un grand merci donc a vous, Pierre, Florence, Lionel, Sté-
phane, Simon, Cyril, Francky, Thomas, Maroua, Jane, Sarah, Fatemeh, Carlos, Nour,
Pierluca, Edgard, Larbi, j’en oublie certainement.... Un grand merci donc a tous ceux
que j’aurais oublié (Nico, Mathieu). Je remercie Pierre particuliérement, un co-bureau
inoubliable pour tout le soutien qu’il m’a apporté et le temps qu’il a consacré a me
former en chimie. Un futur professeur pédagogique a souhait et surtout trés patient!

Et & qui en chimie je dois beaucoup de ce que je sais aujourd’hui.

On le savait, c’est une chose étrange a la fin que la theése, un jour je m’en irai sans
en avoir tout dit! M’a dit un jour un certain Fabrice en paraphrasant un vieux mon-
sieur en chapeau a plume. Ou quelque chose comme c¢a. La these est un art majeur,
dirait Gainsbarre. Et le manuscrit alors ? Rabelais aurait certainement une suggestion
savoureuse la-dessus. Fabrice, depuis le début de nos études de physique, on n’a pas
encore finit d’en rire. Merci d’étre toujours la pour en rire encore apres tant d’années.
Et un grand merci spécial & Sarah, évidemment, dont I'amitié dépasse la décennie de-

puis quelques années maintenant.



Mes derniers remerciements vont a ma famille, les lorrains, mes tantes, mes oncles,
et bien slir tous mes cousins et méme la petite derniere qui me fera ’honneur de venir
étendre la famille peu avant ma soutenance, mais également Hubert et Christiane nos
toulousains. Et enfin, un grand merci & mes parents. Je ne vous remercierai jamais assez
pour tout le soutien que vous m’avez accordé, avant et pendant cette these. Malgré
les difficultés que j’y ai rencontré, cette réussite vous pouvez y prendre votre part tres

largement, car vous étes les premiers a y avoir contribué.






Table des matieres

Introduction

I Techniques de champ proche

I.1 Principe de la spectroscopie de force . . . . . ... ... L.

1.2 Forces d’interaction . . . . . . .. ... Lo o

L3 Mesures de conductance . . . . . .. . ..o

II Modeéles associés au champ proche

II.1  Elongation de 'agent de couplage . . . . . . . . . . ..

II.2  Modeles dynamique de la rupture de liaison . . . . . . .. ... ... ...

I1.3  Transport électronique en molécule unique . . . . . . . .. ... ... ...
11.3.1  Régime diffusif : modele de Driide-Boltzman . . . . . . . . .. ..
1I1.3.2  Régime ballistique : modeéle de Landauer - Biittiker . . . . . . . .

III Etude bibliographique

1.1 Liaison Soufre-Or . . . . . . .. . .. . .
IIT.1.1  Une rupture controversée . . . . . . . . . . . . . .. .. .. ...
IIT.1.2  Conductance . . . . . . .. .. .. .. ..
II1.1.3  Force : un consensus probable a 1-1.5nN . . . . ... .. .. ..

1.2 Liaison Azote-Or . . . . . . . . . .
II1.2.1  Conductance . . . . . . .. . . .. .. .
II1.2.2  Force : une absence de consensus . . . . . . .. ... ... ....

II1.3 Cas particulier des peptides . . . . . . . . . .. . ...,

IV  Méthodes expérimentales

IV.1 Choixdupeptide . . . . . . . . . o

vii

XX

11
11
14
19
19
20

23
25
25
28
29
31
33
33
36

39



viii

Iv.2
IvV.3

V.2

VI
VI1

VI.2

VI3

TABLE DES MATIERES

Préparation des substrats . . . . . . ... ... L 42
Préparation dessondes . . . . . .. ... Lo 48
IV.3.1  Pointes STM/TERS . . . . .. . ... ... ... .. ..., 48
IV.3.2 Pointes C-AFM . . . . . . . .. 49
1V.3.3 Pointes AFM fonctionnalisées . . . . . . . .. . ... ... .... 50
Méthodes statistiques et numériques 53
Traitement des courbes de force . . . . . . . ... .. oL Lo 54
V.1.1  Pré-traitement . . .. ... .. .. ... 55
V.1.2  Détection des ruptures . . . . . . . . ... oL 56
V.1.3 Classement . . . ... ... ... .. 59
V.1.4  Représentation . . . .. .. ... ... ... . 60
V.1.5  Discussion . . . . . ... ... 63
Traitement des courbes de conductance . . . . ... ... ... ... ... 64
V.21 Pré-traitement . . . . . . ... Lo 65
V.22 Filtrage . . . . . .. 66
V.2.3  Reconstruction des plateaux . . . . . . . ... ... ... ... 67
Caractérisation mécanique de l’interaction Peptide/Or 71
Un probleme de représentation . . . . . . . ... ... ... ... ..... 72
VI.1.1 Représentation par histogramme . . . .. ... ... ... .... 72
VI.1.2 Représentation en cartographie Force-Distance . . . .. .. ... 73
VI.1.3 Evaluation du seuil de discrimination spécifique /non-spécifique . 73
Forces de rupture . . . . . . . .. L 77
VI.2.1 Caractérisation des forces de rupture en milieu tamponné . . . . 77
VI.2.2 Discussion . . . . . .. ... 86

VI.2.3 Caractérisation des forces de rupture en milieu promoteur d’hé-

licear . . . . 87
VI.2.4 Expériences de contrdle . . . . .. ... 89
VI.2.5 Discussion . . . . . . .. ... 100
Caractérisation du spectre de force . . . . . . .. ... L Lo 102

VI.3.1 Spectre DFS de 'interaction Biotine/Streptavidine . . . . . . . . 104



TABLE DES MATIERES

VI4

VL5

VII
VII.1

VII.2
VIL.3

VIIL.4

VIII

VI.3.2 Spectre DFS de linteraction Peptide/Or . . . . . ... ... ...
VI.3.3 Discussion . . . . . . .. ...
Caractérisation de I'élongation . . . . . . . . ... ... ... ... ...,
VI1.4.1 Biais liés a l'estimationde Ly . . . . . . . . .. .. ... ....
VI1.4.2 Exemple sur PEG(18)-Biotine/Streptavidine . . . ... ... ..
VI.4.3 Comparaison avec le systeme PEG(18)-Peptide . . . . . ... ..
Conclusion. . . . . . . ..

VI.5.1 Forces de rupture en milieu tamponné . . . . . . ... ... ...
VI.5.2  Spectroscopie de force dynamique . . . . . . .. ... ... ...

VI.5.3 Ajustement des réponses en force . . . . . .. .. ... ... ...

Caractérisation électrique de ’interaction Peptide/Or

Jonction Or-Or . . . . . . . .. L
VIL.1.1 Configuration STM . . . . . . .. ... ... .. ... .......
VII.1.2 Configuration C-AFM . . . . ... ... ... ... ........
Jonction Or-1,8-octanedithiol-Or . . . . . .. ... ... ... ... ....
Jonction Or-Peptide-Or . . . . . . . . ... . L o
VIL.3.1 Conductance . . . . . ... ... ... .
VIL.3.2 Mesures couplées . . . . . . . . .. ...

Conclusion . . . . . . . . . e

Mise en ceuvre de la spectroscopie TERS sur rotaxanes

VIIIL.1 Signature vibrationnelle en champ proche . . . . .. ... ... ... ...

VIII.1.1 Approche photothermique : AFM-IR . . . . .. ... ... ....
VIIL.1.2 Spectroscopie Raman locale : Surface Enhanced Raman Spectro-
scopy (SERS) . . . . . . oo

VIIIL.1.3 Spectroscopie Raman locale : Tip Enhanced Raman Spectroscopy
(TERS) . .« e

VIIL.2 Mise en ceuvre sur systeme de référence . . . . . .. .. ... ... ..

VIIIL.3 Imagerie et spectroscopie TERS d’un rotaxane géant . . . . . .. ... ..

VIII.3.1 Molécule étudiée . . . . . . . . . . . . ... ... ...
VIIL.3.2 Imagerie STM . . . . . . .. ...

ix

107
116
118
118
119
123
125
125
126
127

129
130
130
131
134
137
137
138
142



X TABLE DES MATIERES

VIIL.3.3 Obtention d’un spectre TERS . . . . . . . ... ... ... .... 152
VIIL.3.4 Conclusions et perspectives . . . . . . .. ... ... ... .... 155
Annexes 161
A Caractérisations complémentaires 163
A1 Spectre DRX . . . . . o 163
A2 Pointes AFM . . . . . ... 164
A3 Pointes STM . . . . . . . 165
B Programmes Matlab 167
B.1  Traitement des courbes de force . . . . . . . . . ... ... 167
B.1.1 Programme principal . . . . .. ... 0oL 167
B.1.2 Fonctions . . . . . ... oL 189

B.2  Traitement des courbes de conductance . . . . . .. . ... ... .. ... 192



Table des figures

I1 Principes des montages C-AFM (a) et STM (b) et cartographies de
monocouches auto-assemblées obtenues avec chaque technique sur

1)-2) dodecanthiol et 3) rotaxane . . . . . . ... ... ...

1.2 Description schématique d’un cycle d’approche/retrait en spectro-

scopie de force. . . . . . . .

1.3 Description schématique d’un cycle d’approche/retrait en STM/C-
AFM. . . e

II.1 Description des régimes d’élongation du polymere PEG en milieu
aqueux [1]. . . ...

1.2 Tllustration de ’abaissement de la courbe de potentiel par applica-

tion de la force F d’apres [2]. . . . ... ..o oL

1.3 Illustration de la barriere énergétique en fonction des coordonnées
de réaction dans le modele de Bell-Evans (a) et dans le modele de
Friddle-De Yoreo (b) d’aprés [3]. L’évolution de la force en fonction

de la vitesse de charge est représentée dans les encarts. . . . . . ..

III.1 Courbes de conductance couplées a la force obtenues d’apres [5]. Les
réarrangements successifs d’atomes d’or sont révélés par les discon-

tinuités observées expérimentalement (a-b) et en simulation (c).

I11.2 Illustration des configurations top-hollow et top-top correspondant

respectivement aux des sets de conductance élevés (H) et faibles (L)

xi



xii

I11.3

I11.4

Ivi

IvV.2

IvV.3

V4

IV.5

IV.6

v.7

IV.8

IvV.9

IV.10

Iv.11

Iv.12

TABLE DES FIGURES

Courbes de force réalisées sur adénosine et thymidine [6]. I’absence
d’interaction de la thymidine avec le substrat a permis de conclure

sur la spécificité des interactions amine primaire-or. . . . . . . . .. 34

Histogrammes et plateaux de conductances obtenus sur une séquence

H(EL)sC a pH 2 (a), (b) etapH 6.9 (c), (d) [7] . . ... ... ... 37

Ilustration du peptide de séquence CK(AAAAK),C choisi pour

cette étude en structure hélocoidale (a) et planaire (b). . . ... .. 41

Spectre de dichroisme circulaire réalisé sur la séquence CK(AAAAK)2C

a différents solvants. . . . . . . . ... 42

Image de topographie AFM en mode contact sur substrat d’or (a),(b)
et topographie STM (c). . . . . . . . . ... 43

Images de topographie AFM réalisées en mode contact sur substrat
d’or fonctionnalisé par le peptide & 5x10~4 M (a) et 1.7x107° M (b)

et coupes associées. . .. ... 44

Fractions molaires d’OT et ODT adsorbés en surface xgsans en fonc-

tion des fractions molaires en solution x4, d’aprés [8] . . . . . . .. 46

Images de topographie C-AFM (mode tunnel) réalisées sur SAM
d’alcanethiol et sur SAM binaire alcanthiol(10~3 M) /GSH (10~* M) 46

Spectres XPS de 'azote (1s) et du soufre (2p) sur SAM binaire
DDT/GSH a concentration variable en GSH. . . . . . ... ... .. 47

Evolution des rapports de concentration atomique en fonction de la

concentration de GSH en solution. . . . . . . . ... ... ... ... 47

Image SEM-FEG de pointes STM Au préparées par dissolution élec-

trochimique. . . . . . . . .. L 49

Image SEM-FEG de pointes AFM commerciales recouvertes d’or

par pulvérisation cathodique. . . . . . . . .. ..o 50
Spectre de fluorescence X sur leviers MLCT /DNP10 apres dépdt d’or. 50

Ilustration des principales étapes du protocole de fonctionnalisation. 51



TABLE DES FIGURES

V.1

V.2

V.3

V4

V.5

V.6

V.7

V.8

V.9

V.10

V.11

V.12

Courbs de force brute dont les zones 1 (a), correspondant & la zone
2 d’oscillation libre (b) et en représentation force-distance c). La
déviation standard est icia 3.7 pN.. . . . .. ..o
Exemple sur une courbe présentant de multiples interactions. La
ligne rouge présente un seuillage arbitraire. . . . . . ... ... ...
Iustration de la méthode de sélection sur un agrandissement de la

courbe précédente pour le septiéme pic. . . . . . .. ...

Exemples de détections de ruptures sur plusieurs courbes de force.
Le pic en rouge correspond a I’adhésion non-spécifique, en vert sont
les ruptures multiples, en orange la derniére interaction. . . . . . . .
Histogramme dressés a partir du méme jeu de données a trois nombre

de classes m différents. . . . . . . .. ... L.

Estimation de h selon le critere de validation croisée, et histogramme

estimé. . . . ...
Estimation par histogramme superposée a son estimation par la mé-
thode des noyaux (KDE). . . . . ... ... ... ... ........
Cartographies force-distance réalisées sur 4 jeux de données pour
I'interaction événement unique. . . . . . . . . .. . ... ... .. ..
Courbe de conductance (a) et agrandissement de la zone 1 (b). La

déviation standard est icia 1.8 pA.. . . . . . . .. ... L.

Exemple de courbe de conductance bruitée (a) et filtrée (b) sur
jonction or-peptide-or en C-AFM. Lorsque 'ordre de grandeur des
artéfacts contribue dans le palier, ce signal doit étre filtré. . . . . . .
Exemple de courbes de conductance obtenues sur jonction or-peptide-
or a Vpies = 0.1 V. La courbe en bleu représente les données brutes,
la courbe rouge sa reconstruction en paliers. . . . . . ... ... ...
Histogrammes sans sélection sur jonction or-1,8 octanedithiol-or pour
deux valeurs de classes (bin) et 11 746 courbes. Les histogrammes
en rouge a),b) sont construits & partir des données brutes, en noirs

¢),d) a partir des paliers reconstruits. . . . . . ... ... ... ...

xiii

63



Xiv

VI1

VI.2

VI3

VI4

VL5

VI.6

VI.7

TABLE DES FIGURES

Evénements sans tri : exemples de courbe de force (a),(c) et histo-
grammes associés (b),(d). Sur lhistogramme (b), la dé-corrélation
des événements d’adhésion et de rupture est facilitée par la bi-
modalité de la distribution. Sur l'histogramme (d), le chevauche-
ment des contributions ne permet pas de séparer les distributions
en catégorie d’événements. . . . .. ... L oL 72
Cartographie force-distance associé a 'histogramme figure VI.1 (d),
et histogrammes projetés. La cartographie révele que la dispersion
apparente est liée aux événements adhésifs inférieurs a 5 nm. . . .. 74
Estimation de la probabilité P et de F* en fonction du seuil de
sélection zg et influence de ce seuil sur le tri des événements. La
zone grisée correspond au seuil fixé dans la majorité des expériences. 75
Cartographies force-distance associé & I'histogramme figure VI.1-a),
et contribution la plus probable dans a)l’ensemble des interactions
adhésives (sans dépliement), b) ’ensemble des interactions uniques,
c¢) 'ensemble des interactions multiples, d) ’ensemble des derniéres
interactions de chaque courbe. . . . . .. ..o 76
Réponses en force obtenues sur le systéme linker(PEG)-peptide/or
issus de multiples jeux de données comprenant a) aucune interac-
tion, b) un événement adhésif, ¢) un événement adhésif de type
plateau, d) un événement adhésif non-spécifique, e) une combinai-
son d’événements adhésif et plateau, f-g) des événements de rupture
multiples, h-i) des événements de rupture unique. . . . . . . . .. .. 78
Interactions sans tri : distribution et cartographie associée de ’en-
semble des interactions. La force la plus probable F* est estimée &
partir du maximum de la densité kde. Le pourcentage étant calculé
a partir du nombre d’événements décomptés et rapporté au prorata
de toutes les interactions, il est ici & 100%. . . . . . ... ... ... 79
Interactions non-spécifiques : les courbes de forces présentent des
événements de type adhésif (a), et une combinaison d’adhésion/-

rupture discriminé par le seuil en distance (b). . . .. ... ... .. 80



TABLE DES FIGURES

VI.8

VL9

VI.10

VI11

VI.12

VI.13

VI.14

VI.15

Interactions spécifiques : les courbes de forces illustrent des ruptures
multiples incluses dans cette catégorie dans le cas ou les ruptures
sont attribuables & plusieurs molécules avec b) et sans adhésion au

contact ¢) et le cas ol cette distinction n’est pas possible a).

Ruptures uniques : courbes de force illustrant les cas ou a)-b) les
interactions sont de type adhésive et mettent en jeu une combinaison
d’interaction Van der Waals et hydrogenes, et ¢)-d) lorsque 'ordre de
grandeur des ruptures ne permet plus de les associer aux interactions

adhésives. . . . . . e

Rupture unique et dernier événement : distribution et cartographie

ASSOCICE. . . v . o o e e e e

Histogramme des forces de rupture F* pour les interactions non-
spécifiques (a), uniques (b) et spécifiques (c¢) réalisé sur 37 jeux de
données, et (d) histogramme réalisé sur 'ensemble des forces de

ruptures spécifiques pour ces jeux, totalisant 14929 courbes. . . . . .

Cartographie (a) en milieu tamponné par le PBS (400 courbes) et
(b) en solution aqueuse a 20% de TFE (707) pour l'ensemble des

interactions (bleu) et les ruptures uniques (rouge). . . . . . ... ..

Controles : illustration du systeme de référence a) et des systemes
associés aux controles réalisés b) en 1'absence du peptide et en pas-
sivant la surface en présence ¢) et en absence du peptide d). Le
blocage de la surface est réalisé par une fonctionnalisation au pep-

tide (c) ou au dodecanethiol (d). . . . . ... ... ... ... ...

Controle 1 : Courbes de forces sur systéme PEG/or a)-b). Le pour-
centage est calculé au prorata du nombre de courbes. La cartogra-

phie c) correspond & tous les événements. . . . . .. ... ... ...

Controle 2 : Courbes de forces sur systéme PEG-peptide/or fonc-
tionnalisé a),b),c). Le pourcentage est calculé au prorata du nombre

de courbes. La cartographie d) correspond & tous les événements. . .

XV

82

92



xvi

VI.16

VI.17

VI.18

VI.19

VI.20

VI.21

TABLE DES FIGURES

Contrdle 3 : Courbes de forces sur systéme PEG/or fonctionna-
lisé a),b),c). Le pourcentage est calculé au prorata du nombre de

courbes. La cartographie d) correspond & tous les événements.

Controle : courbes d’approches réalisées a pH 4, 7 et 8 en solution
aqueuse sur systeme PEG-peptide/or issus d’une méme fonctionna-
lisation. Les forces subissent une transition d’interaction attractive
de Van der Waals a des interactions répulsives de double couche avec

le pH. Cette transition est décrite par le modele DLVO. . . . . . ..

Controle : Comparaison a pH 8 des courbes d’approche et de re-
trait dans le cas d’une interaction pointe (modeéle NPG-10, Bruker)
or/peptide-linker(PEG) sur SiO; fonctionnalisé vs non fonctionnali-
sée. La rupture marquée a 23.2 nm confirme la présence de la molé-
cule au moment de l'interaction. La force de rupture subit une force

additionnelle issue de la contribution de la double couche. . . . . . .

Courbes de retrait sur systeme PEG-peptide présentant un événe-
ment de rupture superposé a une interaction répulsive. La répulsion
expérimentée est issue de la formation d’une double couche d’ions de
charges identiques au niveau de la pointe et du substrat qu’une dimi-
nution de la zone de compression rend apparente. Cette interaction
pouvant mener & une estimation erronée de la force de rupture, une
correction est appliquée a partir d’un ajustement suivant le modele

DLVO. . . e

Controle & pH 5 : (a) Exemple de courbe de force.La faible occur-
rence de ce type d’événement au profit d’interactions uniques non-
spécifiques confirme 'extinction des groupements amines et acide
carboxylique. (b) Histogramme réalisé sur les événements de rup-
ture a pH acide. Les distributions présentent deux maxima a 481

pNet 1.45nN. . . . . ..o

Controle a pHS : Histogrammes et cartographies associées aux évé-

nements spécifiques et en molécule unique. . . . .. .. .. ... ..

93



TABLE DES FIGURES

VI.22

VI.23

VI.24

VI.25

VI.26

VI.27

VI.28

VI.29

VI.30

VI.31

Comparaison des pourcentages au prorata du nombre de courbe
sur PEG-peptide/or en milieur PBS, sur le contrdle 1 (PEG/or),
sur le controle 2 (PEG-peptide/or fonctionnalisé) sur le controle 3
(PEG/or fonctionnalisé), et sur le systéme PEG-peptide & deux pH.

Un pourcentage > 100 % indique la présence de ruptures multiples.

Mlustration du systeme biotine-streptavidine dans le cas d’une fonc-
tionalisation préalable au PEG. La biotine présentant son propre
linker, cette étape supplémentaire de fonctionalisation n’est pas un
pré-requis. Les expériences qui suivent ont été réalisées dans des

conditions avec et sans agent de couplage. . . . . . ... ... L.

Spectre de force modulé en vitesse de charge pour l'interaction
biotine-streptavidine. L’ajustement conduit & une estimation de zg
= 0.33 nm et k,py = 2.604 s~1. Lerreur est prise en o/ N avec N

le nombre de mesures. . . . . . . .. .. ... ...

Convergence de I'ajustement pour (a) xg et (b) koss lorsque les

conditions initiales sont variées. . . . . ... ... Lo
Résidu en fonction de la variable ajustéer. . . . . .. ... .. ...

Spectre de force des interactions spécifiques et uniques pour le sys-
téme peptide-or. Un élargissement de la zone [20-120] pN est montré

eninsert. . . . . . ..

Spectre de force ajustés avec le modeéle BE pour les domaines (a)

F*(r) <150 pN et (b) F*(r) > 150 pN . . . .. .. ... ... ...

Spectre de force F(r) regroupant 10578 courbes, et ajustements sui-
vant le modele BE & vitesse de charge élevée (a) (r>10* pN/s) et a
vitesse de charge faible (b) r=[10% - 10*] pN/s . . . ... ... ...

Spectre F(r) et ajustement avec le modele FDY. Les résultats de

'ajustement donnent xpere = 0.19 A et kosr = 30.1 sTho

Spectre F*(R*) et ajustement avec les modeles (a) FDY et (b) BE.le
modele FDY et. . . . ... ... oo

xvii

100

105



xviii

VI.32

VI.33

VI.34

VL35

VIL.36

VII.1

VII.2

VIL.3

VIIL.4

TABLE DES FIGURES

Courbes de force réalisées sur a) interaction biotine/streptaividine

sans dépliement du linker b), (b) pointe non-fonctionnalisée /strep-
tavidine (controle), c)interaction biotine/streptaividine avec déplie-

ment du linker et d) présentant dans cette configuration une élon-
gation compléte. . . . ... Lo 120
Evolution de la fonction de Langevin sur les valeurs de force ex-
périmentales et les valeurs de force reconstruites. Les dispersions
observées sur la premiere courbe entre 0 et 200 pN sont imputables

au bruit thermique. . . . . . . . . ... ... L L 121
Cartographie de la somme résiduelle des carrés pour chaque couple
AF,Az et illustration de la convergence vers L pour quelques couples.

Le minimum est obtenu & un offset de 7 pN et 3nm . . . . . .. .. 122
Réponse en force du systéme linker-biotine et ajustement corres-
pondant au modele d’élongation. La courbe de droite présente un
agrandissement de la zone [0-100] pN ou la valeur de Lg est modu-

lée a £+ 25 % de sa valeur. Résultats de 'ajustement : Ny ~ 20, Ly,

Diagramme en boite de Tukey représentant le résultat de l'ajuste-
ment suivant le modele E-FJC pour la longueur de Kuhn Ly sur le

systeme PEG(18)-biotine (9 courbes) et PEG(18)-peptide (7 courbes).123

Courbes de conductance sur jonction atomique or-or(a) et histo-
gramme réalisé sur 10204 courbes en STM (b) (Vs = 0.1V). . . . 131
Courbes de conductance sur jonction atomique or-or(a) et histo-
gramme réalisé sur 908 courbes en C-AFM (b) regroupant k = 28
N/m et 45 N/m. Le déclenchement est fixé sur la force d’appui. . . 132
Histogramme réalisé sur 2160 courbes en C-AFM & k = 45 N/m. Le
déclenchement est fixé sur le courant. Les pics secondaires corres-
pondent au nombre d’atomes assurant encore la conduction. . . . . . 133

Courbes de conductance sur jonction atomique or-or(a) et histo-

gramme réalisé sur 147 courbes en C-AFM (b) ak =5 N/m. . .. . 134



TABLE DES FIGURES xix

VIL5

VII.6

VIL.7

VIL.8

VIL9

VIIL.10

VIIL.11

VIIL.12

VIIIL.1

VIIL.2

VIIL.3

VIIL.4

Courbes de conductance sur jonction atomique or-1,8-octanedithiol-

or en C-AFM & k = 24 N/m (a) et histogramme réalisé sur 11 746
courbes reconstruites (b) . . .. ... Lo Lo 135
Histogramme avec reconstruction des courbes (a) et sans recons-
truction (b) sur jonction or-1,8 octanedithiol-or. Une contribution &

4 nA peut ainsi étre observée. . . . . ... ... 136
Courbes de conductance sur jonction moléculaire or-1,8-octanedithiol-

or reconstruites. . . . . .. ..o Lo 136
Histogramme sur jonction moléculaire or-peptide-or réalisé sur 707
courbes. . . .. 137
Courbes de conductance sur jonction moléculaire or-peptide-or re-
construites illustrant la dispersion des plateaux. . . .. .. .. ... 138
Courbes de conductance sur jonction moléculaire or-peptide-or re-
construites sur plateaux de faible conductance. . . . . ... ... .. 138
Cartographies sur (a) surface d’or mixtes DDT /peptide (1506 courbes)

et (b) surface d’or a faible taux de recouvrement en peptide (1126
courbes) . .. 139
Courant (a) et force (b) couplées sur surface a faible taux de recou-
vrement de peptide sur levier rigide (21 N/m) et (c) force collectée

sur levier intermédiaire (0.3 N/m). La figure (c) présente une illus-

tration du recouvrement progressif de la pointe au fil des acquisitions. 140

Principe de la spectroscopie AFM-IR. Lorsque le matériau absorbe
le faisceau infrarouge, la dilatation entraine une oscillation du levier
qui est détectée. . . . . . ... 144
Principe de la spectroscopie Raman (a) et illustration de Pexaltation
du champ électromagnétique au voisinage d’une surface rugueuse (b).145
Dérivé thiolé d’azobenzéne (a) et rotaxane géant (b). Ces deux mo-
lécules ont été étudiéesen TERS. . . . . . . .. ... ... ... ... 148
Focalisation du laser sur la pointe et (insert) définition du point

chaud lors d’une cartographie d’objectif XY. . . .. ... ... ... 149



XX

VIIL5

VIIIL.6

VIIL.7

VIIL.8

VIIIL.9

VIIL.10

VIII.11

Al

A2

A3

TABLE DES FIGURES

Spectre TERS obtenu en routine pour le dérivé thiolé d’azobenzene
adsorbée sur une surface d’or. . . . . ... ..ol 149
Topographies STM de rotaxanes adsorbés sur Au[111] a (a) Viies =
1.8 V, I, = 20 pA et (b),(¢) Viias = 0.1V, I, =100 pA. . . . . . .. 151
Topographies STM de rotaxanes adsorbés sur Au[111] & (a),(b) Viias
=1V, I, =20pA et (c) Vpigs =08V, I, =20pA. ... ... ... 151
Topographie STM de rotaxanes adsorbés sur une surface d’or a Vs
=1V, I, =20 pA et coupes transverses associées. Les lignes de profil
correspondent a la direction indiquée sur I'image de topographie. . . 152
Spectres raman sur poudre de ferrocéne (noir) et du rotaxane NT90
(rouge) collectés & 633 nm d’excitation, 1% de puissance laser, 1
seconde d’acquisition et 10 accumulations. Les figures numérotées
correspondent a un élargissement d’échelle aux 3 zones indiquées du
spectre complet . . . . ..o Lo 153
Spectre TERS de rotaxane adsorbés sur AU[111] obtenus & 60 s (a)
etals(b). ... 154
cartographie des trois bandes (a, b, ¢) obtenues par intégration des
pics entre 287 et 350 cm-1 (a), 1098 et 1135 cm-1 (b)et 1549 et 1655

cm-1 (c). La ligne de base a été soustraite. . . . .. ... ... ... 154

Spectres de DRX (diffraction de rayons X) du dépot d’or réalisé sur
mica pour une épaisseur de 80-100 nm, et référence (mica). . . . . . 163
Images MEB de pointes AFM recouvertes par un dépoét d’or en
pulvérisation cathodique. . . . . . . . ... ... ... ... 164

Images MEB de pointes STM réalisées par dissolution électrochimique.165



Introduction

La miniaturisation et le développement d’outils technologiques pour répondre au
besoin grandissant de caractériser des structures aux échelles mésoscopiques a pris un
essor considérable ce dernier quart de siecle. Depuis les premiéres observations de la
structure cristalline du silicium en microscopie a effet tunnel (1981, réalisé & IBM) a
celles de liaisons hydrogene entre molécules d’hydroxyquinolines révélées en microsco-
pie atomique (2013, [9]), la complexité des systémes observables en microscopie s’est
accrue d’autant que les échelles de temps sur lesquelles ils sont sondés se sont réduites.
Aujourd’hui, il est possible d’observer certains processus biologiques a 1’échelle supra-
moléculaire, en temps réel. Nous citerons ’exemple récent (2010, [10]) de I'imagerie
dynamique a haute-vitesse qui a permis ’observation du déplacement d’une protéine
de myosine le long d’un filament d’actine. A ces échelles, les techniques de champ
proche présentent un véritable atout pour les caractérisations, et I’aspect spectrosco-
pique peut sembler contingent au regard de I'utilisation intensive de I’imagerie qui en
est fait. Pourtant, la spectroscopie de champ proche permet d’accéder a un plus grand
nombre de propriétés du substrat, comme sa composition, son hydrophobie, son point
isoélectrique par exemple, ce que la topographie seule ne permet pas de révéler. De ma-
niére assez surprenante, il s’agit méme du mode pour lequel ces techniques avaient été
développées. En effet, en 1986 lors du discours de réception du prix Nobel a Stockholm,

Binning et Roher le mentionnérent explicitement [11] :

The original idea then was not to build a microscope but rather to per-

form spectroscopy locally on an area less than 100 A in diameter.

La spectroscopie de champ proche couplée a la possibilité de manipuler des nano-objets

uniques offre la possibilité de sonder des interactions dans des conditions de dilution

p ol
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extréme et de maniére controlée. En biologie, cela permet également de révéler des
changements d’états non moyennés sur un ensemble de molécules, comme la dénatura-
tion de protéines au contact d’une surface inorganique. Dans ce sujet, deux techniques
de spectroscopie a sonde locale seront couplées a la microscopie a effet tunnel et mises
a profit pour caractériser des interactions entre des molécules présentant un degré de
complexité élevé de part leur dimension, et leur groupements : un oligopeptide, et un

rotaxane géant.

L’interaction peptide/or en molécule individuelle : La conception de bio-
matériaux passe par un contrdle des interactions entre le support et la biomolécule
(adhésion, régénération). Bien qu’ayant fait 1'objet de nombreuses études, le phéno-
mene d’adsorption et de mobilité des protéines sur des surfaces inorganiques est en-
core mal compris pour plusieurs raisons : les modalités d’interactions sont fortement
dépendantes des propriétés de la biomolécule (conformation, charge) et de son cou-
plage avec l'environnement (pH, température, force ionique, etc). A titre d’exemple,
I’hétérogénéité d’une surface peut étre a I'origine d’une modification de I’adsorption :
une méme surface d’oxydes peut présenter pour une protéine des sites dénaturant, et
non-dénaturants. Egalement, un mécanisme de reconnaissance spécifique par lequel un
peptide se greffe sur des sites d’or Au(111) reconstruits a été récemment observé [12]
sur une catégorie de peptides génétiquement synthétisés ne possédant pourtant aucun
groupement thiolé. Le cas des peptides "sulfur-free" GPB (Gold Binding Peptides) et
leur capacité a s’auto-assembler n’est pas un cas particulier, et aujourd’hui les progres
en biologie combinatoire permettent d’isoler et de tester un grand nombre de séquences
candidates pour les interactions biomolécule/surface [98]. Plusieurs techniques de ca-
ractérisation physico-chimiques existent comme la SPR (Surface Plasmon Resonance)
ou les spectroscopies infrarouge et Raman, mais I'information résultante est celle d’un
ensemble considéré comme « homogene », et ne reflete qu’'une réponse moyenne sur un

grand nombre de conformations, de sites d’adsorption... finalement un ensemble d’états.

Nous proposons donc dans ce sujet une premiere voie ou seront sondées les inter-

actions entre un oligopeptide a 1’échelle individuelle et 'or, au moyen de deux tech-
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niques : la spectroscopie de force, et la microscopie tunnel. Les interactions observées
a pH neutre seront interprétées au moyen de modeles cinétiques appliqués a la rupture
de liaison chimique sous contrainte mécanique, de facon a valider, ou invalider, I’hypo-
these de formation d’'un complexe temporaire entre le peptide et I’or. Dans un second
temps nous bloquerons, par variation du pH, certains groupements qui présenteraient
une interaction avec l'or. Une caractérisation supplémentaire sera effectuée, par des
mesures de conductance, dont le couplage avec la spectroscopie de force était le coeur
de ce projet. Nous présenterons également un outil numérique qui a été développé pour
extraire a la fois le quantum de force et de conductance sur des jeux de données vo-
lumineux. Les considérations statistiques liées a I'extraction d’événements dépendant
fortement de linstrumentation et/ou du processus, ainsi que les limitations amenées

par chacune des techniques seront discutées.

TERS et rotaxane en molécule individuelle : L’axe de recherche présenté se
situe en complément des travaux effectués sur les interactions peptide/or et introduit
une seconde technique de spectroscopie permettant la caractérisation en molécule in-
dividuelle. Le TERS (Tip Enhanced Raman Spectroscopy) résulte du couplage entre la
spectroscopie Raman et la microscopie de champ proche. Dans I’exemple des rotaxanes
géants, la possibilité de fonctionnaliser des électrodes offrira dans le futur la possibilité
de suivre en spectroscopie TERS leur signature lorsqu’elles subissent des perturbations
électrochimiques. De part leur conception, les rotaxanes géants permettent en effet de
gérer les distances électrode/centre redox, et donc la vitesse et la directionalité des
transferts d’électrons. Une étude complémentaire ou seront présentés les résultats du
couplage de la spectroscopie Raman et de la microscopie tunnel qui ont été obtenus

sur ce systeme sera présentée.

Nous conclurons sur les apports de chacune de ces techniques dans 1’étude d’objets
uniques, les outils permettant d’extraire un comportement de leur analyse statistique,
les limitations expérimentales, et finalement les améliorations que nous pouvons pro-

poser.
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Chapitre I

Techniques de champ proche

L’invention du microscope a effet tunnel (scanning tunneling microscopy, STM)
préceéde celle du microscope & force atomique (atomic force microscopy, AFM) de
quelques années seulement. Leur inventeur commun, Gerd Binning, regut le prix nobel
de physique pour cette invention la méme année (1986) qu’il présenta le premier AFM
prototypé aux cotés de Quate et Gerber. Ce n’est évidemment pas un hasard si ces
techniques furent développées quasi-simultanément, leur fonctionnement étant en de
nombreux points similaire. Toutes deux fonctionnent sur le principe d’asservissement
d’une grandeur dépendant de la distance sonde-substrat Z sur une valeur de consigne,
ce qui permet en translatant la sonde dans le plan XY de construire une image. En
AFM et C-AFM, cette grandeur est une force. Un faisceau laser est réfléchi a la surface
d’un levier portant en son extrémité une pointe d’apex nanométrique. La déflexion de
ce levier correspond quantitativement a l'interaction que la pointe subit avec la sur-
face. Un scanner piezoélectrique (PZT) situé au niveau du bati module la position de
I’échantillon en X, Y et Z . En Z, la déflexion collectée a la photodiode est comparée a la
force d’appui (en équivalent tension), et le PZT réajuste la position Z de sorte & main-
tenir cette force constante via un systeme électronique d’asservissement. Le réglage de
la boucle de rétroaction se fait via des gains proportionnels et intégraux. Ces gains
permettent de moduler le temps de réponse du systéme et sa sensibilité aux faibles
écarts de hauteur. La différence entre la mesure et la consigne donne le signal d’erreur,

et la correction ré-injectée pour maintenir 'asservissement du systeme donne le signal
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(a) C-AFM (b) STM

Photodiode Source

BN
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Amplificateur Amplificateur

e e—
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Tension
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Courant de
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- STM feedback
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FIGURE 1.1 — Principes des montages C-AFM (a) et STM (b) et cartographies de
monocouches auto-assemblées obtenues avec chaque technique sur 1)-2) dodecanthiol
et 8) rotaxzane

de topographie. Dans le cas du STM, cette grandeur est un courant. Une différence de
potentiel entre la sonde et le substrat est appliquée (tous deux non-isolants). Un cou-
rant tunnel dépendant exponentiellement de la distance sonde-substrat et des états de
surface est collecté puis comparé au courant de consigne. La boucle d’asservissement
active, une image correspondant au signal de régulation de ’asservissement en Z est
obtenue, avec son signal d’erreur. L’imagerie est la fonction premiére de ces techniques
dites de champ proche. Cependant, il en existe une autre sur un mode de spectrosco-
pie, ou la grandeur de force ou de courant est caractérisée non plus en fonction du

déplacement XY, mais en fonction du déplacement en Z.

I.1 Principe de la spectroscopie de force

Il s’agit d’'un mode particulier ou la position en XY reste fixe, tandis qu’en Z,
la boucle de rétroaction est momentanément ouverte le temps de collecte du signal.
Ainsi, le piezoélectrique applique librement une modulation en Z, typiquement une
rampe linéaire, durant laquelle la pointe peut explorer divers régimes d’interaction. Le

signal résultant est formé de deux courbes de force/distance : une courbe d’approche
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qui est liée la déflexion du levier au trajet aller du piézoélectrique, et une courbe de

retrait qui est liée a la déflexion au trajet de retour.

~ . Inigger
E 2 4
c
k=] Saut au contact Elongation/Rupture
$ |
& |
@
[=]

Temps (ms)

— Trigger ——— #Approche
—— Retrait
Elongation/Rupture 1 5
1

Force (nN)

Saut au contact N

Déplacement PZT {nm)

FIGURE 1.2 — Description schématique d’un cycle d’approche/retrait en spectroscopie
de force.

La figure 1.2 illustre les différents régimes sondés durant ces phases. Lorsque la
pointe est loin du substrat (1) aucune interaction n’est sondée. A son approche, un
saut au contact peut étre observé lorsque le gradient des forces excede la raideur de
la pointe. Il est directement lié aux interactions attractives de Van der Waals, parti-
culierement marquées & l'air (2). Le levier suit la trajectoire imposée par le PZT dans
un régime de contact dur jusqu’au seuil de déflexion maximal (3), au dela duquel la
trajectoire est inversée aprés un temps de latence en surface (sur notre schéma égal
a 0). Si durant le contact des interactions ont lieu entre la pointe et le substrat, des

discontinuités interviennent (4) jusqu’a séparation de la pointe et du substrat(5).
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En effectuant un quadrillage en XY sur ’échantillon, il devient alors possible de
construire une image ou a chaque pixel XY est associé une courbe de force, permet-
tant ainsi de dresser des cartographies d’isoforce. Ce mode permet en particulier de
discriminer localement des différences de rigidité ou d’élasticité dans le cas de struc-
tures complexes : cellules cancéreuses [13], [14], cellules musculaires, épithéliales [15],
diatomées (micro-organisme marin unicellulaire) [16], levures [17], [18], et d’en déduire
des propriétés structurales du matériau . Dans le cas des interactions molécule-or, nous
distinguons deux types d’expériences utilisant ce mode qui permettent toutes deux de
remonter a ces forces d’interaction. La premiére consiste a fonctionnaliser la surface par
la molécule, et & effectuer ces cycles d’approche/retrait avec une pointe préalablement
métallisée, formant ainsi des jonctions or-molécule-or . Il s’agit de la technique utilisée
par les équipes couplant force et conductance [19],[20], [21]. Elle présente l'avantage
de pouvoir former une jonction de faible dimension, impératif requis aux mesures de
conductances, et de relier les mesures a la molécule par I'observation simultanée de
deux observables. Du seul point de vue de la spectroscopie de force, cette technique
présente I'inconvénient majeur de rendre indissociable I'interaction en molécule unique
du reste des interactions. Généralement, ces expériences révelent des courbes de force
noyées dans une série d’interactions provoquées par un grand nombre de molécules, et
seule la derniére interaction avant perte de contact électrique peut étre attribuée a la
rupture d’une liaison. Pour plusieurs raisons, le passage par une fonctionnalisation de
la pointe par ajout d’'un agent de coupage est préférable en vue d’une quantification

plus fiable des interactions [22], [23].

1.2 Forces d’interaction

Les forces d’interaction sont de différentes nature et la classification dépend bien
souvent du domaine d’étude (spécifique ou non-spécifique pour désigner des combinai-
sons d’interactions). Ne seront détaillées dans ce qui suit que celles que nous allons

rencontrer dans nos expériences.
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Van der Waals (Fygw) @ L’origine de ces forces provient de I'observation qu’un
systeme polarisable peut interagir avec d’autres systemes polarisables générant alors
une attraction qui décroit en 1/ 20 of1 2 est la distance séparant les deux systémes. En
AFM leur expression se réduit généralement & Fy gy (2) = —Ag R/62% dans le cas d’'une
interaction sphére-plan [24], avec Ay la constante d’Hammaker et R le rayon de cour-
bure de la pointe. En pratique, ces interactions sont considérées comme non-spécifiques
car elles sont observées dans un grand nombre de systemes et de fonctionnalisations
de surface. Au niveau des courbes de force, elles peuvent étre responsables d’un saut
au contact nettement marqué a l'air sur les courbes d’approche, signe que le gradient

de force sur la distance pointe-substrat excede la rigidité du levier.

Capillarité (Frqp) @ A lair, la condensation de molécules d’eau physisorbées tant
au niveau de la pointe que du substrat mene a la formation d’un film d’eau qui, au
point de contact forme un ménisque. La force associée a la rupture de ce ménisque
est bien souvent tres élevée, et écrante les autres contributions. Tout comme les forces
de Van der Waals, dont elles sont issues [25]), celles-ci sont attractives et dépendent
fortement de la surface en contact, donc des dimensions de la pointe et de sa rugosité,
mais non de la distance pointe-substrat. Un moyen de s’en affranchir est de se placer

en milieu liquide.

Electrostatiques de double-couche (Fy.) : En milieu liquide, il n’est pas rare
de voir apparaitre une contribution répulsive issue des charges de surface. L’adsorp-
tion d’ions ou les processus de protonation/déprotonation induisent, fonction de leur
différence de charge avec la charge du matériau, la formation d’une double-couche. La
perturbation de cette double-couche par une surface comme une pointe AFM donne
naissance a cette force. La grandeur qui la caractérise est connue sous le nom de
longueur de Debye Ap, et se retrouve dans son expression sous la forme Fp(z) =
CRMApexp (—z/Ap) avec C une constante dépendant des densités de charge surfaciques
de la pointe et du substrat et R le rayon de courbure [26]. Notons que sa validité se
limite aux cas ou z, R >> Ap. Une maniere de s’affranchir de cet effet est de se placer

a un pH proche du potentiel de charge nulle (PZC) du matériau, ou du pKa des grou-
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pements ionisables dans le cas ou la surface serait fonctionnalisée. Notons également

que les charges induites par une fonctionnalisation modulent ce PZC.

Répulsives d’hydratation : L’expression de la force électrostatique de double-
couche n’est plus valable a des distances pointe-substrat inférieures a 1-3 nm ou le
milieu ne peut plus étre considéré comme continu. L’origine de cette force est cepen-
dant toujours controversée. Dans les possibles origines, le recouvrement de couches de
molécules d’eau structurées au niveau des surfaces[27], ou le piégeage électrostatique
d’ions en présence d’eau au moment du contact [28] sont mentionnés. L’expression de
cette force est de méme forme que précédemment, Fry = Cyexp —z/Ay [29], mais les

valeurs de Ay sont généralement plus faibles que Ap, de 0.2 a 1.4 nm.

Les force de Van der Waals et électrostatiques de double-couche sont intégrées dans
une méme équation dans la théorie DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) mais
ne tiennent pas compte des forces d’hydratation pourtant présentes dans de nombreux
systemes. Néanmoins, la difficulté d’extraction de chaque composante indépendamment
des autres ne nous permettra pas de les dissocier. Nous traiterons donc ces interactions
répulsives sous le formalisme de la double-couche, en retenant néanmoins qu’a plus

faible distance, d’autres contributions peuvent émerger.

Electrostatiques (F,;) : Les deux précédentes forces rentrent dans la catégorie des
forces électrostatiques et en sont les composantes majeures en milieu aqueux, mais nous
considérons ici le cas ot un champ est appliqué, ce qui sera une configuration rencontrée
en C-AFM. La force entre deux particules chargées électriquement est décrite par
la loi de Coulomb, et est en 1/22. Dans le cas d’une interaction sphére-plan ot un
potentiel V est appliqué entre les armatures, cette force peut étre approchée par :
F.(2) = meoR?V?/2(z + R). A un potentiel de 100 mV et un rayon de courbure & 20

nm, nous obtenons des forces variant de 50 pN a 0.4 pN entre 0.1 et 10 nm.

Elongations (Fyp) :  Ces forces rencontrées lors du dépliements de macromolécules,
tel que notre agent de couplage, sont dues principalement aux interactions inter-chaines

ou aux interactions hydrogenes avec le solvant qui maintiennent sa structure dans une
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conformation minimisant son énergie interne. Issues de contributions entropiques et
enthalpiques intervenant a divers régimes d’élongation, elles se congoivent comme la
force de restauration qu’oppose un polymere a la force appliquée. Les modéles force-

distance qui les décrivent font I’étude de la section suivante.

Chimiques (F;,p) : Ces forces ont fait I’étude d’un grand nombre de travaux, par-
ticulierement en biologie ou la spectroscopie de force a permis de quantifier un grand
nombre de systémes complémentaires, comme les systémes antigénes/anticorps. Néan-
moins, dans de tels systemes les forces font généralement intervenir des mécanismes
de coopération entre liaisons non-covalentes (électrostatique, Van der Waals), et les
liaisons covalentes restent peu étudiées. Ces forces dépendent de I'énergie de liaison,
de la longueur de liaison dans les coordonnées de réaction, de son temps de vie, et
peuvent étre modulées en spectroscopie de force par la vitesse de charge. Ce point sera

traité plus en détail dans la section suivante.

Adhésion : Les forces adhésives regroupent la contribution de I’ensemble des forces
mesurées lors d’'une discontinuité sur la courbe force-distance. Elles se décomposent

comme [26] :

Fadh(z) = FVdW(Z) + Fcap + Fel + 5(2 - Zrup)Frup + ch(z)

Pour n’observer que la seule contribution de F}.,j, les autres contributions doivent étre
négligeables. En se plagant en milieu liquide, en introduisant une chaine de polymere
Poly(éthyléne glycol) inerte avec notre substrat et en travaillant & des potentiels de
100 mV, cette condition est réalisée. Nous verrons dans les chapitres suivant que sur
un grand nombre de mesures, peu d’événements peuvent en pratique étre attribués a
la rupture d’un groupement cible. Une distinction supplémentaire est donc faite entre
les événements d’adhésion dits spécifiques, et les événements adhésifs non-spécifiques
qui regroupent les interactions inconnues non-désirables. L’attribution de la spécificité
a un événement n’est pas chose aisée. Elle nécessite un travail statistique sur un grand
nombre d’événements, des expériences de contrbles, une connaissance préalable de sa

valeur de force ou de son énergie de liaison et de sa longueur dans les coordonnées
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de réaction. Rajoutons que l'action du levier au méme titre que celle du linker (assi-
milables & des potentiels harmoniques) perturbant le potentiel de la liaison, la valeur
de la rupture ne peut étre obtenue qu’apres extrapolation de sa valeur a 1’équilibre

thermodynamique par les modeles cinétiques.

1.3 Mesures de conductance

Les mesures de conductance peuvent étre réalisées en C-AFM ou en STM. La pre-
miére expérience en MC-BJ (mechanically controlled break junction) a été réalisée par
Tour en 1997 [30] sur benzene-1,4-dithiol. En 2003, la technique du STM-BJ (STM -
break junction) est proposée par Tao [31] pour la mesure de conductance sur alcanedi-
thiols. Dans le cas de contacts atomiques en STM-BJ, une tension est appliquée entre
les armature et une rampe linéaire est imposée au PZT jusqu’a ce qu’'un contact élec-
trique entre la pointe et le substrat soit établit. Souvent, une saturation du courant,
noté I, est observée. Lorsque la valeur de seuil est atteinte (force d’appui en C-AFM
ou distance maximale du PZT en STM), le PZT se rétracte, réduisant la surface en
contact jusqu’a n’avoir plus que quelques atomes a la jonction électrique. Lorsque cette
configuration est atteinte, des paliers de conductance correspondant & des multiples
entier du quantum de conductance Gy apparaissent, le dernier correspondant a la rup-
ture entre deux atomes. Cette technique fonctionne quel que soit le métal. Cependant
dans le cas de l'or, les réarrangements des atomes durant ce processus sont courants, et
peuvent causer la formation d’un nanofil responsable d’un maintien de la conductance
sur des distance supérieures a 0.1 nm. Cette propriété est a I’origine de son utilisation.
Dans le cas de jonctions molécule/or, la surface est préalablement fonctionnalisée avec
la molécule dont les groupements de part et d’autre assurent le contact. La figure 1.3
illustre les différentes étapes pour un cycle d’approche/retrait en STM/C-AFM et la

courbe de retrait I(z) correspondant. Elle se décompose en trois parties :

1. I = 0:la pointe est en dehors du contact et le signal collecté & 0 nA ne comporte

que le bruit électronique 1.3(1,5),

2. I =14 : la pointe est en contact 1.3 (2), et le courant collecté excede la plage de

mesure du convertisseur dans la gamme choisie, la valeur correspond a 1’équi-
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valent courant de sa tension de saturation. La trajectoire est inversée au dela

de 2-5 nm d’indentation (STM) ou a plusieurs nN d’appui (C-AFM).

3. I =]la¢; 0] : le courant chute, et la pointe peut soit sonder plusieurs régimes de
conduction fonction du nombre de canaux crées par les molécules ou les atomes
1.3 (3,4), ou simplement décroitre dans un régime tunnel si aucune jonction

n’est crée.

T — Rupture Au-Au
=
g 4
5 — Rupture thiol-Au
g ! Au-Au
g 5
F
Temps (ms)

2 Approche
. 3 Retrait
g
£
4
5
2
2
g L 1,5

Déplacement PZT (nm)

FIGURE 1.8 — Description schématique d’un cycle d’approche/retrait en STM/C-AFM.

La valeur Ig, correspond au courant a saturation pour la gamme de mesure. Au
contact, plusieurs molécules peuvent s’étre simultanément greffées et durant la phase
de retrait, de nouveaux paliers sont observés pour chaque rupture molécule/or. Moins
conductrices qu’une jonction métallique, les multiples de G sur ces jonctions sont
faibles : de 1072 jusqu’a 107° G et moins [32], [33], [34]. Les courants mesurés étant
de lordre du nA, un amplificateur possédant plusieurs gammes de mesures est utilisé.
Les jonctions métal/molécule et métal/métal n’intervenant pas aux mémes ordres de
grandeur, elles ne sont dans notre cas jamais mesurées simultanément. Par ailleurs,
il existe d’autres techniques qui jouent & la fois sur la modulation de la rampe par
les séquences d’arrét/retrait différées et sur lasservissement. Dans la méthode I(s)

proposée par Nichols [35], le contact atomique or-or n’est pas établi. Un gap de largeur
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As est formé, et la pointe est rétractée a partir du courant de consigne en STM dont
les courbes din(I)/ds permettent d’associer la réponse I en distance so + As (avec
Iy = I(s0) le point de contact or-or extrapolé). I’asservissement est maintenu en X,Y
et Z sans réaliser de contact . Dans le mode I(t), aucun mouvement de pointe n’est
effectué, et le courant est simplement collecté pendant que la boucle de rétroaction est
ouverte. Ces méthodes nécessitent un faible taux de recouvrement en molécules. En
réalité, ce sont les fluctuations thermiques qui induisent la formation d’une jonction,

et une tres bonne stabilité mécanique du montage est requise.



Chapitre 11

Modeles associés au champ

proche

I1.1 Elongation de ’agent de couplage

En spectroscopie de force non couplée STM, le peptide sera relié a la pointe par
un agent de couplage, un polymeére Poly(éthyléne-glycol) (PEG) d’une vingtaine de
monomeres, appelé ici linker et dont la fonction est triple. D’une part, il permet d’ex-
traire la signature en force de la molécule du champ d’interaction non-spécifique entre
le matériau de la pointe et la surface. Ceci permet de dégager un événement de rupture
attribuable a la molécule via une élongation non-linéaire caractéristique. D’autre part,
il permet un controéle plus fin du greffage des molécules a la pointe en limitant suivant
le protocole le nombre de points accessibles a la molécule lors de la fonctionnalisation,
garantissant ainsi une augmentation d’'une configuration de type molécule unique. En
troisieme lieu, il confére a la molécule des degrés de liberté supplémentaires qu’elle
perdrait si elle se trouvait directement greffée sur la pointe. Dans cette configuration
moins contrainte, le nombre de conformations accessibles est augmenté. En configura-
tion antigéne/anticorps ou les interactions sont ciblées sur un récepteur de dimension
finie, la longueur du linker est un parameétre qui requiert une certaine évaluation. En
effet sa longueur confére a la molécule un volume de diffusion qui peut augmenter les

chances de reconnaissance mais également induire des biais d’estimation lors du dé-

11
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pliement non normal & I'axe pointe-substrat, suivant un angle arbitraire. La simplicité
de notre systeme nous dégage de cette contrainte. Nous travaillerons avec un PEG 18
(18 monomeres) dont la longueur de contour & 6.4 nm nous permettra d’assigner la

signature a une élongation.

Déplier une chaine polymérique a un cotit en terme d’entropie, et la force associée a
I'énergie libre doit nécessairement le contenir dans son expression : Fijong = kpTg(x)
o g(z) est une fonction dépendant des parametres de la chaine (nombre de mono-
meéres, longueur de contour) [36]. Cette signature sera ici ajustée a 'aide du modele
EFJC (extensible freely-joint-chain). 1l s’agit du modele le plus simple pour décrire
le comportement d’une chaine PEG. Dans ce modele, le polymere est assimilé a une
chaine de N, segments rigides, libres en rotation et de longueur L fixe. Ces segments
sont distribués uniformément dans ’espace, suivant une description empruntée aux
marches aléatoires a pas fixe. Au cours d’'un processus d’élongation, deux forces de

restauration vont s’opposer au dépliement [1].

Régimes d’élasticité : Aux faibles régimes d’élongation, ’agitation thermique kT
tend a augmenter le nombre de configurations accessibles au systéme, et se retrouve
en compétition avec la force imposée qui tend a les diminuer. L’élongation force donc
le systéme a diminuer son entropie auquel nous devons fournir une énergie équivalente
a TAS. 1l s’agit du régime d’élasticité entropique.

A haut régime de force, ’entropie est réduite traduisant que le nombre de conformations
que le polymere peut occuper se restreint. Le systeme se retrouve alors confronté a une
seconde contribution compétitive provenant de I’étirement des angles de liaisons. La
configuration interne de la molécule étant modifiée, cette contribution est associée a
un régime de déformation enthalpique. Ces régimes sont décrits par la fonction de

langevin suivant :

FLi\  kpT7 N.F
) } (IL1)

L(F):NSLK[coth(kBT T Flx + %
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FIGURE II.1 — Description des régimes d’élongation du polymeére PEG en milieu aqueux

/1],

ou L lalongueur de Kuhn décrit 1’élasticité aux régimes entropique, et K la constante
de raideur d’un segment décrit ’élasticité aux régimes enthalpiques. Le produit F Ly
gouverne le passage de ces régimes d’élongation. Au niveau de la courbe de dépliement,
cela se traduit par lexistence de deux comportement linéaires. Lorsque F' < kT /L,

la fonction de Langevin cotha — 1/ tend vers /3 soit :

T (IL.2)

L(F) ~ NgLx ( FLK)

Aux faibles force, ’élongation est donc décrite par une droite de pente NsLi/3kBT.
En pratique, ce régime est particulierement critique dans ’estimation de Ly, le bruit
thermique étant en compétition avec la force, une attention particuliere doit y étre
portée lors des ajustements. Lorsque F' > kpT /Ly, cothx — 1 et I’élongation n’est
plus décrite que par ’élasticité N/ K amenée par les déformations d’angles de liaison.

L’élongation est donc & nouveau décrit par une droite de pente Ng/Kj.

La figure II.1 illustre ces différents régimes et les ordres de grandeurs de force
auxquels ils apparaissent. Nous n’avons pas encore évoqué l'influence du milieu de
travail, qui joue un réle aux régimes de force intermédiaires. En milieu aqueux, il a

été montré que le polymere PEG stabilisait sa structure a 1’aide de ponts hydrogenes.
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Dans ces conditions, la conformation est la résultante d’une distribution statistique
de domaines orientés en ttg (trans-trans-gauche) et ttt (trans-trans-trans), et peut se
modéliser par un systeme markovien a deux états. La transition des domaines ttg —
ttt au cours de I’élongation fait intervenir une énergie AG associée aux réarrangements
des liaisons hydrogene autour de la chaine de I'ordre de 3kgT, et donne naissance a une
contribution dans les régimes de force intermédiaires. Lors de nos ajustements, cette
contribution ne sera néanmoins pas prise en compte pour la raison que 'introduction
d’un parametre d’ajustement supplémentaire AG n’est pas souhaitable, lorsque nous
en comptons déja deux : Ny et Li. Ce modele sera utilisé pour caractériser d’une part
le linker, et d’autre part pour extraire des parametres d’élasticité sur I’ensemble linker

couplé au peptide.

I1.2 Modeles dynamique de la rupture de liaison

En 1978, Bell [37] propose une interprétation pour expliquer une observation sur-
prenante : la force requise pour séparer deux cellules est plus élevée que celle dérivant
du potentiel qui assure leur cohésion. Il incrimine dans ’adhésion spécifique le compor-
tement cinétique des systémes antigénes/anticorps - principalement des liaisons faibles
de type Van der Waals et électrostatique - présents en surface. Ces liaisons étant réver-
sibles, elles peuvent se dissocier spontanément sans qu’aucune force n’ait agit pour les
rompre, et une rupture peut étre observée si I'on attend suffisamment longtemps. La
stabilité provient ici du nombre de liaison impliqué dans la cohésion inter-cellulaire,
et de la probabilité extrémement faible que celles-ci soient simultanément rompues.
Il formalise son observation en appliquant un modele développé par Kramers faisant
intervenir le temps. Sous 'effet de 'agitation thermique, une liaison isolée (infiniment
diluée) posseéde une probabilité non-nulle de franchir spontanément la barriere d’acti-
vation thermique menant a sa dissociation & des temps d’observation supérieurs a son
temps de vie intrinséque. Ainsi, & des temps d’observation supérieurs a son temps de
vie une liaison peut se dissocier spontanément sans force appliquée et par conséquent
Iaction d’une force peut diminuer son temps de vie. A partir de 1991, Evans raffine

ce modele [38], [39] en faisant intervenir une dépendance du temps de vie de la liaison
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avec la charge de la force suivant un formalisme développé par Kramers. Ce formalisme
a ouvert la voie a tout un champ d’investigation en spectroscopie de force, principale-
ment parce qu’il permet de remonter aux parametres cinétiques d’une grande variété
de systémes complémentaires. Nous décrivons dans ce qui suit les deux modeles qui

ont été appliqués pour interpréter les spectres de force.

Modéeles de barriére : L’application d’'une force décroit continiiment la stabilité
d’une liaison pour 'amener vers son état dissocié [40]. Elle ajoute une contribution
en k.22, ol k. est la constante de raideur du levier, et x le chemin dans les coordon-
nées réactionnelles (z # z) réduisant la barriére énergétique et rendant accessible la

dissociation, comme illustré sur la figure I1.2.

A
AGI(F)
AG! %
- /#\

&
gl s I \Y .
o reaction
E coordinate (x)

f b

He— x, «F cos(B) x

F1GURE I1.2 — Lllustration de l’abaissement de la courbe de potentiel par application de
la force F' d’aprés [2].

Dans cette illustration, une barriére de potentiel sépare les états f et u (folded
et unfolded) dans le cas d’un dépliement de protéines trans-membranaires suivant un
processus a deux étapes [2]. Dans notre cas, il s’agira d’états liés et non-liés. L’énergie
d’activation AG% sépare Iétat initial f de I’état de transition (f) et la distance x,, (qui
sera notée xg dans ce manuscrit) dans les coordonnées réactionnelles correspond a la

distance séparant 1’état 1ié de 1’état de transition. Cette barriere peut étre franchie
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FIGURE I1.8 — Illustration de la barriére énergétique en fonction des coordonnées de
réaction dans le modéle de Bell-Evans (a) et dans le modéle de Friddle-De Yoreo (b)
d’aprés [3]. L’évolution de la force en fonction de la vitesse de charge est représentée
dans les encarts.

spontanément a un taux de transition kg qui dans notre cas sera exprimé comme la
constante de taux de dissociation k. L’application d’'une force ajoute une contribu-
tion en —F cos(f), qui jouant sur lincurvation du potentiel appliqué agit en retour
comme une sonde d’autant plus sensible que sa valeur est faible. L’application d’une
force décroit donc continiiment la barriere, de sorte que sa valeur a ’état de transition

AG(F)* devienne accessible.

Nous avons mentionné que ces expériences se déroulaient hors équilibre thermody-
namique. Pour accéder aux parametres cinétiques qui décrivent la réaction de dissocia-
tion a I’équilibre, des modeles faisant intervenir la vitesse de charge ont été développés.
Ces modeles sont représentés sur la figure I1.3. Dans le modeéle de Bell-Evans, la hau-
teur de la barriere est diminuée par application de la force par —Fxzg. Cet abaissement
impacte directement le taux de dissociation qui selon la théorie d’Eyring s’exprime

comme :

AGﬁ) (11.3)

)\:Vexp<—ﬁ
B

et devient selon la théorie de Kramers [41] :
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(AG* — Fuxp)
kT

WminWmazx

AMF)= ————exp < -

27y ) = kof fexp (F%) (I1.4)

kgT

avec Wmin €t Wmaz les fréquences de vibration de 1’état lié et de transition dans le vide
pondérées par un coefficient d’amortissement visqueux vy, xg la largeur séparant 1’état
lié et I’état de transition, et kyrf = 1/7,¢f la constante de taux de dissociation. Cette
grandeur ne doit pas étre confondue avec la constante de dissociation Kq = kofr/kon
ou k., est la constante de taux d’association. Le nombre de molécules se dissociant &

un instant t est décrit par une décroissance du premier ordre :

ANy,
— = —MONL(Y) (IL5)

Par intégration nous avons :
t
NL(t) = exp (— / dt’A(t’)) (IL6)
0
On déduit le nombre de molécules ayant dissocié :
t
ND(t) =1- NL(t) =1- exXp < — / dt//\(t/)) (II?)
0

La probabilité qu'une molécule subisse une dissociation a un instant t est donnée
par p(t) = Np. En supposant que I'évolution de la force est continue dans le temps,

nous obtenons apres changement de variable :

'f'/

p(F) = )\(TF) exp ( - /OF dF')\(F/)> (1I1.8)

avec r = I". En substituant A(F) par son expression, nous obtenons :

koff F;L'B F , F/a?g 1
) = — —k, F — II.
p(F)=— eXp(kBT)eXp< kff/o I eXp(kBT)r'> (IL9)
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Une relation liant F' a dF'/dt est obtenue & partir du maximum de la distribution
F* en dp(F)/dF = 0, et permet d’extraire simplement les parametres cinétiques ko s

et xg :

F*(r) g = kBT1n< e ) (I1.10)
zg koprkpT

Concretement, p(F) représente la distribution de probabilité des ruptures en fonc-
tion de la force telle qu’observée dans les expériences de spectroscopie de force. F* est
le maximum de cette probabilité et r = dF/dt est la vitesse & laquelle la force charge la
liaison au moment de la rupture a sa valeur la plus probable, et qui s’exprime comme
r = k.vs avec vy la vitesse de rétractation du piezoélectrique. Nous verrons au fil de nos
exploitations que cette expression résulte d’une approximation, et que cette simplifica-
tion ne permet pas toujours d’approcher F. Le modeéle que nous venons de décrire est
le plus couramment utilisé en DFS (spectroscopie dynamique de force), et le premier a
avoir été développé. Cependant, ce modele représente une vision simplifiée de la disso-
ciation, et n’inclut pas des processus de reformation de la liaison alors en compétition
avec la dissociation a des temps supérieurs au temps de vie de la liaison. L’action de la
vitesse de charge permettant de moduler ce temps de vie, des recombinaisons peuvent
apparaitre a faible vitesse de charge lorsqu’il devient possible de reformer la liaison. Le
modele proposé par Friddle-De Yoreo permet de prendre en compte ces recombinaisons
en introduisant une dépendance exponentielle avec la charge dans les régimes proche
équilibre [42] :

kT exp Vrx
(1 + 7[3) (IL.11)

F)(r =F,+—In
ou Fyq est la force a laquelle dissociations et ré-associations sont en équilibre et v =
0.577 est la constante d’Euler. La constante appelée ici k, par opposition a la constante
de reformation de la liaison k; sera par la suite désignée par k,;y, pour conserver un
parallele entre les deux modeles. Dans ce modele, la liaison oscille entre ’état lié et

I’état non-lié. La probabilité de trouver le systéme dans I'un des deux états dépendant
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du temps, elle dépend aussi de la force. Ce modele introduit également la présence
d’une force minimale F,, requise pour que le systéme s’échappe de ’état lié, confiné
par le potentiel harmonique du levier. La conséquence se traduit par I'existence d’une
énergie AG définie a partir de F., = v/2k.AG, et impliquant P'existence d'une force

minimale requise a 'observation de la dissociation.

I1.3 Transport électronique en molécule unique

Aux échelles macroscopiques, le transport électronique dans un conducteur mé-
tallique est décrit par la loi d’Ohm (I = GV). Elle fait apparaitre la conductance G,
inverse de la résistance traduisant la capacité du matériau a laisser circuler un courant.
Un passage de 'expression locale de la densité de courant a son expression générali-
sée permet d’exprimer la conductance en fonction des dimensions du matériau via sa

conductivité o. Ainsi si S est sa section et L sa longueur, nous avons :

G=o0 (11.12)

Il apparait que la résistance croit linéairement avec la longueur du conducteur. Suivant
cette relation, est attendu qu’une diminution de L méne a un comportement limite de
R vers zéro, et donc une divergence de la conductance. En 1988, Wees et al. mesurent
pour la premiere fois le contact ponctuel dans un gaz d’électrons 2D au sein d’une
hétérostructure de GaAs-AlGaAs. La conductance en fonction du potentiel de grille
apparait quantifiée en multiple de 2¢2/h. Cette quantification est la conséquence de
la réduction d’'une dimension du conducteur, et traduit un changement de régime. De
diffusif, c’est a dire comprenant un grand nombre d’événements de collisions aléatoires,

le régime est devenu balistique.

11.3.1 Régime diffusif : modeéle de Driide-Boltzman

Dans ce modeéle, les électrons de conduction sont assimilés & un gaz mobile et le

métal a des ions fixes pour que la neutralité de ’ensemble soit conservée. Le formalisme
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utilisé est semi-classique : le solide est traité de maniere quantique et est donc décrit
par sa structure de bande, tandis que les électrons sont traités classiquement, leur
dynamique étant décrite par les relations classiques. Dans ce régime, le mouvement des
électrons est brownien. La conductance peut donc se comprendre comme le produit
de multiples collisions entre les électrons et de conduction et les nceuds du réseau
cristallin (collisions électron/phonon) ou avec des impuretés. La conductivité o prend
pour forme o = e?n7/m o T est l'intervalle de temps entre deux collisions. Ce régime
s’installe lorsque la longueur de cohérence, grandeur dépendant de 7, est petite devant
la dimension caractéristique du conducteur. Cette longueur correspond a la distance
parcourue entre deux collisions inélastiques, et peut se comprendre comme le libre

parcours moyen de I’électron dans la structure pendant lequel il conserve sa phase.

11.3.2 Régime ballistique : modéle de Landauer - Biittiker

Lorsque la dimension du conducteur est inférieure a la longueur de cohérence,
I’électron peut ne subir aucune collision et traverser la structure sans perte d’énergie
en conservant sa phase. Le systeme devient assimilable a un nombre fini de N canaux
de conduction. Si p1 et puo sont les potentiels chimiques deux deux électrodes tels que
p1 — p2 = eV avec V le potentiel appliqué a la jonction, alors le courant la traversant

peut s’écrire [43] :
1
I=e / W(E)D(E)dE (IL13)
o

ou D(F) est la densité d’états en énergie E, v(FE) la vitesse de groupe et k le vecteur

d’onde. En substituant par leur expression a 1 D :

N 0k 10F 2mE
D(E)= ——— E)=— k= 11.14
®)=Zo8 "= s n2 (IL.14)
nous obtenons simplement que :
2eN
= (1 — ) (IL.15)
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Avec G = I/V, on obtient une nouvelle expression de la conductance qui ne dépend

alors plus des dimensions du conducteur mais du nombre de canaux N assurant la

jonction :
2¢?
2¢?
La quantité Gg = 0 définit le quantum de conductance. L’introduction d’une molé-

cule dans la jonction introduit des états d’énergie discrets qui se répartissent au niveau
des bandes de valence et de conduction. Le conducteur n’est alors plus idéal, et sa
conduction a travers le canal i dépend d’un facteur de transmission T; tenant compte

de la la probabilité de passage au travers de I’élément. La conductance s’exprime alors :

N
G=)> TG (I1.17)
=1
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Chapitre 111
Etude bibliographique

La section suivante fait état de la littérature sur les forces de rupture des liaisons
soufre-or et azote-or en molécule unique, interactions qui seront rencontrées sur notre
systeme. Cette étude constitue une premiere réflexion quant a l'attribution des forces
aux groupements de notre peptide sur la base de nos histogrammes. Elle regroupe deux
types d’expériences : (i) les expériences purement de spectroscopie de force avec passage
par une fonctionnalisation ou réalisées sur molécules de large dimension (polysaccha-
rides), (ii) les expériences couplant mesure de force AFM et mesure de conductance
résolues sur la méme molécule mais sans passage par une fonctionnalisation. Dans
un premier temps, nous serions tentés de prendre pour référence les valeurs fournies
dans les expériences couplées car d'une part deux observables simultanés garantissent
Iattribution de la force a la molécule, et d’autre part, la statistique est généralement
trés supérieure aux expériences de spectroscopie de force (de 5000 & 10 000 courbes
contre 100-500 si passage par fonctionnalisation). Cependant, plusieurs parameétre sont

a considérer.

Constantes de raideur des leviers : Les valeurs de constantes de raideurs des
leviers dans les expériences couplées force-conductance sont étonnamment élevées (de
10 N/m & 50 N/m), et peu de précisions nous sont fournies quant a leur calibration.
Dans la référence [44], des valeurs de rupture allant de 1.48 nN & 0.85 nN (nombre
de mesures : 4118 et 7763 respectivement) sont fournies avec une erreur de 10 pN

(vraisemblablement prise en o/v/N). L’auteur indique en complément des constantes

23
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de raideur autour de 50 N/m sans préciser l'erreur associée a la calibration et se
réfere a la méthode de la mesure du bruit thermique pour cette mesure, s’appuyant
sur les travaux de Bechhoefer [45]. Dans son article, Bechhoefer illustre sa méthode
sur des leviers de 0.05 N/m, précisant que dans ce cas des fluctuation de 0.3 nm
sont obtenues et suffisantes & la mesure du bruit thermique. Dans le cas de leviers
a constante élevée, ces fluctuations sont faibles, de 'ordre de 0.01 nm pour 40 N/m,
bien souvent comprises dans la limite de détection et des erreurs d’estimation de la
constante peuvent apparaitre par une sous-estimation de l'aire de la puissance dissipée
a résonance (rapport signal & bruit trop faible). Une lecture des travaux de these de
I’auteur indique néanmoins une amélioration du systéeme optique classiquement utilisé
réduisant ainsi le bruit d’interférence optique du laser. Le rapport signal a bruit obtenu
a résonance au niveau des densités spectrales de puissance est de 20, soit sensiblement
la méme sensibilité que notre systeme pour des leviers souples. La calibration des leviers
ne peut donc étre mise en cause par la méthode utilisée. La différence de rigidité se
répercute néanmoins sur un second parametre majeur en spectroscopie de force : la
vitesse de charge. Etant directement proportionnelle a cette constante, les vitesses de
charge sondées sont généralement supérieures de 1 a 2 ordres de grandeur avec celles
obtenues en pointe souple. Si une dépendance de la force avec la charge est avérée,
alors une différence notable doit étre observée entre C-AFM et AFM-FS. Nous verrons

dans ce qui suit que la littérature peine a trancher sur ce point.

Effet du solvant : L’impératif d’'un solvant non-conducteur cantonne les expé-
riences couplées a l'utilisation de solvants organiques aprotiques (absence de conducti-
vité induite par le solvant), contrairement aux expériences de spectroscopie de force ou
ces expériences peuvent se dérouler en milieu aqueux. Or le solvant influence la charge
des groupements. En milieu aqueux, le pH influence cette charge selon la valeur du
pKa du groupement, tandis qu’en milieu organique aprotique, la charge de la molécule
est souvent neutre. La littérature en spectroscopie de force fournit des éléments de

réponse quant a cette réactivité.
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IT1.1 Liaison Soufre-Or

Le tableau III.1 regroupe les valeurs de force obtenues dans la littérature sur la
liaison soufre-or pour diverses molécules, la technique avec laquelle ces forces sont
mesurées, la vitesse de charge, et le nom du I’équipe. Une colonne est également réservée
aux valeurs de conductances lorsque celles ci ont pu étre simultanément mesurées.
Les expériences sont pour la majorité réalisées en milieu liquide (solvant aqueux ou

organique non-conducteur) et & température ambiante.

1I1.1.1 Une rupture controversée

Avant tout, nous rappelons que s’il est établi depuis 1983 [52] que les thiols s’auto-
assemblent sur l'or via la formation d’une liaison covalente soufre-or par déprotona-
tion du groupement thiol, le point de rupture en revanche a longtemps été sujet a
controverse. Dans cette jonction, la rupture peut intervenir soit au niveau de la liaison
soufre-or, soit or-or. Ce point a été pour la premiere fois soulevé dans des simulations
type DFT [53], ayant mené a l'observation qu’un processus d’élongation sur jonction
soufre-or s’accompagnait de la formation temporaire d’un cluster d’or localisé, et étiré
le long de ’axe de la liaison S-Au. Ces clusters intermédiaires suggéraient 1’existence
de processus de réorganisation, observés sur des courbes de forces simulées en forme
de "dents de scie" marquées par des ruptures a des forces tres variables, et furent liés
a une série de réactions d’isomérisation visant a stabiliser ces intermédiaires durant
I’élongation, jusqu’a la fragmentation du cluster [5].

Des expériences STM couplées AFM réalisées sous ultra haut vide a basse tempé-
rature (4.2 K) [5] ont confirmé cette hypotheése. La création d’un nanofil d’or, respon-
sable d’une nano-élasticité pouvant induire un déplacement jusqu’a 1.2 nm, pour une
valeur moyenne située autour de 0.4 nm entrainait un maintien de la conductance a
Gy sur un plateau courant-distance. Les courbes de force a une vitesse de charge de
190 nN/s présentaient une forme smiliaire a celles observées dans les simulations, et
avait donc été attribuée aux réarrangements atomiques intervenant durant 1’élonga-
tion élastique, hypotheése confirmée par 'adaptation simultanée de la conductance a

ces sauts. Les valeurs de saut les plus élevées, toujours attribuables au méme fil d’or
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Technique Equipe Charge Molécule Force (nN)  |Conductance (Go)
s ] _ I 12406 (H) 5x1073 (H)
CS-AFM | Wandlowski [21] 125 nN/s 0.3 + 0.2 (L) 3x10-4 (L)
. )= )| 1.2+05 (H) 1.6x10~3(H)
CS-AFM | Wandlowski [21] 125 nN/s 0.8 + 0.4 (L) 2.5x10~4(L)
AFM Gaub [47] 10 nN/s | Polysaccharide-SH 14403 -
AFM | McElfresh [48] | 12-14nN/s | s~~~ 0.96 £ 0.22 ;
AFM | McElfresh [48] | 12-14 nN/s S 1.05 £ 0.29 )
o
AFM | McElfresh [48] | 1214 nN/s (gV\*o 0.31 +0.13 ]
CS.AFM 218 nN/s [49] |~ ~_su| 1.1 £ 0.26 [49] 2.6x10:i [49]
Moy )| o0 BOLIOLIA] (1722 0N/ [49) 1.6 £ 0.1 [49] | 2.5x10~% [19]
1440 nN/s [19] 1.5 4 0.2 [19],[4]| 0.52x10~4 [4]
-2 _10-3
CS-AFM |Venkataraman [20] K ijnn;r?éfqué N 0.9 10 10
¢
-3
CS-AFM |Venkataraman [20] K ijrlngéfqué NN 0.84 10
¢
e o,
AFM Frisbie [50] Non indiqué o PN 0-1 _
20-30 nN/s 1.09£0.39
AFM Zhang [51] HS-PEG-COOH 0.46.£0.21 -

Table II1.1 — Liaison soufre-or : forces de rupture et conductances. Les configurations
top-hollow et top-top correspondent respectivement aux des sets de conductance élevés

(noté H) et faibles (noté L) [4].

par la présence du plateau de conductance, étaient attribuées a l'incorporation d’un

atome supplémentaire responsable d’une augmentation de la force de rupture. Cette

rupture avait été estimée a 1.5 + 0.3 nN. L’auteur soulignait néanmoins que cette

valeur était étonnement élevée. La comparaison avec des calculs DFT avaient mené a

I’estimation de 0.71 nN lorsque 'atome extrait était inclut dans le plan cristallin, et

1.6 nN lorsqu’il se situait en addatom. De cette observation il en avait été déduit que
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FIGURE [II.1 — Courbes de conductance couplées a la force obtenues d’aprés [5]. Les
réarrangements successifs d’atomes d’or sont révélés par les discontinuités observées
expérimentalement (a-b) et en simulation (c).

le degré de coordination de ’atome influengait grandement la valeur de rupture. Cette
hypothese se trouve a nouveau confirmée par de récents de résultats de Wandlowski
[21] (2015) ou des sauts consécutifs en force et conductance couplées avec une approche
de modélisation montre 1’existence de ces intermédiaires transitoires consécutifs au ré-
arrangement d’atomes d’or. Des simulations comparées sur jonction or-or et jonction
soufre-or avaient également montré que les forces obtenues dans les deux cas étaient
similaires (1.5+ 0.3 nN sur systéeme Au-Au et 1.4 £ 0.3 nN sur systéme S-Au-Au) sug-
gérant que la rupture interviendrait au niveau des atomes d’or. Dans des conditions
ambiantes, cette hypothese a été également vérifiée, notamment par 1’observation sur
mesures AFM-STM couplées sur alcaneditithiols de paliers de conductance, révélant
que la force de rupture soufre-or doit étre nécessairement supérieure a la force de rup-
ture or-or pour permettre la formation de clusters de pré-rupture. Un maintien de la

liaison allant jusqu’a 2 nm [19] est rapporté.
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I11.1.2 Conductance

Nous observons que les valeurs rapportées pour la conductance dans le tableau ITI.1
présentent pour une méme molécule plusieurs valeurs. L’orgine provient du fait que
la conductance est sensible a I'organisation locale des atomes d’or autour du soufre.
Dans la littérature, deux sets de conductance sont quelquefois présents : au sein d’un
méme set, les conductances sont des multiples d’'une méme valeur, tandis qu’entre
deux sets cette relation disparait. L’interprétation proposée a ces deux modes a été de
considérer que chacun d’eux reflete une géométrie de contact S-Au différente [4]. Le
mode top-top correspond a une configuration ot le soufre est lié & un atome d’or situé
en dehors du plan dans une géométrie pyramidale. Ce mode n’apparait jamais avant
un palier élevé (H) et correspond a un étirement supplémentaire de la jonction, il est
donc attribué aux faibles valeurs de conductance (L). Le mode top-hollow correspond
a une configuration ou le soufre est stabilisé par trois atomes d’or, et correspond aux
multiples élevés de conductance (H). La force mesurée dans les deux cas était identique
(1.5 nN) suggérant que la rupture a toujours lieu a lextrémité en top de la jonction
ou l'extraction de I’atome d’or est possible. Ceci explique ’absence de contribution de

type hollow-hollow, peu favorable a la rupture.
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F1cURE 111.2 - Illustration des configurations top-hollow et top-top correspondant res-
pectivement auz des sets de conductance élevés (H) et faibles (L) [4].
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II1.1.3 Force : un consensus probable a 1-1.5 nN

Dans le tableau III.1, il est frappant de constater que la littérature faisant I’étude
de cette liaison en spectroscopie de force est aussi peu représentée. La comparaison des
1.2 nN obtenus par Wandlowski sur le 4,4-ethyne-1,2-diyldibenzenethiol avec les 1.1
nN obtenus par Tao [49] sur octanedithiol & une vitesse de charge comparable semble
indiquer une indépendance de la force aux groupements précédant le thiol. Les valeurs
de rupture rapportées par McElfresh [48] sur cysteamine et acide thioctique montrent
une diminution de la stabilité de la liaison avec le nombre de ponts S-Au, indiquant
1.05 nN sur thiolate pour 0.31 nN sur dithiolate. Néanmoins, les expériences de Frisbie
[50] sur I'acide 11-Thio-undecyl-phosphonique montrent une force moyenne pour S-Au
de 0.2 nN, ainsi qu'une périodicité sur plusieurs histogrammes a 0.1 nN, observée éga-
lement sur la jonction OH-Au qu’ils attribuent & un quantum de force de rupture d’une
liaison chimique individuelle. I’expérience de Gaub [47], pionier de la spectroscopie de
force, et réalisée sur polysaccharides nous indique que la valeur doit étre proche de
1.4 nN & 10 nN/s. L’ordre de grandeur de cette rupture est confirmé par une série
d’équipes [21],[19],[49], dont les mesures couplées aux valeurs de conductances déja
connues sur ces molécules garantit la fiabilité (deux observables ayant simultanément

été observées).

Impact de la vitesse de charge : Tao [49] précise qu’il existe une évolution de la
rupture S-Au avec la vitesse de charge, évolution dont le tableau montre les deux valeurs
extrémales a 1.1 nN (218 nN/s) et 1.6 nN (1722 nN/s). Dans le fil de leur exploitation,
un modele de type Bell-Evans est appliqué. La comparaison des 1.5 nN obtenus a 1440
nN/s par Tao avec les 1.4 nN obtenus & 10 nN/s par Gaub, soit & deux ordres de
grandeurs en vitesse de charge inférieur, invaliderait a priori ce type de modele pour
S-Au dans des régimes de vitesse de charge aussi élevés. Dans notre étude, la plage
de vitesses de charge sondées couvre 1 nN/s - 100nN/s, et nous permettra d’invalider
ou non la transposition du modele Bell-Evans dans ce type de jonction sur cette plage
de vitesse de charge. Des vitesses de charge différentes ne seraient donc a priori pas
le bon facteur expliquant cette variabilité. La raison nous provient d’une hypothese

vérifiée notamment sur les fluctuations de conductance, et évoquée précédemment sur
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I’hypothese aujourd’hui quasi-confirmée de la rupture Au-Au : la stabilité de la jonction
et par extension le degré de coordination de ’atome d’or qui sera responsable de la

rupture conditionne la valeur de force.

Implication du solvant : La correspondance des valeurs de Gaub obtenues a pH
7.4 avec celles de Wandlowski, dans une solution de decane contenant 0.2 mM de
molécules, ou encore celle de Vieira [5] réalisées sur or sous ultra haut vide semblent
nous indiquer une indépendance de la force de rupture avec le milieu. En effet si la
rupture intervient au niveau des liaisons métalliques Au-Au, il n’est pas surprenant
qu’aucun effet de solvant ne soit visible au moment de la rupture, bien qu’il le soit
peut-étre au moment de l'adsorption S-Au pour des valeurs de pH supérieures au
pKa du groupement thiol. Une équipe fait état de ce cas de figure en comparant en
spectroscopie de force la stabilité de la liaison S-Au & divers pH (5, 7.4, 8), et selon
loxydation de la surface [51]. Les traitements de nettoyage comme 1’ozonolyse (UV/Os3)
ou les solutions piranha (H2Og :H2SO4) sont connus pour étre des oxydants puissants,
pouvant mener a la formation d’une couche d’AuzOg [55] (selon ces auteurs). Notons
que 'oxyde d’or se décomposant a 160 © C, un simple recuit suffit a le réduire. Leur
résultats montrent une dépendance de la rupture or-or a son état d’oxydation, allant de
1.09 + 0.39 nN sur surface oxydée a 0.62 4+ 0.18 nN sur surface réduite qu’ils expliquent
par une contribution des réarrangements des atomes voisins différente dans chacun des
cas durant le processus d’accroche, une fagon d’incriminer la coordination. Ils observent
également que le passage d’'un pH 5 a pH 8 s’accompagne d’une augmentation de la
force de 0.60 + 0.12 nN a 1.09 £ 0.39 nN sur or oxydé, et de 0.50 + 0.11 nN a 0.62 £+
0.18 nN sur or réduit. Sous une forme thiolate (les pKa des groupements SH se situent &
des valeurs allant de 8 &4 13), nous comprenons que ’adsorption soit modifiée, mais son
impact sur la dissociation est assez surprenante. Une seconde série d’expérience ou la
fonctionnalisation est initiée in situ sur une surface d’or préalablement fonctionnalisée a
la cystéamine semble également montrer une diminution de la force (jusqu’a 0.574 0.17
nN sur AuO et 0.46 £+ 0.21 nN sur Au) en configuration auto-assemblée. Sans mettre
en doute un protocole dont nous ne sommes pas familier, nous notons néanmoins une

légére incohérence sur ce dernier point entre 'unicité de la mesure (chaque pointe ayant
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réagit extrait une cysteamine de la surface et ne peut étre utilisée que pour une seule
mesure) et la statistique que requiert I'estimation d’une force de rupture. Ce point

reste & éclaircir.

Conclusion :  Nous concluons de cette premiere étude que la rupture d’une jonction
soufre-or/or-or est observable, et que sa rupture se situe a haut régime de force tant en
milieu PBS (pH 7.4) qu’en milieu organique aprotique. Cette rupture s’accompagnerait
de réarrangements atomiques transitoires induisant un point de rupture au niveau d’un
cluster d’or, dont le degré de coordination conditionnerait la valeur de force. A priori,
méme extraits de la surface, les clusters greffés seraient encore réactifs, suffisamment
pour une étude statistique équivalente a celle de Gaub et Zhang. Nous situons cette
force autour de 1 nN, valeur qu’a priori le pH du milieu pourrait également moduler par
une meilleure stabilité de la liaison lorsque les groupements thiols sont en proportion
plus réduits. Concernant les constantes de raideur, la majorité des équipes fait état de
constantes élevées visiblement nécessaires a 1’établissement d’une jonction conductrice
et reproductible sur une statistique élevée, a I'exception de Gaub qui ne mentionne
pas de constantes de raideur. Néanmoins la faible valeur de charge (10 nN/s) couplée
a l'observation d’une élongation non-linéaire typique d’une signature sur levier souple
permet de la situer inférieure & 1 N/m. Par ailleurs I’équipe de Zhang mentionne des
constantes de raideur 0.02-0.03 N/m. Nous concluons que cette rupture est a priori
observable sur une large gamme de leviers [0.02-50] N/m pour des ordres de grandeur
de forces comparables. Pour finir, ’activation de la rupture basée sur un modele a une
barriére de type Bell-Evans a été observé, mais ces résultats contredisent ceux obtenus
a vitesse de charge inférieure de deux ordres de grandeur. Nous concluons que ce point

reste & éclaircir.

IT1.2 Liaison Azote-Or

Un second tableau IT1.2 regroupe les valeurs de force obtenues dans la littérature

sur jonction azote-or sur le méme traitement que précédemment.



32 CHAPITRE III. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Technique Equipe Charge Molécule Force (nN) Conductance (Gg)
I\ 1.8 £ 0.7(H) 5x10~% (H)
CS-AFM | Wandlowski [21] 125 nN/s N N\ /Y| 1.1+0.5 (M) 4x107° (M)
0.8+ 0.4 (L) 5x1076 (L)
. _ w | 0.6 £0.3(H) ~ 1073(H)
CS-AFM | Wandlowski [21] | 125 nN/s = 06 % 03 (L) 1 8x10-5(L)

-5

CS-AFM | Wandlowski [21] | 125 nN/s  [e~)—=rA)er| 00 %02 (H) 8x107° (H)

-3
CS-AFM |Venkataraman [56] 18 nm/s HZN_©7NH2 053 £ 0.09 0.2x10

k; non indiqué

18 nm/s |~~~ 0.69 + 0.06 9x10™4

CS-AFM |Venkataraman [56] k, non indiqué NH>
¢

- —4
CS-AFM |Venkataraman [56]|. ° nm/s |~~~ | 062 % 0.09 1.1x10

k; non indiqué

18 nm/s 7N 0.8 + 0.08 1x10~*

- N N
CS-AFM |Venkataraman [56] k, non indiqué| \— N\ /
7 N\__/ 1.48 + 0.01 (H) ~ 1073(H)
- N N
CS-AFM |Venkataraman [44]| 900 nN/s o N\ / 0.85 + 0.01 (L) ~ 1x10-4(L)
— -2
CS-AFM Tao [19] 1440 nNJs | ¥ _\ \ | 0BE02 1x10

NH,

1500 nm/s 0.17 4 0.05 [57] -

. . / - </N |:A
AFM Gaub [57],[6] k; non indiqué R A 0.145 + 0.083 [6]

HO OH

Table I11.2 — Liaison azote-or : forces de rupture et conductances.
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I11.2.1 Conductance

Les valeurs rapportées pour la conductance dans le tableau II1.2 présentent une évo-
lution cohérente : une diminution de la valeur avec une augmentation de la longueur
de chaine, ainsi qu’une dépendance de la conductance avec la géométrie du contact sur
un modele similaire & la rupture S-Au. En conductance les plateaux sont généralement
plus réguliers. N’étant pas de nature covalente mais donneur-accepteur, son énergie
de liaison (E;=0.92 €V) est significativement plus faible que son homologue soufre-or
(Ey=1.76 V). Cette différence d’énergie lui confére une mobilité supplémentaire au
niveau du point de contact, suffisante pour ponter sur des atomes d’or successifs sans
néanmoins forcer la formation de clusters transitoires. Elle apparait donc plus stable en
conductance. Les expériences réalisées par Scheer [58] confirment cette hypothése par
une comparaison des longueurs de plateaux de conductance sur octanediamine (ODA)
et octanedithiol (ODT) sur un montage MC-BJ sous ultra haut vide a 4.2 K. Leur
mesures rapportent une différence de longueur de quasi 2 nm, passant de 3 + 0.11 nm
sur ODT a 1.1+ 0.3 nm sur ODA. IIs observent également une contribution notable de
fluctuation de la conductance sur ODT dans 45 % des courbes qui apparait plus rare-
ment sur ODA (15 %) indiquant que la rupture de liaison N-Au ne s’accompagne pas
de déformations mécaniques durant la mesure. De nombreuses équipes font également

état de ce constat.

I11.2.2 Force : une absence de consensus

Il semble établi dans la littérature C-AFM que la rupture azote-or se situe entre 0.5
et 0.7 nN pour des amines primaires, et que cette valeur est susceptible d’augmenter
lorsque 'azote est inclus dans un cycle (bipyridine) jusqu’a un facteur 3. Sa mobilité
entraine une dépendance de la force avec le degré de coordination de 'atome d’or ainsi
que sa géométrie au moment de la rupture, induisant différents canaux de conductance
d’élevée (H) pour une force comprise entre 1.5 et 1.8 nN, & faible (L) & 0.8 nN. De fagon
assez troublante, I'article de Gaub révele dans des expériences de controles réalisées
sur PEG couplé a 'adénosine (nucléotide représenté dans le tableau, fonctionnalisation

a PEDC - 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide) et couplé a la thymidine
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FIGURE III.3 — Courbes de force réalisées sur adénosine et thymidine [6]. L’absence
d’interaction de la thymidine avec le substrat a permis de conclure sur la spécificité des
interactions amine primaire-or.

(nucléotide ne présentant aucune amine primaire) que seule ’amine primaire de ’adé-
nosine interagit avec l'or, interaction qu’il quantifie & 170 pN [57]. D’une part, la liaison
N-Au pour les amines primaires rompt & une valeur qui differe de plus d’un facteur
4 avec les valeurs avancées en C-AFM. D’autre part, lorsqu’inclus dans un cycle, leur
expérience semble montrer que 1’azote ne présente aucune interaction, ce qui contredit

a nouveau les valeurs avancées en C-AFM sur la bipyridine.

Implication du solvant : Un raffinement supplémentaire est apporté par la méme
équipe [6] ot une valeur de force & 145 pN est avancée a pH 8. Une étude en fonction
du pH est également conduite [57] et montre une sensibilité de la liaison N-Au a la
protonation de I'amine primaire. Le pKa d’une amine primaire se situant autour de 8-9,
ces auteurs ne rapportent aucune interaction a pH 5.5 ou la forme NH;)r ne présentant
pas de paire d’électrons disponible ne peut former de liaison un atome d’or, et une
augmentation des interactions & pH 8.5. L’auteur précise que cette valeur de force
est cohérente avec de précédentes calculs DFT estimant 1’énergie de la liaison Au-N a
32-42 kJ/mol pour une distance de liaison de 0.3 nm, ce qui correspond & une force

d’environ 185 pN [59], [60]. A nouveau, 'absence de contribution des azotes inclues
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dans le cycles au niveau de I’adénosine (au nombre de trois) est assez troublant en
regard des forces, parfois supérieures a 1.5 nN, obtenues sur la bipyridine (BPY) dans
les expériences C-AFM, et confirmées par trois équipes ayant elles-mémes observé des
forces de rupture a 1.5 nN sur les jonctions S-Au. A notre connaissance, aucune étude
ne fait état d’une estimation par spectroscopie de force d’une ou plusieurs barriere(s)

d’activation énergétique par variation de la vitesse de charge.

Conclusion : Les valeurs de cette étude montrent qu’aucun consensus au niveau de
la rupture N-Au n’est établi. Sa valeur dans le cas d’une amine primaire est inférieure
a la rupture Au-Au, car la liaison est de nature donneur-accepteur et est de fait moins
robuste que la liaison partiellement électrostatique/covalente S-Au, ou métallique Au-
Au. Des parametres tels que les constantes de raideurs peuvent étre écartés des lors
que les études sur jonction S-Au ont déja montré une stabilité de la liaison sur une
large gamme de leviers. De méme, les vitesses de charge sondées semblent indiquer une
indépendance de la mesure a ce facteur. La contribution du solvant est en revanche a
prendre en compte. La capacité de 'amine primaire a former de faibles liaisons hydro-
genes en milieu aqueux, inexistantes en solvant organique aprotique pourrait suggérer
une sensibilité de la force de rupture au solvant. L’hypothese d’un réarrangement de
la cage d’eau a proximité des groupements amines au moment de la rupture est a
considérer. Cette hypotheése serait également en accord avec les résultats pour la jonc-
tion S-Au sur laquelle a priori, le passage solvant protique/aprotique n’avait que peu
d’impact sur la valeur de force. Des expériences réalisées a la fois en milieu protique
et aprotique, avec variation de pH devraient nous permettre de vérifier I'implication
du solvant et la reproductibilité de ces valeurs. A notre connaissance, aucune étude
ne fait état d’une estimation par spectroscopie de force d’une ou plusieurs barriere(s)

d’activation énergétique par variation de la vitesse de charge.

Implication du groupement carboxylique : L’acide carboxylique est un des
groupements terminal du peptide. La seule référence répertoriant cette interaction avec
l'or en C-AFM [46] rapporte une force de rupture a 0.6 & 0.1 nN pour une conductance

a ~ 1073Gy dans le tetradecane. Cette étude constitue la seule sur cette liaison & notre
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connaissance.

III.3 Cas particulier des peptides

Dans les phénomenes de transport en régime tunnel cohérent et hors-résonance,
il a été montré que la résistance R d’une jonction dépend exponentiellement de sa
dimension selon 'axe de transport, autrement dit de la longueur de chaine pour une

jonction moléculaire, selon [61] :
R = Rpexp (BS) (II1.1)

ou Ry est une résistance de contact effective contenant les informations sur la nature
du contact électrode-molécule formé, S est le facteur de structure (5 = 0.85 Al sur
alcanedithiol [4]), dépendant du type de liaisons dans la molécule et des groupements
fonctionnels et S la longueur de la molécule. La dépendance de la conductance avec
les dimensions de la molécule étant établie, les jonctions de dithiols ou diamines com-
prenant plus de 8 carbones sont rarement étudiées, car les courants mesurés sont alors
trés faible. Néanmoins, nous rapportons dans des mesures réalisées sur decanedithiol
ayant donné une conductance de G' = 5.7 1076Gy, soit pour une tension de 0.1 V avec
Go = 775 S un courant de 44.2 pA [19]. Le niveau de bruit électronique de notre
installation en C-AFM sur la gamme de mesure [0-10] nA est inférieur 10 pN, et sur le
STM & 15 pA pour un gain de 10°. Pour les jonctions soufre-or, 10 carbones suffisent &
s’extraire de bruit électronique d’un facteur = 4. Cela correspond pour le decanedithiol
a une longueur soufre a soufre de 1.49 nm. Ces longueurs de transport sont atteintes

pour un polypeptide de 4 acides aminés, ce qui contraint notre étude.

Cependant, des études ont pourtant révélé qu’il était possible de mesurer la conduc-
tance d’un polypeptide de 12 acides aminés sur une séquence H(EL)5;C (H : histidine,
E : acide glutamique, L : lysine, C : cystéine) [7]. Ces plateaux de conductance, observés
a 1.7 nS sur la figure I11.4, un ordre de grandeur comparable & celui de '’heptanedi-

thiol, & un pH de 2, n’étaient plus présent a pH neutre. Les mesures de dichroisme
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FiGURE [II.4 — Histogrammes et plateaux de conductances obtenus sur une séquence
H(EL)sC a pH 2 (a), (b) et a pH 6.9 (c), (d) [7]

circulaire ont permis d’apporter une explication a ce constat : a pH 2, le polypeptide
présentait une structure alpha-hélicoidale tandis qu’a pH neutre, la structure était
majoritairement en enroulement aléatoire partiellement déplié. En hélice « , la dimen-
sion du peptide se réduit a 2.2 nm. Il a été donc suggéré que la structure avait une
influence sur le mode de transport, et qu’en configuration hélicoidale, le transfert élec-
tronique s’opérait via des mécanismes de saut d’électron (hopping) par I'intermédiaire
des groupements amides. Ainsi, des dimensions de peptide supérieures a 2 nm sont ca-
ractérisables a condition qu’une structure favorisant le transport a plus courte échelle

puisse avoir lieu.
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Chapitre IV

Méthodes expérimentales

Nous présentons dans ce chapitre les caractérisations préliminaires aux expériences
de spectroscopie de force, de mesure conductance, et de spectroscopie TERS. Les tech-
niques de champ proche sont sensibles a 'organisation de la derniére couche en sur-
face : la structure cristalline, ’auto-organisation des molécules adsorbées, la présence
de contaminants, sont autant de facteurs qui doivent étre contrélés en amont pour ga-
rantir la reproductibilité de la mesure. Une attention particuliere est donc portée a la
préparation des substrats mais également des sondes. La conception des pointes STM
et TERS, quelques étapes clés de la fonctionnalisation des pointes AFM et la prépa-
ration des pointes conductrice en C-AFM seront exposées. Une section est également
réservée a la justification des choix d’étude concernant le peptide. Nous discuterons
des contraintes liées au couplage des techniques AFM et STM résolues sur la méme

molécule en terme de choix de séquence et de milieu d’étude.

IV.1 Choix du peptide

Hélicité : L’hélice alpha est une catégorie de structure secondaire, une conformation
thermodynamiquement stable que peuvent adopter localement certaines protéines dans
leur environnement. Elle est favorisée par la formation périodique de ponts hydrogene
entre deux amides (NH; — O;44 avec i la position de l'acide aminé). Les valeurs données
pour un pas d’hélice vont de 0.52 a 0.55 nm. Sur un polypeptide, un pas d’hélice

correspond environ a 3.6 résidus (acides aminés) par tour. Tous les acides aminés ne

39
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favorisent pas la formation d’un enroulement. Les résidus promoteurs sont : la leucine,
la methionine, la lysine, le glutamate et l'alanine. Plusieurs études rapportent que
les motifs en poly-alanine meénent a une formation stable en hélice sur de courtes
séquences [62], [63], [64]. La propension de ce résidu & réduire les interactions inter-
chaines non désirables en fait un candidat idéal (simple méthyle en chaine latérale).
L’insertion réguliére de lysine suivant le motif AAAAK lui confére une structure tout
en garantissant son hydrosolubilité (I’alanine étant hydrophobe), condition nécessaire

compte tenu du protocole de fonctionnalisation de pointe.

Groupements C,N-terminaux : De part les chaines latérales de la lysine, plu-
sieurs groupements amines seront accessibles lors de la jonction or-peptide-or, ce qui
devrait permettre d’avantager la statistique de nos mesures. Néanmoins, la conduc-
tance étant sensible aux dimensions de la jonction, il est préférable de favoriser une
configuration ot la méme distance de transport sera parcourue pour chaque palier de
conductance. Pour cette raison, nous choisissons de placer une cystéine en C-terminal
et en N-terminal de notre séquence, qui garantiront un plateau constant d’une mesure
a lautre. La séquence choisie est donc : CK(AAAAK)2C (C : cystéine, K : lysine,
A : alanine). 1l s’agit d’une séquence déja présente dans la littérature sous une forme
polymérisée [CK(AAAAK),C],, en AFM-DFS, et dont la réponse en élongation a pu
étre caractérisée [65]. La figure IV.1 illustre ce peptide avec ses dimensions en structure

hélicoidale (a) et planaire (b).

Caractérisation de la structure : La séquence ne gouverne pas seule la confor-
mation du peptide, des facteurs comme la température ou la nature du solvant jouent
également un réle. De simples considérations thermodynamiques permettent de le com-
prendre. La grandeur associée & un changement de conformation est donnée par ’éner-
gie de Gibbs : AG = AH —TAS. Le passage d’une forme dénaturée maintenue par la
sphere d’hydratation et augmentant le nombre de configurations accessibles au peptide
(Pentropie d’un systéme est décrite par S = kT In {2 ou 2 correspond au nombre de
micro-états), & une forme structurée ot ce nombre de micro-états est considérable-

ment réduit se traduit par une pénalité entropique pour le peptide. Une telle forme



IV.1. CHOIX DU PEPTIDE 41
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FIGURE IV.1 — Illustration du peptide de séquence CK(AAAAK);C choisi pour cette
étude en structure hélocoidale (a) et planaire (b).

n’est donc pas favorable. Néanmoins, la diminution du volume d’hydratation lors du
repliement par éjection de molécules d’eau meéne a une augmentation de ’entropie
du systéme peptide/eau, le nombre de micro-états accessibles a ’eau étant augmenté.
L’entropie globale du systéme est donc augmentée. La diminution de ce volume d’hy-
dratation peut étre obtenue de plusieurs maniéres, notamment par 'utilisation d’un
solvant défavorisant les liaisons hydrogenes entre le peptide et sa cage de solvatation.
Le trifluoroethanol (TFE) en co-solvant est un agent promoteur d’hélicité connu pour

favoriser ces liaisons intra-chaines [66].

La figure IV.2 présente trois spectres d’absorbance réalisés en dichroisme circulaire
collectés dans de I’eau milliQ, en milieu PBS tamponné a pH 7.4, et en solution aqueuse
a 20% de HoO/TFE (v/v) (spectres réalisés au Laboratoire de Chimie de la Matiére
Condensée de Paris, LCMCP). Lorsque la molécule présente un degré d’hélicité, elle
induit un déphasage entre la polarisation droite, et gauche du faisceau incident polarisé
circulairement. Ce retard d’absorption a l'origine du signal observé est lié au pouvoir
rotatoire de la structure. Nous observons en solution HoO/TFE la présence de deux
bandes d’absorption UV a 222 nm et 208 nm caractéristiques d’une structure en hélice
a [64], [67]. Ces bandes sont considérablement atténuées dans le tampon PBS et 'eau
milliQ. La configuration du peptide dans ces milieux sera donc essentiellement en en-
roulement aléatoire. Notons que nous ne pouvons nous baser sur ces seuls spectres pour

donner un pourcentage quantitatif sur la proportion hélicoidale/enroulement aléatoire.
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FIGURE IV.2 - Spectre de dichroisme circulaire réalisé sur la séquence CK(AAAAK ), C
a différents solvants.

Un étalonnage est pour cela nécessaire, et est obtenu par variation de température, de

sorte & observer la transition de structure d’hélicoidale & dénaturée.

Solvant : Les mesures de conductance nécessitent un solvant non-conducteur. Dans
la littérature STM., le toluéne est souvent employé. Nous choisissons le tetradecane pour
sa faible toxicité et son faible taux d’évaporation. Le peptide n’étant pas soluble dans
ce solvant la caractérisation en spectroscopie-CD n’a pu étre conduite. Les mesures en
AFM-DFS seront conduite en milieu PBS et dans une solution aqueuse a 20% de TFE
(H2O/TFE (v/v) ).

IV.2 Préparation des substrats

Les surfaces sont préparées par dépot thermique d’or (99.999 % de pureté) sur
des feuillets de mica clivés, dans un évaporateur sous un vide secondaire (PFEIFFER
PLS 500). Des épaisseurs de dépot de 100 nm + 15 peuvent étre ainsi obtenues a
une vitesse dépot de 1 A/s et une pression de P = 2.107% 4 9.107% mbar durant le
dépdt. L'épaisseur est contrdlée par une microbalance a quartz Maxtek (TM- 400).

L’avantage du mica est multiple : des surfaces planes peuvent étre obtenues par simple
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clivage des feuillets de mica, et le dépdt d’or pouvant croitre dans la continuité du plan
du mica, il ne nécessite pas une couche intermédiaire de chrome. Les surfaces subissant
un traitement thermique lors de leur nettoyage, I’absence de chrome empéche une
contamination de la couche d’or par diffusion de chrome dans celle-ci. Avant 1’étape
de fonctionnalisation, les échantillons sont nettoyés par ozonolyse (UV/QOs3), rincés a
I’éthanol absolu, séchés sous jet d’azote, puis recuits a la lamme. Cette derniere étape
permet d’élargir les domaines d’or (111) par réarrangement des plans atomiques et

réduction des défauts de surface.

FIGURE V.3 — Image de topographie AFM en mode contact sur substrat d’or (a),(b)
et topographie STM (c).

Contréle de la topographie : La figure IV.3 présente sur (a) et (b) des images de
topographie AFM (mode contact) des surfaces obtenues apres cette étape. Sur 'image
en (a) nous observons la présence de plusieurs domaines délimités par des joints de
grains. La présence de cavités générées par le recuit mene a une rugosité de 3.2 nm. En
réalité sur un mono-domaine, les variations de hauteurs sont inférieures a 0.1 nm, et &
la limite du détection du levier. L’image de topographie (b) montre sur une coupe que
ces domaines peuvent s’étendre jusqu’a plusieurs centaines de nm. L’image STM en (c)
illustre un cas ou une reconstruction du plan cristallin (100) a été observée. Bien que
présentes, ces reconstructions restent en principe largement minoritaires. Des spectres
réalisés en DRX (diffraction de rayons X) fournis en annexe montrent que les plans
(111) contribuent pour la majorité.

Pour les mesures de conductance en C-AFM, les surfaces sont fonctionnalisées. Elles

sont plongées dans une solution de peptide (1072 M- 10=¢ M, allant de 20 min & 2h),
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F1GURE IV.4 — Images de topographie AFM réalisées en mode contact sur substrat d’or
fonctionnalisé par le peptide a 5x10~* M (a) et 1.75107> M (b) et coupes associées.

et subissent 3 cycles de ringage dans de I'eau milliQ de 20 minutes. La concentration
module le taux de recouvrement comme le montrent les images de topographie IV.4
réalisée & 5x107* M (a) et 1.7x107° M (b). Les coupes associées présentent quelques
exemples de hauteurs qui s’échelonnent entre 0.7 et 1 nm. Bien que la résolution latérale
soit limitée et sur-estime probablement les distance sur ’axe du scanner, nous observons
sur ces coupes que la réduction en concentration permet de descendre a des densités
de surface suffisamment faibles pour n’obtenir plus que quelques agrégats espacés de

plus de 50 nm.

Controle de I’adsorption :  Les mesures C-AFM nécessitent de travailler sur des
surfaces peu denses. Cette configuration peut étre obtenue par diverses méthodes. La
premiere consiste a travailler sur des substrats non fonctionnalisés, et a effectuer les me-
sures en milieu liquide dans une solution faiblement concentrée en molécules. Le peptide
étant insoluble dans le tétradecane, cette méthode ne peut étre utilisée. La seconde
consiste & travailler sur des surfaces préparées a faible concentration (107°-1075M).

C’est la méthode que nous avons choisie pour effectuer les mesures de conductance.
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Néanmoins, en vue d’un couplage force-conductance, il est préférable de se placer dans
une configuration ot les forces d’interaction entre les surfaces d’or nu (pointe et sub-
strat) seront minimisées. Le champ proche d’une surface non fonctionnalisée pose en
spectroscopie de force le probleme de I'impossible discrimination des interactions liées
a la molécule de celles liées au substrat si celui-ci n’est pas inerte. Nous avons donc
testé une troisiéme méthode ou la surface fonctionnalisée est mixte (binaire), avec une
proportion peptide/molécule template controlée par spectroscopie de photoélectrons X

(XPS).

L’expérience consiste a réaliser une matrice d’alcanethiols, ici du dodecanethiol
(DDT), a 'intérieur de laquelle viendront se greffer quelques peptides dont la concen-
tration sera quantifiée par XPS. Ces expériences préliminaires ont été réalisées sur le tri-
peptide glutathion (Glu(E)-Cys(C)-Gly(G), nommé GSH). Deux méthodes existent :
la co-adsoprtion et ’adosprtion séquentielle. Dans la co-adsorption, les deux molécules
sont présentes en solution a des concentrations variables, et viennent s’adsorber simul-
tanément. Les cinétiques d’adsorption difféerent d’une molécule & l'autre, et la relation
liant la concentration du peptide en solution et celle en surface ne sont pas linéaires.
Des études réalisées sur la co-adsorption d’octanethiol (OT) et octanedithiol (ODT)
[8] ont montré qu'un mélange binaire thiol/dithiol résulte en une adsorption quasiment
exclusive en dithiols et ce méme a de tres faibles concentrations, d’apres la figure IV.5.

Nous avons par conséquent choisi la méthode d’adsorption séquentielle. Les surfaces
sont préalablement fonctionnalisées au DDT & une concentration de 10~3 M pendant
2 heures, puis elles sont plongées apres ringage dans des solutions aqueuses de GSH a
des concentrations variables, allant de 104 M jusqu’a 10~8 M. I est attendu qu’'un
processus d’échange substitue localement le DDT au profit du GSH.

La figure IV.6 compare deux images de topographie C-AFM (mode tunnel) sur
SAM (monocouche auto assemblée) de décanethiol, et SAM mixte de DDT(10~3 M)
/GSH (10~* M) réalisées & I’air. Nous observons localement sur SAM binaire la présence
d’agrégats conducteurs, non présents sur la surface simplement reconstruite par les
alcanthiols. Ces agrégats peuvent provenir de GSH adsorbée en surface du DDT. Pour

vérifier si un processus d’échange a lieu, nous contrdlons 1’évolution de ’adsorption en
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FI1GURE IV.5 — Fractions molaires d’OT et ODT adsorbés en surface xsap en fonction
des fractions molaires en solution xso d’aprés [8]
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FIGURE IV.6 — Images de topographie C-AFM (mode tunnel) réalisées sur SAM d’al-
canethiol et sur SAM binaire alcanthiol(102 M) /GSH (10~* M)

fonction de la concentration en GSH par XPS.

Les analyses sont effectuées sur un spectrometre ESCA+(Omicron GmbH) sous un
vide de 1x10710 mbar. La spectroscopie de photoélectrons fonctionne sur le principe
d’excitation d’atomes sur des orbitales de coeur par absorption d’un rayonnement X,
dont I'une des voies de désexcitation mene a I’émission d’un photoélectron. Les niveaux
électroniques de 'atome étant modifiés par les liaisons chimiques, son environnement
direct peut ainsi étre sondé. Les spectres XPS présentés sur la figure IV.7 montrent
I’évolution de 'orbitale 1s de ’azote 1s et de la 2p du soufre. L’azote et le soufre n’étant
pas présents sur or nu, nous pouvons les utiliser comme marqueurs du tripeptide GSH.

Le spectre de 'azote présente deux contributions corrélables aux groupements amine
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FIGURE IV.7 — Spectres XPS de l'azote (1s) et du soufre (2p) sur SAM binaire
DDT/GSH a concentration variable en GSH.

et amide. La premiere correspond a la forme NHs, la seconde & sa forme protonnée
NH; L’existence de ces deux formes provient de la forme zwitterionique du GSH déja

observée dans la littérature [68].
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F1GURE V.8 — Ewvolution des rapports de concentration atomique en fonction de la
concentration de GSH en solution.

Sur la figure IV.8 I’évolution des concentrations atomiques du carbone, du soufre
et de l'azote normalisées par la concentration atomique en or (Au 4f) pour chaque
échantillon est analysée. Le ratio C/Au est de 1.43 sur surface fonctionnalisée au DDT

sans GSH, et de 0.85 sur or nur (correspondant au carbone de contamination). L’enri-
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chissement en GSH de la couche est marqué par une augmentation de la concentrations
en azote jusqu’a 107> M. La concentration en soufre lié est constante tandis que celle
en soufre non-lié diminue. Néanmoins, ces variations, tout comme celles observées pour
le carbone n’interviennent pas sur un ordre de grandeur suffisant pour conclure sur un
processus d’addition de GSH ou de substitution. Nous pouvons néanmoins conclure
qu’a des concentrations de I'ordre de 10~® M, la proportion de GSH en surface n’est

plus détectable.

IV.3 Préparation des sondes

IV.3.1 Pointes STM/TERS

En STM-BJ, les dimensions de ’apex conditionnent en grande partie la reproducti-
bilité du contact atomique. De faibles rayons de courbure sont préférables. Néanmoins
par commodité, les pointes sont généralement congues par clivage manuel, et travaillées
jusqu’a ce que des plateaux a G reproductibles soient obtenus. Pour les mesures de
topographie STM et TERS en revanche, un contréle fin de 'apex est nécessaire. En
STM de faibles rayons de courbure garantissent une meilleure résolution. En TERS,
la pointe doit permettre 'exaltation du champ électrique local par la création d’un

plasmon de surface polarisé.

Pour ce type d’expérience, les pointes sont congues par dissolution électrochimique
sur un montage a deux électrodes. Un fil d’or de 0.25 mm de diametre est plongé dans
une solution 50 :50 de HCI & 37 % et d’ethanol absolu. Dans ces proportions, une faible
rugosité de surface au niveau de l'apex est attendue [69], [70]. Un anneau de platine
cerclant la pointe est placé a linterface air/liquide, de sorte & ce que la dissolution
se produise au niveau du ménisque capillaire formé par la solution autour du fil. Des
potentiels compris entre 1.5 et 2.4 V produisent des pointes de rayon de courbure
inférieurs & 100 nm [69]. Le courant mesuré décroit au fil de la dissolution jusqu’a
chuter a zéro. Les temps de coupure obtenus, généralement autour de 500 secondes,
sont un premier indicateur de la qualité de la pointe.

L’apex est mesuré & partir d’images obtenues en SEM-FEG (field emission gun
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200 nm
[ ]

FIGURE IV.9 - Image SEM-FEG de pointes STM Au préparées par dissolution élec-
trochimique.

scanning electron microscope), sont la figure IV.9 montre un exemple avec Pagrandis-

sement correspondant. Le rayon de courbure est ici estimé a 63 nm.

IV.3.2 Pointes C-AFM

Les pointes AFM utilisées sont des pointes commerciales multi-levier en nitrure de
silicium composées de 4 leviers triangulaires et une poutre pour les MLCT/MSCT, et
deux leviers triangulaires pour les DNP10. De sorte a réaliser une jonction électrique
en C-AFM, elles sont ensuite métallisées par pulvérisation cathodique( Pfeiffer, PLS
500). Un premiére couche adhésive de chrome est déposée par évaporation thermique
4 0.3 A/s, soit une épaisseur entre 7 et 15 nm (P=2.10"5- 9.1075 mbar). L’or est
ensuite déposé par pulvérisation & un taux de 7-8 nm/min jusqu'a 60 nm/min pour
les dépots plus importants. Des épaisseurs de 30 nm sont obtenues. L’épaisseur de
dépot d’or a été choisit pour permettre un recouvrement optimal de toute la surface
sans néanmoins modifier drastiquement la constante de raideur des leviers par une
variation trop importante de masse.

La difficulté d’établir un contact électrique reproductible nous a également mené a
travailler sur des épaisseurs de dép6t plus importantes (60, 80, 100 jusqu’a 200 nm).
La continuité du contact électrique sur ’ensemble du levier jusqu’au support de pointe
n’est contrélé qu’au moment de la mesure. Egalement, étant donné la faible surface
des leviers, la composition de la surface ne peut étre contrdlée par XPS. Elle est donc

obtenue par 'analyseur X de notre SEM-FEG.
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F1GURE IV.10 — Image SEM-FEG de pointes AFM commerciales recouvertes d’or par
pulvérisation cathodique.
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FIGURE IV.11 — Spectre de fluorescence X sur leviers MLCT/DNP10 aprés dépot d’or.

Les pointes ne pouvant subir de traitement thermique de part la fragilité des leviers,
elles sont nettoyées par ozonolyse, rincées a 1’éthanol et séchées sous un flux continu

d’azote a faible pression.

IV.3.3 Pointes AFM fonctionnalisées

Nous utilisons des leviers commerciaux (MSCT, Bruker) fonctionnalisés suivant
un protocole développé par 1'équipe d’Hermann Gruber (Institute of Biophysics, Jo-
hannes Kepler University Linz, Autriche) [71],[72], [73]. D’autres protocoles existent,

dont certains sont également largement utilisés comme la méthode APTES. Dans
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cette méthode, la surface de la pointe subit une silanisation qui la recouvre de (3-
aminopropyl)-triethoxysilane. Cette méthode présente I'avantage de rendre fonction-
nalisable un grand nombre de surfaces présentant des oxydes. Néanmoins, le réseau de
silanes sur lequel est fixé 'agent de couplage peut parfois polymériser et induire une
élasticité additionnelle. Ce phénomene est rapporté dans la littérature [74], [75]. La

figure IV.12 illustre 3 des étapes principales de ce protocole.

1) ;Eginjréoéamme 2) PEG18NHS 3) Ehtanolamine NaBH3CN
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F1GURE V.12 — Lllustration des principales étapes du protocole de fonctionnalisation.

Aminofonctionnalisation : A I'étape 1), les leviers oxydés en surface (SisNy —
SiOH sur la derniére couche de nitrure de silicium) sont plongés dans un bain d’étha-
nolamine/DMSO préalablement dégazé sous dessicateur, pendant 12 heures & tempé-

rature ambiante de sorte & assurer un recouvrement par les amines.

Pegylation : A Détape 2), 'attachement de lagent de couplage, lacetal PEG(18)-
NHS (ici présenté en terminal aldehyde) est réalisé par réaction des groupements ma-

lémide (NHS) du linker sur les amines dans une solution de chloroforme/triethylamine.

Greffage du peptide : A Pétape 3), les groupements acétal sont activés (réaction
acétal/aldehyde) et mis en présence d’une solution aqueuse de peptide & 2x1076M.

Une solution basique (0.1 M NaOH) de sodium cyanoborohydrique initie le greffage
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par liaison covalente entre le peptide via 'une de ses amines, et I’adehyde en bout de
linker. En fin de réaction, quelques pL. d’éthanolamine sont ajoutés de sorte a ramener
le pH a des valeurs plus faibles limitant la dégradation du peptide a cette étape. L’étape

de couplage du peptide ne peut étre contrélé qu’en spectroscopie de force.



Chapitre V

Méthodes statistiques et

numériques

L’interprétation d’un processus possédant sa propre statistique pose le probleme
d’une représentation adaptée. Les volumes de données sur lesquels nous travaillons
sont conséquents. Une expérience de spectroscopie de force fournit en moyenne des
jeux de quelques centaines a plus de mille courbes. Sur chaque courbe, seuls les points
associables a une rupture sont pertinents pour I'exploitation. Il faut donc dans un pre-
mier temps pouvoir extraire ces points de facon automatique. Dans les configurations
ligand-récepteur, la surface est fonctionnalisée avec le récepteur, et la pointe avec le

ligand. Deux cas de figure s’offrent alors :

1. la courbe ne présente aucune rupture : il n’y a pas eu de reconnaissance, la
courbe est décomptée dans la catégorie des non-événements. Ce cas de figure

représente dans ces configurations 90 % des contributions [76].

2. la courbe présente une rupture : une reconnaissance a probablement eue lieu,

et peut potentiellement étre attribuée a l'interaction.

Sur ces 10 % restant, des biais peuvent intervenir. La faible densité de molécules, op-
timisée de sorte a maximiser les interactions en molécule unique, la conformation du
ligand au contact de son récepteur présentant ou non son site d’accroche ou encore
la présence de contaminants sont autant de facteurs qui peuvent induire des événe-

ments non-attribuables a 'interaction ciblée. Le succes de la fonctionnalisation n’étant

53
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garanti qu’au moment de la mesure et apres observation sur un grand nombre d’évé-
nements, de fonctionnalisations et de controles, un raffinement est alors nécessaire. Ce
raffinement est obtenu par un classement visant a dissocier les événements spécifiques
attribuables & l'interaction cible, des événements non-spécifiques non-attribuables a
cette interaction. Dans notre cas, la surface n’est fonctionnalisée avec aucun récepteur.
La probabilité de ne détecter aucun événement est donc diminuée, au profit d’une aug-
mentation des événements spécifiques mais également non-spécifiques. Nous devrons
donc veiller dans un second temps a n’exclure de la spécificité que les événements qui
a priori doivent effectivement 1’étre.

En conductance, le nombre d’interactions posséde une statistique relativement favo-
rable. Il n’est limité que par la dégradation de la pointe, et est reproductible dans plus
de 40-50 % des cas lorsqu’une bonne stabilité mécanique est obtenue [34]. Nous verrons
qu’en pratique, ce pourcentage est dans notre cas largement sur-estimé, et le nombre
de courbes présentant un plateau de conductance corrélable & un contact électrique par
le jonction or-molécule-or est comparable aux expériences de spectroscopie de force.
Un traitement reconstruisant les courbes présentant une jonction au profit de celles
n’en présentant pas doit donc également étre développé pour permettre 'estimation
des canaux de conductance les plus probables. Les sections suivantes présentent les
méthodes numériques qui ont été développées pour répondre a cette problématique.
Notons que des programmes existent [77], ainsi que des algorithmes de détection [78],
[79], mais a notre connaissance aucun n’inclut la correspondance avec la conductance
simultanée qui était le coeur de ce projet. Egalement, quelques équipes mentionnent
l'utilisation de routines développées sous IgorPro 6 [80] mais utilisées en interne et
non fournies. Finalement, la majorité des équipes font ce traitement manuellement,
ce qui pose le probleme du biais possible introduit par 'utilisateur. Ce probléme est

particulierement critique lorsque le processus est sous-échantillonné.

V.1 Traitement des courbes de force

Les fichiers de courbe de force présentent deux types de données : la déflexion du

levier D (nm), la déflexion du levier convertie en force F (pN). Sans calibration préa-
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lable, la déflexion du levier lors de l'acquisition se présente en Volt, qui est la mesure
directe en sortie de photodiode. La mesure du facteur de sensibilité, correspondant a la
pente de la partie répulsive dans son domaine linéaire permet d’obtenir la conversion
V/nm. Par la détermination de la fréquence de résonance du levier via la mesure du
bruit thermique (énergie dissipée du levier oscillant dans le milieu en fonction de la
fréquence des oscillations) la constante de raideur du levier en N/m est obtenue. La

déflexion en nm peut alors étre convertie en pN.

V.1.1 Pré-traitement
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FIGURE V.1 — Courbs de force brute dont les zones 1 (a), correspondant d la zone 2
d’oscillation libre (b) et en représentation force-distance c). La déviation standard est
ici a 3.7 pN.
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Ligne de base :  Les forces se présentent sur une échelle relative, comme illustré sur
la figure V.1 a). Les courbes sont donc ré-ajustées par une simple régression linéaire
de sorte a fixer le 0 pN sur la partie ot le levier oscille librement (zone 2 sur la figure
a). La portion ajustée est généralement fixée au premier quart de la courbe. Sur les Ny
premiers points (N7 = [10?-10%] dépendant de la résolution), la déviation standard du
bruit d’oscillation libre A fgq est calculée. Le coefficient directeur de la ligne de base a
est comparé a Afgq. Sia > Afgq, un pic était présent sur cette portion et la courbe

est exclue, a < Afgq la courbe est acceptée.

Représentation force-distance : La rampe est ensuite construite. Elle correspond
a la trajectoire du piézoélectrique zpjezo (nm) et est indépendante de la calibration du
levier. La distance pointe-substrat est obtenue selon : z = D+2pje.0 (avec D la déflexion
en nm) [26]. En représentation force-distance, la force appliquée au dela du point de
contact correspond & une distance nulle V.1 a) (zone 1 sur la figure a)). Néanmoins
un offset en distance Azy g est parfois présent dans cette zone. Sur cette portion, la
moyenne des No premiers points est utilisée pour re-calibrer la courbe (N = [50-500]
dépendant de la résolution). Les courbes sont ensuite envoyées vers un algorithme
de détection des événements de rupture. La détection n’utilise pas de critére sur la
distance, contrairement au classement. Réaliser cette étape sur F(2piez0) ou sur F(2)

ne modifie pas I'exploitation.

V.1.2 Détection des ruptures

Un événement de rupture se caractérise par une discontinuité dans la courbe de
force. Lorsqu’un agent de couplage est introduit, ce processus se décompose en deux
temps : 1) une premiére phase d’élongation ou la courbe F(z) suit un chemin continu
décrit dans le cas du linker PEG par le modele EFJC, 2) une seconde phase immédiate
ou le décrochage induit un saut au niveau du levier qui peut soit revenir a la ligne de
base, soit décrire d’autres chemins d’élongation. Plusieurs critéres apparaissent ici, et

nous permettent de traduire numériquement cette discontinuité :

1. elle est supérieure au seuil de détection : condition sur la force,
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2. elle correspond a un changement abrupt de force : condition sur la dérivée de

la force,

3. elle réalise un minimum local : condition sur la distance en équivalent nombre

de points.

A partir de ces trois criteres, nous pouvons construire ’algorithme.

Détection des discontinuités : Cette étape est réalisée a partir du calcul de la
variance glissante de la courbe, outil particulierement adapté a ce type de processus.
Quelques travaux rapportent son utilisation dans la détection de ruptures [81], [82],
mais également dans des domaines plus variés comme l'analyse financiere [83] pour
évaluer les variations d’indicateurs dans des séries temporelles. Utilisant la propriété

suivante :
Var(aX +b) = a*Var(X) (V.1)

la variance glissante 032- est calculée sur I’ensemble des j points de la courbe comme

suit :

nfl

(n))? (V.2)

:0

ou n correspond a la taille de la fenétre glissante prise entre 5 et 10 points en
fonction la résolution de la courbe, f;j_; est la valeur de la force au point j-i et p;(n)
est la moyenne de la force dans l'intervalle n. Par un choix de fenétrage judicieux,
chaque saut de force est caractérisé par un maximum de la variance dont les bases
constituent les bornes de recherche du minimum local. Les figures V.3 et V.4 illustrent

cette méthode. Les changements de signe obtenus par :

D(Var) = d

T (V.3)

donnent la fenétre de recherche. La force est déduite du minimum dans cette fenétre.

L’exemple présenté sur la figure V.4 illustre la nécessité de seuillages explicites.
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F1GURE V.2 — Exemple sur une courbe présentant de multiples interactions. La ligne
rouge présente un seuillage arbitraire.
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FiGURE V.8 — Illustration de la méthode de sélection sur un agrandissement de la
courbe précédente pour le septieme pic.

Six pics sont visibles sur la courbe. Nous observons qu’en fixant un premier seuillage
grossier sur la variance, ’ensemble des contributions peuvent étre dégagées dans un
méme set. Néanmoins, ce seuillage inclut également des contributions émanant du bruit

(notées N sur la figure) et qui devront étre filtrées a partir de conditions sur la force.
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Seuil de détection absolu | f | : La portion utilisée pour effectuer la correction
sur la ligne de base est remise a profit pour déterminer ce seuil. Un multiple de la
déviation standard A fgg est choisi. Généralement, A fyq fluctue autour de 2-15 pN,

et fixer ce multiple a 5-10 suffit a se dégager du bruit d’environ 50 pN.

Seuil de détection relatif | Af | :  Lorsque de multiples ruptures sont expérimen-
tées, les élongations sont indissociables, et ’écart en force entre deux discontinuités est
considérablement réduit. De sorte a ce que ces ruptures soient prises en compte, un

second seuillage inférieur a | f | est fixé, généralement pris a 20 pN.

V.1.3 Classement

L’extraction de F* dépend de ’ensemble dans lequel elle est prélevée. Le classement
qui suit est justifié dans la section résultats. Si N est le nombre de ruptures détectées
dans la courbe, et Azy la distance pointe-substrat & laquelle elles interviennent, leur

forces seront classées suivant :

N=0 - - -
N=1 Az < [2-5] nm | non-spécifique -
N=1 Az > [2-5] nm spécifique unique
Az < [2-5] nm | non-spécifique -
N=2 . .
Az > [2-5] nm spécifique unique
N=2 22 i E:g EE spécifique multiple
N > 2 Az < [2-5] nm | non-spécifique -
Azns1 > [2-5] nm spécifique multiple
N>2| Azy > [2-5] nm spécifique multiple

Le cas particulier N = 0 correspond au cas ou aucun pic n’est détecté. Il est
également décompté dans une catégorie d’événements, mais n’est pas comptabilisé
dans le non-spécifique qui représente chez nous un type d’interaction. Egalement, le
dernier & Az > [2-5] nm sera regardé et comparé a la contribution du pic unique.

La figure V.4 présente quelques exemples de courbes de forces telles qu’obtenues

dans le programme. Le code couleur suit le classement indiqué.
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FIGURE V.} — Exemples de détections de ruptures sur plusieurs courbes de force. Le
pic en rouge correspond d I’adhésion non-spécifique, en vert sont les ruptures multiples,
en orange la derniére interaction.

V.1.4 Représentation

Le classement permet de décompter les forces dans des catégories séparées. Extraire
les modes de rupture les plus fréquents F*, revient a extraire les maxima locaux d’une
densité de probabilité dont les variables indépendantes, les mesures de force, consti-
tuent les observations. La seconde étape du traitement consiste a construire cette
densité de probabilité p(F). Par commodité, p(F) est souvent estimée par un histo-
gramme. Il présente I'avantage d’étre simple d’utilisation, tous les points sont affectés
par la méme pondération (il ne présuppose aucune connaissance de loi probabiliste
régissant le phénomene échantillonné), et permet une visualisation graphique appré-
ciable. Il présente néanmoins le probleme de dépendre de la largeur de classe h et d’étre

discontinu.

Largeur de classes :  Si p(f) est la distribution, et p(f) son estimation, nous avons

pour f € Fj, ou Fj, est ’ensemble des réalisations dans la k-ieme classe la représentation
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par histogramme suivante :
1 n
pu(f) = %Z 1{fi € Fx} (V.4)
i=1

ou n est le nombre de réalisations, h la largeur de classe et 1 la fonction indicatrice.

Nous voyons que cette estimation est modulée par le produit nh.
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FIGURE V.5 — Histogramme dressés a partir du méme jeu de données a trois nombre
de classes m différents.

Nous voyons sur ’exemple V.5 que la largeur de classe permet de varier la modalité
de ’histogramme arbitrairement. En réalité, la représentation par histogramme n’est
fidele & la distribution du phénomene que lorsque la condition dgyy (P, p) n_)—+>oo 0Ooun
est le nombre de réalisations. En pratique, la rupture unique est un événement rare et
les histogrammes sur lesquels nous travaillerons seront souvent sous-échantillonnés.
Plusieurs criteéres existent pour déterminer h en fonction de I’échantillonnage des don-
nées (MSE, MISE, AMISE) mais font intervenir la densité de probabilité qui sera dans
notre cas une inconnue. Nous choisissons d’utiliser le critére de validation croisée (CV,

cross-valitation criterion) qui ne dépend pas de p(f) :

2 n+1

OV = 3 =D ™ hn =1 2=

(V.5)

avec n le nombre de réalisations, m le nombre de classes et nj le nombre de réali-
sations dans la k-ieme classe parmi les m.
En reprenant ’exemple précédant, nous observons que la fonction CV(h) passe par

un minimum a la largeur de classe optimale, qui est obtenu pour cet échantillonnage
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F1GURE V.6 — Estimation de h selon le critére de validation croisée, et histogramme
estimé.

a 21.4 pN.

Densité de noyaux : Cette méthode généralise la représentation par histogramme.
L’estimation par histogrammes est la plus fréquemment utilisée en spectroscopie de
force, mais ce n’est pas la seule permettant d’estimer p(f). Dans la méthode de densité
de noyaux (kde, kernel density estimation), chaque réalisation est pondérée par une
distribution, le noyaux, dont la fonction représente la distribution. La représentation
par histogramme est retrouvée lorsque cette distribution est uniforme. Dans notre cas,
cette distribution sera une gaussienne dont la largeur a mi-hauteur sera prise égale au

bruit d’oscillation libre du levier.

L’exemple V.7 présente I'estimation par noyaux superposée a ’histogramme précé-
demment obtenu. L’enveloppe permet dans le cas de distributions multimodales d’ex-
traire de fagon automatique les forces réalisant les maxima F* associés aux distributions
p(f). Cette méthode présente I'avantage considérable de rendre continue et dérivable
une fonction qui, représentée par histogramme ne l’est que par morceaux. Dans cette
configuration, il pourrait étre possible d’ajuster directement la barriere énergétique
par sa fonction p(F) suivant une méthode proposée par Gaub et déja discutée dans la

section modeles.
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FIGURE V.7 — Estimation par histogramme superposée a son estimation par la méthode
des noyauxr (KDE).

Cartographie force-distance : Nous voyons a présent la derniere représentation
dont nous avons tiré parti pour contréler la distribution des interactions. Lorsque la
molécule est reliée a la pointe par un agent de couplage, la distance devient un critere
permettant de clarifier si le maximum F* est effectivement corrélable a l’extension
d’une chaine de polymere, au dela du simple critere en distance Az. Une méthode
rigoureuse consisterait a ajuster par un modele d’extension chaque trajet non-linéaire
décrit par la courbe d’élongation. Les grandeurs associés & ces modeéles (nous pensons a
L) permettent de déterminer si cette élongation correspond effectivement a celle d’une
chalne unique. N’ayant pas développé cet axe en routine, nous choisissons d’observer
conjointement la distance de rupture a sa force. Nous précisons également que cette
représentation est a l'origine du classement en distance dont nous avons fait usage.
La figure V.8 montre 4 exemples de cartographies réalisées sur la distribution force-

distance des événements de rupture unique.

V.1.5 Discussion

En conclusion, les maxima F* sont extraits a partir de la densité KDE superposée a
leur représentation par histogramme (qui reste la représentation de référence en AFM-
DFS). La distribution de ces maxima est contrdlée sur la cartographie force-distance,

de sorte a valider I’attribution de la signature a un dépliement, et sa reproductibilité
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FicUure V.8 — Cartographies force-distance réalisées sur 4 jeur de données pour l’in-
teraction événement unique.

dans le jeu de donnée.

V.2 Traitement des courbes de conductance

La signature en conductance d’une jonction moléculaire est marquée par une pla-
teau de courant constant. Parfois, la longueur du plateau (>0.1 nm) associée a une
statistique favorable (1 courbe sur 2) suffisent & fournir un nombre de points suffisants
pour contribuer dans un histogramme, ce qui dispense d’un traitement numérique de
sélection. Nous avons constaté dans nos expériences que cette occurrence était faible,
et la grande majorité des courbes ne présente aucun plateau. La nature des courbes et
leur origine sera discutée dans la section résultats.

Pour le STM dédié aux mesures de contact atomique/moléculaire, un programme lab-

view ainsi que son extension matlab développée lors de précédents travaux permettent
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de sélectionner manuellement les courbes présentant des plateaux de conductance.
L’histogramme est construit a partir de cette sélection. Pour les mesures en C-AFM,
le logiciel Nanoscope ne dispose d’aucune routine intégrée. Un programme a donc été

développé et est présenté dans ce qui suit.

V.2.1 Pré-traitement

Les fichiers bruts sont exprimés en volt, qui est le signal en sortie du convertisseur

courant-tension, et sont convertis avec un facteur de sensibilité issu de I'amplificateur

de courant.
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FiGure V.9 — Courbe de conductance (a) et agrandissement de la zone 1 (b). La
déviation standard est ici a 1.8 pA.

La courbe I(z) peut se décomposer en 3 parties comme présenté sur la figure V.9.
La premiere partie ne comporte que le bruit électronique qui a priori ne contribue
pas dans les mémes ordres de grandeur que les paliers. Si une contribution intervient,
elle sera filtrée. La troisieme partie correspond a la zone de saturation. Elle garantit
I’établissement du contact mais n’est pas utile a ’exploitation. La seconde partie est
la partie utile. Sur un échantillonnage a 10.000 points, elle est représente quelques
centaines points. Les courbes présentent généralement un offset < 1 pA induit par

I’amplificateur et corrigé par une moyenne sur les 100 premiers points de la courbe.
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V.2.2 Filtrage

Plusieurs signaux parasites peuvent apparaitre dans les mesures de courant et gé-
nérer des artéfacts dans ’histogramme. Ces signaux peuvent provenir de I’extérieur ou
étre générés directement par la chaine de mesure, peuvent étre aléatoires (bruit blanc)
ou présenter une périodicité. Des filtres en fréquence ou de techniques d’isolation sont
généralement utilisés pour les éliminer. Le bruit a 50 Hz provenant des alimentations
par exemple est réduit expérimentalement en isolant le systeme a I’aide d’une cage de
Faraday. En C-AFM, les mesures en milieu non-conducteur se font avec une cellule
liquide, dont les dimensions ont nécessité une modification de la cage. Les premieres
courbes que nous avons acquises avant cet ajout peuvent alors présenter une contribu-

tion a 50 Hz que nous avons filtré numériquement.
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FIGURE V.10 — Exemple de courbe de conductance bruitée (a) et filtrée (b) sur jonction
or-peptide-or en C-AFM. Lorsque lordre de grandeur des artéfacts contribue dans le
palier, ce signal doit étre filtré.

Les pics associés a ce bruit visible sur la figure V.10 sont périodiques, mais les
indices auxquels il apparaissent dans le courbe peuvent différer de quelques unités
d’un pic a lautre, par conséquent un filtrage basé sur le motif de répétition ne peut
pas étre appliqué. Le bruit électronique STD est déterminé sur les 100 premiers points
de la courbe. Sur une gamme d’amplification & 1 nA/V, ce bruit est de Alyqy = 1.8

pA. La portion du signal supérieure a 2A 144 est évaluée. Lorsqu’une valeur d’intensité
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I,, est séparée de plus d'un indice de la suivante I,,1, c’est que le signal est discontinu
sous ce seuil, et correspond au bruit. Une nouvelle valeur est attribuée : la moyenne

des n+1 et n-1 indices encadrant 1.

V.2.3 Reconstruction des plateaux

Pour qu'un plateau de conductance participe significativement dans I’histogramme,
il faut qu'un nombre conséquent de points y contribuent et que sa dispersion soit mi-
nimale. Plusieurs facteurs peuvent élargir sa pondération dans I'histogramme : le bruit
électronique, une contribution tunnel ou sa faible occurrence sur ’ensemble des courbes
par exemple. Les fluctuations liées a4 un réarrangement atomique/moléculaire n’entrent

pas cette catégorie puisqu’ils forment un mode de transport.

Un saut en conductance étant marqué par une discontinuité, une méthode simi-
laire au traitement des courbes de force peut étre appliquée. La variance glissante o2,
est déterminée sur I’ensemble de la courbe. Entre chaque maximum de o2, la courbe
est évaluée en fonction du nombre de points Nyes et de leur dispersion. Deux seuils
sont fixés : la distance minimale en nombre de points IV, contribuant au palier et la
dispersion maximale tolérée en multiples du bruit électronique Ny * Al y. Trois cas de

figure se présentent :

1. la déviation du palier est supérieure au seuil de bruit fixé

Algtatest > Ny x Algyq - le palier est ignoré,

2. la longueur du palier est supérieure au seuil utilisateur Nies; > N, et la condition
Algiq test < Ny Algq est réalisée : un palier est effectivement présent, et peut

étre reconstruit,

3. la longueur du palier est inférieure au seuil utilisateur Ny < N, mais la
condition Algq test <Np* Algq est toujours réalisée : le palier est soit inexistant,
soit présent mais une discontinuité imputable a un réarrangement ou au bruit

a contribué dans la variance, il doit alors étre évalué.

Cette évaluation se fait sur la distance. Tant que Algg est < Np* Algq , le nombre

de points dans le palier Ni.s est augmenté. Des que Alggest > Np * Algq, 'itération
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est arrétée et la longueur du palier est a nouveau évaluée :
1. si Niest > Np, alors le palier est reconstruit
2. si Niest < Np, il est ignoré.

La figure V.11 présente quelques exemples de courbes de conductance reconstruites
en fixant N, & 50 points (~ 0.2-1 nm selon I’échantillonnage de la courbe) et N, = 20

(40 pA de déviation STD tolérée).
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FIGURE V.11 — Ezemple de courbes de conductance obtenues sur jonction or-peptide-or

d Viias = 0.1 V. La courbe en bleu représente les données brutes, la courbe rouge sa
reconstruction en paliers.

Les courbes reconstruites (rouge) montrent que localement, le signal peut étre forcé
a zéro lorsque la partie de la courbe n’est pas suffisamment définie pour extrapoler un
palier. Dans les portions reconstruites, le signal est donné par I'intensité moyenne entre
les bornes. La figure V.12 montre I’application de cette routine sur un jeu de données

comprenant 11 746 courbes de conductances non triées et réalisées sur jonction molé-
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culaire or-1,8 octanedithiol-or. Les histogrammes en rouge correspondent aux données
brutes, et sont donnés pour deux valeurs de classe : 20 pA a) et 230 pA b). Sans re-
construction, aucune contribution n’est visible. Les histogrammes réalisés sur courbes
reconstruites en revanche montrent une contribution & 4 nA, ce qui & une tension de
92 mV correspond a 43.4 nS, soit 5.6x107%Gg, ce qui correspond a la conductance de

deux molécules d’ODT.
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F1GURE V.12 — Histogrammes sans sélection sur jonction or-1,8 octanedithiol-or pour
deuz valeurs de classes (bin) et 11 746 courbes. Les histogrammes en rouge a),b) sont
construits d partir des données brutes, en noirs c),d) d partir des paliers reconstruits.
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Chapitre VI

Caractérisation mécanique de

I’interaction Peptide/Or

Au cours de ce chapitre seront exposés les résultats en spectroscopie de force carac-
térisant U'interaction peptide/or, ainsi que les contrdles qui nous ont permis d’attribuer
les signatures a notre systeme. La majorité de ces expériences ont été conduites dans
un milieu tamponné au PBS (phosphate buffered saline) ou la conformation est ma-
joritairement en enroulement aléatoire. Une caractérisation complémentaire est donc
également présentée en milieu promoteur d’hélice a. Les forces de ruptures sont ex-
traites a partir d’une routine développée sous Matlab faisant I’objet du chapitre 5.
Les critéres du classement en interaction spécifique/non-spécifique sont discutés plus
en détail dans la section suivante. La comparaison des forces extraites avec les expé-
riences de controle permet de valider la spécificité de I'interaction. La comparaison de
ces mémes valeurs avec celles rapportées dans la littérature permet leur attribution
aux groupements amines et thiol du peptide. Ces expériences ayant été conduites a
plusieurs vitesses de charge, une correspondance avec des modeles dynamiques (Bell-
Evans et Friddle-De Yoreo) pourra également étre testée a la fois sur notre systéme, et
sur un systéme ligand/récepteur de référence (biotine/streptavine) Nous discuterons
de la pertinence de ’application de ces modeles a notre systeme. Enfin, une derniere
section sera consacrée a la caractérisation de ’élongation, et la mise en place d’une

méthode limitant les biais d’estimation lors de I'ajustement de I’agent de couplage.

71
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VI.1 Un probleme de représentation

VI.1.1 Représentation par histogramme

La caractérisation d’une interaction n’a de sens qu’apres étude de I'influence de la
vitesse de charge. L’obtention du spectre de force étant conditionnée par ’extraction du
mode d’interaction le plus probable, ’estimation de la force au maximum de probabilité
F* est requise. La représentation par histogramme permet cette estimation. Sur la
figure VI.1 (a) et (c), nous donnons quelques exemples de réponses en force & partir

desquels les histogrammes en (b) et (d) sont construits.
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FIGURE VI.1 — Evénements sans tri : exemples de courbe de force (a),(c) et histo-
grammes associés (b),(d). Sur Uhistogramme (b), la dé-corrélation des événements
d’adhésion et de rupture est facilitée par la bi-modalité de la distribution. Sur his-
togramme (d), le chevauchement des contributions ne permet pas de séparer les distri-
butions en catégorie d’événements.

Nous observons que dans les deux cas, ’histogramme présente une premiere contri-

bution F* repoussée vers les faibles interactions. Si aucune condition n’est fixée, ce
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pic apparait toujours comme majoritaire. Sa valeur ne permet pas de le relier a une
interaction chimique de type covalente ou donneur-accepteur, mais a des événements
adhésif. Dans I’histogramme présenté sur la figure VI.1 (b), ce premier pic intervient
a 22 pN. Un second pic intervenant a 205 pN semble corrélable a une interaction pep-
tide/or. Néanmoins cette interprétation n’est permise que par le caractére bi-modal
de la distribution. Dans ’histogramme présenté a la figure VI.1 (d), nous voyons que
la plage de forces que couvrent les interactions rend difficile 'interprétation de la dis-
tribution sans informations supplémentaires. Les courbes de force associées montrent
pourtant des contributions a force plus élevée avec élongation mais écrantées par des

contributions adhésives dont ’histogramme révele la forte dispersion.

VI.1.2 Représentation en cartographie Force-Distance

Le critére de force la plus probable dépend en réalité de I’ensemble dans lequel il est
prélevé. En reprenant 'histogramme VI.1 (d) couplé a la distance de rupture présenté
sur la figure VI.2, nous remarquons que de nouvelles distributions apparaissent et
dépendent de l'intervalle en distance dans lequel elles sont prélevées.

En effectuant un découpage des forces tenant compte de criteres sur le nombre
d’interactions et la distance a laquelle elles interviennent, il devient possible d’extraire
une force d’interaction reproductible d’un jeu de données a ’autre, et potentiellement

attribuable au peptide.

VI.1.3 Evaluation du seuil de discrimination spécifique /non-spécifique

L’attribution d’une force d’interaction au peptide se fera suivant une distinction
entre les événements spécifiques et les événements non-spécifiques. L’événement non-
spécifique comprend ’ensemble des interactions qui ne peuvent étre attribuées a une
interaction cible et donc connue. Il s’agit d'un terme emprunté aux expériences de
spectroscopie de force dans les systémes ligand-récepteur ou une distinction devait
étre faite entre les interactions correspondant a une reconnaissance des deux fragments,
des interactions ou cette reconnaissance n’avait pas eu lieu (fragment non accessible
ou bloqué, interaction avec le substrat ou un contaminant). Dans notre cas, la non

spécificité fait référence aux interactions non marquées par la présence d’un dépliement
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FIGURE VI.2 — Cartographie force-distance associé a l’histogramme figure VI.1 (d), et
histogrammes projetés. La cartographie révéle que la dispersion apparente est lie aux
événements adhésifs inférieurs a 5 nm.

du linker PEG. Cette distinction permet I’exclusion d’événements sur deux criteres :
une force et une distance minimale d’interaction. Le critére sur la force minimale
dépend directement du bruit d’oscillation libre. Il est fixé & fiin = NAgafp PN, ol
Agiafp est la largeur a mi-hauteur du bruit mesurée a chaque cycle, et N correspond
a un entier, pris généralement a 5. Les valeurs obtenues pour f,,;, sont de l'ordre
de la dizaine de pN. Le seuil de discrimination en distance en revanche nécessite une
évaluation.

La figure VI.3 présente ’évolution des distributions de probabilité et 'impact sur
I’évaluation de F* & mesure que ce seuil, noté z,, est augmenté. La zone grisée corres-
pond & la plage de seuil (2-5 nm) généralement utilisée. A cette distance, nous estimons
qu’une majorité des interactions adhésives non-spécifiques est exclue, sans néanmoins
écranter artificiellement un trop grand nombre d’interactions multiples. Dans ’exemple

Iestimation de F* sur ruptures uniques ainsi que sur le dernier pic est insensible sur
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FIGURE VI.8 — Estimation de la probabilité P et de F* en fonction du seuil de sélection
zs et influence de ce seuil sur le tri des événements. La zone grisée correspond au seuil
fixé dans la majorité des expériences.

de larges distances, et seules les ruptures mutliples (comprises dans F*(z>z,)) sont
affectées. Nous observons qu’également, les pourcentages obtenus pour les interactions
uniques sont cohérents avec la statistique obtenue dans la littérature pour ce type
d’expérience ( ~ 10%, [24]). Ces longueurs sont de plus corrélables aux dimensions
du linker. Afin d’automatiser I’extraction de F* , nous choisissons de tirer partie des

couples force-distance en classant les événements de rupture comme suit :

Spécifique

2-5] nm., f> 5xAgqfn PN

Non-spécifique

>
z<

9
[2-5] nm , f> 5xAgafn PN

Non-attribuable

f< 5XAstdfn pN

La figure VI.4 présente une application de ce découpage. Lorsque toutes les inter-
actions sont considérées, les contributions proviennent majoritairement d’interactions
proche de la surface, & une distance inférieure & 5 nm qui ne permet pas de confirmer la
présence du linker ou de son dépliement. Leur distribution présentée sur a) donne une
force de 190 pN & 0.6 nm. Sur b) et d) figurent les ruptures uniques et le dernier pic
attribuables aux signatures en molécule unique. Leur maximum & F* & 155 pN se situe
a une élongation de 9 nm sur les deux cartographies, ce qui confirme 'attribution de
I'interaction a la molécule. Le filtre en distance, ici fixé a 2 nm se révele efficace dans

I’automatisation de l’extraction de F* et devrait permettre sur les jeux de données plus
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FIGURE VI.J — Cartographies force-distance associé a lhistogramme figure VI.1-a), et
contribution la plus probable dans a)l’ensemble des interactions adhésives (sans déplie-
ment), b) 'ensemble des interactions uniques, c) l'ensemble des interactions multiples,
d) Uensemble des derniéres interactions de chaque courbe.

critique comme ceux présentés figure VI.2 de sélectionner F* dans le bon ensemble.
Nous proposons d’utiliser cette distance d’interaction, couplée au seuil en force appa-
raissant comme 5 fois la contribution du bruit d’oscillation libre f,, pour discriminer
interactions spécifiques et non-spécifiques. Dans les interprétations qui suivent, cha-
cune des distributions sera estimée par un histogramme superposé a son estimation par
la méthode des noyaux. Une représentation alternative dans ’ensemble force-distance

sera proposée.
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V1.2 Forces de rupture

VI.2.1 Caractérisation des forces de rupture en milieu tamponné

Le tampon phosphate a été choisi comme milieu a la fois pour le stockage des pointes
et comme milieu d’étude pour ses propriétés de maintien du pH & 7.4, limitant une
dégradation de la fonctionnalisation. Deux types de pointes commerciales multi-levier
ont été utilisées, et préparées selon le protocole décrit au chapitre 4 (modeles DNP-10
et MSCT, Bruker). Les histogrammes et cartographies présentés ici sont issues d’une
méme série d’expérience réalisée & une vitesse de charge de 1000 nm/s sur pointe MSCT
de levier k = 0.016 N/m pour une statistique de 1159 courbes. Les courbes de force
présentées en exemple proviennent de plusieurs jeux de données, de sorte a représenter
la diversité de réponses. Pour chaque série d’expérience, les courbes sont acquises a
vitesse de charge vs, force d’appui maximale Fj, 4., taille de rampe Dy, et temps de
latence & la surface 74 fixes. Les plages de ces parameétres couvrent : v = [30 - 2060]
nm/s, Fa: = [500 - 1x103] pN, Dg = [100 - 500] nm et 75 = [0 - 500] ms. Seules les

positions en x et y a la surface sont variées a chaque acquisition, de sorte & :

1. obtenir une distribution qui ne dépende pas uniquement du degré de coordina-

tion des atomes d’or en surface,

2. éviter les erreurs d’estimation de la force de rupture qui pourraient étre liés a

une contamination locale de la surface.

La distance entre deux points successifs est fixée a 10 nm, réalisant ainsi un pavage
de 100x100 nm & 1x1 pm. La calibration en constante de raideur des pointes précede
I’acquisition des courbes. Lorsque la calibration n’est pas garantie, comme ce peut étre
le cas pour les leviers souples dont les fréquences propres décalées en milieu liquide sont
a la limite de détection du logiciel de calibration, une post-calibration est effectuée a
lair.

Lors de ces expériences, un large panel de forces, d’élongation, de nombre d’évé-
nements par courbe a été observé, dont la figure VI.5 présente un échantillon non
exhaustif. Dans cet exemple, nous distinguons quatre types de signatures caractéris-

tiques.
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FIGURE VI.5 — Réponses en force obtenues sur le systéme linker(PEG)-peptide/or issus
de multiples jeuz de données comprenant a) aucune interaction, b) un événement adhé-
stf, ¢) un événement adhésif de type plateau, d) un événement adhésif non-spécifique,
e) une combinaison d’événements adhésif et plateau, f-g) des événements de rupture
multiples, h-i) des événements de rupture unique.

La premiére catégorie VI.5-a) ne comporte aucune interaction. Il s’agit d’une contri-
bution majoritaire sur certains jeux de données, garantissant la qualité de la fonction-
nalisation. La seconde catégorie VI.5-b),c),e) regroupe des événements adhésifs attri-
buables a la fonctionnalisation. Ces courbes ne s’accompagnent pas d’une élongation
du linker PEG, mais d’un plateau de force constante de longueur variable, attribuable
a la désorption de I’ensemble PEG-peptide. Ces événements ont rarement été obser-
vés en présence de pics de rupture pour une méme pointe, et constituent un mode
d’interaction propre a une fonctionnalisation donnée. Bien qu’observés dans la litté-
rature, ces événements ne seront ici pas exploités. La troisiéme catégorie VI.5-d),e)
comprend les événements adhésifs qui se distinguent par une interaction marquée a

faible distance (saut immédiat en dehors du contact du substrat) & des forces treés va-
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riables. Bien souvent, ils se composent d’interactions Van der Waals et hydrogenes et
dépendent fortement de I’aire en contact avec le substrat ainsi que de sa rugosité. Car
ils sont rencontrés dans une grande variété de systemes, ils ne peuvent pas étre cor-
rélés a la fonctionnalisation. La quatrieme catégorie d’événements VI.5-f-i) rassemble
les événements de type rupture. Ils présentent une signature d’élongation caractéris-
tique qui permet de relier leur signature a la présence du linker, et ne comprennent
pas de plateau de désorption. Le peptide sur lequel nous travaillons n’est pas composé
de modules, et est de faible dimensions (<4nm). Une distinction sera donc faite entre
les élongations multiples signe de I'interaction de multiples molécules VI.5-f),g), et les
interactions en molécule unique VI.5-h),i). Il apparait également qu’un pic d’adhésion

puisse intervenir avant les ruptures, que le tri en distance permettra d’éliminer.

70

' ' ' 1500 1500
I Toutes interactiors i
—_ E 1000 1000 S SN SOt S
= 90 P = 100% 12 f ] f f
@ F*=153 pN @ ; ] i ]
g 4 15 s
3 2 SO0ERN 5001+ i
g . ] e
i I 2
0 | - e
20 1 0% 10 20 a0 40 50
10 1 g ——— .
| o
0 II.--I-.--- _____ 0
0 500 1000 1500 2000 2500 0 20 40 80
Force (pN) Distance (nm)

F1cURE VI.6 - Interactions sans tri : distribution et cartographie associée de l’ensemble
des interactions. La force la plus probable F* est estimée d partir du maximum de la
densité kde. Le pourcentage étant calculé a partir du nombre d’événements décomptés
et rapporté au prorata de toutes les interactions, il est ici a 100%.

La figure VI.6 présente I’ensemble des interactions. La différence apparente de
distribution des histogrammes de force s’explique par une différence de largeur de
classe (109.42 pN et 43.7 pN ), illustrant ici la nécessité d’une seconde estimation
indépendante de ce facteur. La force F* estimée & partir de la densité de noyaux (kde)
est de 153 pN. Sur la cartographie, nous observons que cette distribution présente des

maxima locaux, écrantés en grande partie par des contributions a plus faible force.



S80CHAPITRE VI. CARACTERISATION MECANIQUE DE L’ INTERACTION PEPTIDE/OR

Interactions non spécifiques

Nous observons sur la distribution figure VI.7 (c) que les événements non spécifiques
représentent pres de 24% des événements. Ce chiffre est calculé au prorata de I’ensemble
des événements détectés (P = 100% pour toutes les interactions), et peut se traduire
comme : un quart des interactions ont lieu a une distance qui ne permet pas de les
distinguer des interactions non-spécifiques. Ce pourcentage, pouvant varier de moins
de 1% jusqu’a plus de 83%, dépend de la qualité de la fonctionnalisation, mais est

également directement, comme expliqué précédemment, modulé par le seuil en distance

de tri.
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F1GURE VI.7 — Interactions non-spécifiques : les courbes de forces présentent des évé-
nements de type adhésif (a), et une combinaison d’adhésion/rupture discriminé par le
seuil en distance (b).

La cartographie figure VI.7 (d) révele que les distances correspondantes se situent
majoritairement dans la fourchette 1-3 nm. Si ces interactions ne comportaient que des

événements de type adhésion avec saut immédiat en dehors du contact, nous devrions
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en toute rigueur observer un étalement des forces sur 'axe 0 nm. Ce n’est pas le cas
pour deux raisons. La premiere est que certains événements adhésifs présentent un pla-
teau de quelques nm suffisant a étaler la rupture sur la gamme 0-5 nm. La seconde est
que le facteur de sensibilité & une calibration de pointe donnée n’est réellement fidele au
réglage utilisateur qu’en condition de contact pointe-plan dur. Or, cette condition n’est
remplie qu’a haut régime de déflexion, donc dans des régimes de force susceptibles de
dégrader la fonctionnalisation. Nous avons donc une premiere incertitude sur ce facteur
de sensibilité a laquelle s’ajoutent des fluctuations intervenant en cours d’expérience.
Si le programme corrige 1'offset en distance des courbes, il ne ré-ajuste pas cette cali-
bration pour maintenir une force d’appui normale. Notons que ces fluctuations restent

néanmoins négligeables, et que le seuil en distance permet ici de les éliminer.

Interactions spécifiques

La figure VI.8 comprend ’ensemble des événements spécifiques, événements mul-
tiples et uniques inclus.

Si le cas des ruptures uniques peut, mais pas exclusivement, représenter une faible
proportion des courbes obtenues, de 'ordre de 5-10% sur F* dépendant du nombre de
classes choisies pour ’histogramme allant jusqu’a 20% de la totalité des interactions,
les interactions multiples comptent généralement pour la majorité des événements. La
cartographie comparée a celle obtenue pour I’ensemble des interactions le confirme
également. Ces ruptures multiples présentées sur les courbes de force figure VI.8a)-c)
s’expliquent par la présence de multiples groupements accessibles en fin de fonctionnali-
sation. L’interprétation de ces contributions requiert une certaine prudence. Le systeme
que nous sondons est assimilable a un systéme a trois ressorts couplés en série ayant
leur propre constante de raideur : celle du levier, celle du linker, et celle du peptide. La
force exercée sur le linker est donc la méme qui s’exerce sur le peptide qui est la méme
qui s’exerce sur le groupement lié a la surface. En rupture unique, la force exercée
au décrochage correspond bien a la force de rupture de la liaison peptide-or. Lorsque
plusieurs molécules sont sondées quasi-simultanément, comme l’illustre la courbe de
force VI.8a), le systéme devient assimilable & N ressorts en paralléle couplés en série

avec le levier. La force exercée sur chaque ressort couplé linker et peptide, et donc sur
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F1GURE VI.8 — Interactions spécifiques : les courbes de forces illustrent des ruptures
multiples incluses dans cette catégorie dans le cas ou les ruptures sont attribuables a
plusieurs molécules avec b) et sans adhésion au contact c) et le cas ot cette distinction
n’est pas possible a).

chaque groupement, est donc en théorie divisée par leur nombre, menant a une force de
rupture apparente N fois supérieure a la force de rupture d’un seul groupement lorsque
ces ruptures ont lieu simultanément. Le classement dans les événements multiples ne
fait pas de distinction entre les ruptures issues d’élongations différentes et provenant
de deux molécules simultanément sondées de celles séparées de quelques nm comme
illustré sur a) et provenant hypothétiquement de deux groupements issus d’une méme
molécule. Notons qu’un traitement par ajustement des courbes d’élongation pourrait
permettre cette distinction. En pratique, les ruptures simultanées sont assez rares et
il est probable que dans notre cas ces événements comprennent une combinaison de
ruptures incluant des interactions adhésives avec la surface, comme le révele la carto-

graphie ou elles interviennent & des distances < 10 nm. La force la plus probable dans
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cet exemple se situe a 225 pN, une valeur nous le verrons nettement inférieure a celle

obtenue en molécule unique.

Evénement unique et derniére interaction

Les ruptures uniques et la derniere interaction sont les seuls événements attri-
buables a une force d’interaction en molécule unique et sont traités séparément. La
figure V1.9 présente un set de ruptures uniques divisées en catégories, fonction de
lordre de grandeur dans lequel elles interviennent. Nous observons que les distances
de ruptures sont supérieure & la somme de la longueur de contour du linker (6.8 nm) et
de celle du peptide (4.02 nm). Cette distance n’est pas directement corrélable aux di-
mensions caractéristiques des molécules que nous utilisons, a moins de supposer qu’un
effet de polymérisation soit intervenu au niveau des chaines PEG. 1l s’agit d’'une hy-
pothése confirmée par le fournisseur de nos linkers (H. Griiber). Sur les courbes a),
Iinteraction est de type adhésive spécifique, attribuable a un étirement de PEG. Les
courbes b) ne présentent pas d’élongation mais I'unicité du pic au dela du seuil de
discrimination en distance les place également dans les événements uniques. Ces deux
catégories d’interactions interviennent a un ordre de grandeur qui ne permet pas de
les attribuer & une rupture chimique. Les courbes ¢) et d) interviennent & des forces de
rupture se situant au dela de 300 pN, dans un ordre de grandeur qui les discrimine des
interactions de type van der Waals (de l'ordre de plusieurs dizaines de pN), et les place
dans la catégorie des interactions de type covalente ou donneur-accepteur (de 'ordre
de plusieurs centaines de pN jusqu’au nN).

Les distributions figure VI.10 reproduisent tant sur 1’histogramme que sur ’esti-
mation par noyaux une bi-modalité observée sur interactions supérieures a 100 pN
dans plusieurs jeux de données. Comme expliqué précédemment, les multi-modalités
de distribution peuvent provenir d’une rupture simultanée de plusieurs molécules en
paralleles, voire de groupements identiques en parallele sur la méme molécule. Dans
notre cas, le premier pic F* en rupture unique se situe a 380 pN, le second & 1200 pN,
ce qui supposerait trois ruptures simultanées. Il s’agit d’une configuration hautement
improbable. De plus, si le maximum a 380 pN est corrélable a des distances inférieures

a 30 nm, les contributions supérieures a 1 nN interviennent a des distances nettement



84CHAPITRE VI. CARACTERISATION MECANIQUE DE L’INTERACTION PEPTIDE/OR

500 T T T T T T T T T T T T T T
a0}
400+ a) 4 b)
300 ]
200}
200} ]
100 ] ol
o | .
' 200}
100 - i ]
S .
S 20 0 20 40 60 80 100 120 140 400 0 20 40 60 80 100 120 140
S
o
L]
G
(T 400 F 400 -
200}
200 of
200 ¢
or -400 |
200 “600
, -800 |
-400 | , 1000 }
1 1200
-600 i i i i i 1 A . X L : X : M L 3
0 20 40 60 80 100 120 14 0 20 40 60 80 100 120 140

Distance (nm)

FIGURE VI.9 — Ruptures uniques : courbes de force illustrant les cas ot a)-b) les in-
teractions sont de type adhésive et mettent en jeu une combinaison d’interaction Van
der Waals et hydrogénes, et c)-d) lorsque l'ordre de grandeur des ruptures ne permet
plus de les associer aux interactions adhésives.

supérieures, jusqu’a plus de 40 nm, ce qui écarte la probabilité que l'interaction pro-
vienne de ruptures paralleles simultanées. Les événements en rupture unique, et ceux
en derniere interaction présentent un écart de ~ 70 pN sur F* . La cartographie des
dernieres interactions révele que l'origine de ce déplacement est liée a une dispersion
des valeurs sur deux maxima : 225 pN - 360 pN, soient sensiblement les valeurs obte-
nues pour les interactions multiples et uniques. Le traitement du dernier pic n’apporte
donc aucune information supplémentaire et ne nécessite pas une prise en compte a

part.
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FIGURE VI.10 - Rupture unique et dernier événement : distribution et cartographie
associée.
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VI1.2.2 Discussion

Nous avons présenté I’application d’un traitement complet sur un jeu de données ou
une bi-modalité a pu étre observée, incluant des événements a des forces de ruptures
élevées (> 1nN) qui se distinguent nettement dans les distributions, et qui peuvent
probablement étre corrélables & 'interaction thiol/or. Cependant, il s’agit d’une signa-
ture qui sur ’ensemble de nos résultats reste marginale. En effet, nous avons constaté
que sur la majorité des interactions, un pourcentage tres faible contribue a des forces
supérieures a 500 pN, souvent d’ailleurs en début d’expérience, et ne permet pas ’esti-
mation d’une contribution F*>1nN. La figure VI.11 regroupe I’ensemble des résultats

obtenus dans le PBS sur 37 jeux de données.

a) [ WM Non spécifique | |
_ )
] 400—} T T . .
F< 75 pN (1139
1 t PN ( ) Spécifique
0
[«h] 4
2 40|b) [ niee ]| § %
8 ] ©
(=2 =
© | & 2001
= 2
L 1 L
0 c)
20 [mSpecrave ] | 1901
0 T T T T T 1
0 250 500 750 1000 1250 1500
Force (pN)

0 200 400 600 500 1000

F* (pN)

FiGure VI.11 - Histogramme des forces de rupture F* pour les interactions non-
spécifiques (a), uniques (b) et spécifiques (c) réalisé sur 37 jeur de données, et (d)
histogramme réalisé sur l'ensemble des forces de ruptures spécifiques pour ces jeux,
totalisant 14929 courbes.

La distribution des ruptures uniques F* sur (b) indique trois maximum & 75 pN,
175 pN et 475 pN. Sur les ruptures spécifiques en (c), la contribution & 75 pN est majo-
ritaire. Sur la figure VI.11 (d), I’ensemble des interactions spécifiques sont représentées.
Nous observons que cette signature F<75 pN est majoritaire, et constitue le premier

mode d’interaction de ensemble linker(PEG)-Peptide. Compte tenu de sa valeur, nous
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I’attribuons aux interactions non-covalentes. Les controles qui feront 'objet de la sec-
tion suivante nous permettront de déterminer si cette signature peut étre attribuée a
I’agent de couplage sans le peptide. Nous observons également la contribution de trois
pics, mis en évidence par ’ajustement. Leurs valeurs se situent a 177.6 pN, 431.03 pN
et 704.8 pN pour une largeur FWHM de 129 pN prise égale dans les trois ajustements.
Sur cette base et a I'aide de I’étude bibliographique, nous proposons ’attribution aux

groupements amines les interactions :
1. Fix = 178 pN +£ 65 pN
2. Fyx =431 pN £ 65 pN
3. F3x = 705 pN + 65 pN

La signature attribuable aux groupements thiols a été observée a 1.17 nN + 0.2 nN,
mais son poids statistique ne permet pas de la considérer comme représentative. Cette
attribution et I'influence de la structure sur ces valeurs est confrontée aux expériences

de controle dans les section suivantes.

VI1.2.3 Caractérisation des forces de rupture en milieu promoteur

d’hélice o

Ces expériences ont été conduites dans une solution aqueuse & 20 % v/v de tri-
fluotoethanol (TFE), agent promoteur d’hélice a.. D’apres les spectres réalisés en di-
chroisme circulaire et présentés dans le chapitre 4, la structure de notre peptide en
milieu tamponné par le PBS est majoritairement en enroulement aléatoire. Nous nous
placons ici dans des conditions ou cette structure sera « hélodoidale. Les leviers fonc-
tionnalisés sont stockées dans une solution de PBS. Avant utilisation, ils sont donc
préalablement rincés dans deux bains d’eau milliQ) pendant quelques minutes. Le troi-
siéme bain contient la solution de 20% H2O/TFE (v/v), qui sera également leur milieu
de travail une fois les leviers montés sur la cellule liquide. A chaque changement de

milieu de travail, cette étape de ringage est répétée.

Dans I'expérience représentée sur la cartographie VI.12, le méme levier a été utilisé

pour caractériser les interactions en milieu tamponné et en solution aqueuse de TFE,



88CHAPITRE VI. CARACTERISATION MECANIQUE DE L’INTERACTION PEPTIDE /OR

]
a) PBS | b) 20% TFE
1
1
1000 L1 s T AT T
| | |
200 BOO i kde : i 800
1 I
3 E = 1
k ? 200
— F i I
0 50 0 10 20 0! &
=z 20 :
a 10 i
@ 0 !
o 0 |
S 1200 1200 :
[ 5 L1200 1200
1000 1000 = i 1000 1000
800 BOO [ L 800 00 ME b b
H 1 [+ e
600 600} : | 600 500 [one
: ; !
400 400 i iy Al v 400 200} i
= i
200 . {
200 : i C 200 200 -
1
0o 5 ! 01 2 3
i 5
5 i jlt
]
]
. 0

Distance (nm) Distance (nm)

F1GURE VI.12 — Cartographie (a) en milieu tamponné par le PBS (400 courbes) et (b)
en solution aqueuse a 20% de TFE (707) pour l'ensemble des interactions (bleu) et les
ruptures uniques (rouge).

dans cet ordre. Bien souvent, les étapes intermédiaires de ringage et de repositionne-
ment du levier dégradent la fonctionnalisation et un tel suivi est difficilement réalisable.
La caractérisation préalable en milieu tamponné présente une signature fréquemment
rencontrée en milieu PBS et déja caractérisée : une large plage de ruptures dont le
maximum sur la cartographie des ruptures uniques se situe a 310 pN, comprenant plu-

sieurs minima locaux. Cette signature nous garanti la présence du peptide sur ce levier.

Le passage en solution aqueuse de TFE est marqué par une nette augmentation du
nombre d’événements spécifiques et non-spécifiques. Au prorata du nombre de courbes,
nous passons de 113% événements (soit en moyenne 1.1 pic par courbe) en PBS & 216%

événements (soit plus de deux pics par courbes). La cartographie de 1’ensemble des in-
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teractions révele que cette augmentation est liée a ’élongation de plusieurs molécules
différant par leur distance de rupture. Néanmoins, la fréquence de la signature en rup-
ture unique reste dans 'ordre de grandeur obtenu sur ’ensemble des mesures réalisées
en milieu tamponné, et est ici & 18 % (contre 22 % pour le controle PBS ci-présent).
Egalement, la cartographie en rupture unique donne un maximum a 317 pN dans le
cas du TFE. Le changement de structure n’induit donc pas de changement sur les
forces d’ interaction. Ce résultat confirme que sur de faibles dimensions (nous rappe-
lons que l'oligopeptide ne posséde que deux pas d’hélice), la structure n’est pas un
facteur déterminant des interactions aux interface.

Il serait également intéressant de caractériser une signature associée au dépliement
de I’hélice, mais compte tenu des dimensions de notre peptide conditionnées par les

mesures de conductance, il est peu probable que nous puissions 1’observer.

VI1.2.4 Expériences de controle

Cing catégories d’expérience ont été choisies pour garantir la spécificité de l'inter-
action peptide/or. Au travers de ces différentes configurations, nous tacherons d’isoler
tour a tour les interactions dans des systemes ot les groupements amines, carboxyliques
et thiolés sont soit inaccessibles a ’or, soit absents. Ces systémes tests sont présentés
sur la figure VI.13. Le contréle 1 b) permet d’isoler Iinteraction du linker PEG /or
en l’absence du peptide. Dans les contréles 2 ¢) et 3 d), la configuration obtenue par
simple fonctionnalisation d’une surface d’or (au dodecanethiol ou au peptide) confére
au systeme une situation analogue au blocage du récepteur par des ligands libres dans
les expériences type reconnaissance ligand-récepteur.

La derniére série de tests consiste a suivre I'interaction PEG-peptide/or & pH ba-
sique, et pH acide. Iintérét de la variation du pH réside dans la protonation/dépro-
tonation des sites aminés et carboxyliques, de sorte a discriminer les interactions de
ces deux groupements. La comparaison des distributions en force dans chacun de ces
cas de figure avec les résultats précédents nous permettra également de valider attri-
bution des pics aux divers groupements, déduite pour le moment des seuls ordres de

grandeurs dans lesquels les forces de rupture interviennent.
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,. % ) ; ﬁg& ?:; ff :m

a) Systeme b) Contréle 1 c¢) Controle 2 d) Contréle 3
Fi1GURE VI.18 — Controles : illustration du systéme de référence a) et des systémes
associés auz controles réalisés b) en Uabsence du peptide et en passivant la surface en
présence c¢) et en Uabsence du peptide d). Le blocage de la surface est réalisé par une
fonctionnalisation au peptide (c) ou au dodecanethiol (d).
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Interaction PEG/Or (contrdle 1) : La fonctionnalisation a ici été stoppée a
I’étape de fonctionnalisation de la pointe avec le linker et ne comprend donc pas la
phase d’accroche de peptide. Dans cette configuration, les seules interactions possibles
sont de type Van der Waals issues du motif -[CH2-CH2-0]- de polymérisation, ou issues
du groupement aldéhyde terminal. En I’absence du peptide, nous observons qu’une
écrasante majorité des courbes de force ne présente aucune interaction. En effet, en
maintenant un seuil de sélection en force identique a celui utilisé pour les traitements
précédents, 93% des courbes ne présentent aucune interaction. Les 7% restants se
décomposent sur un spectre d’interactions allant de 1’adhésion jusqu’a ’élongation
caractéristique du linker comme présenté sur la figure VI.14 (b). Les probabilités sont
ici calculées au prorata du nombre de cycles approche/retrait. La cartographies révelent

qu’en majorité, ces 7 % d’événements interviennent néanmoins sur 'axe 0 nm.
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F1GUure VI.14 — Contréle 1 : Courbes de forces sur systéme PEG/or a)-b). Le pour-
centage est calculé au prorata du nombre de courbes. La cartographie c) correspond d
tous les événements.
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Interaction PEG-peptide/Or fonctionnalisé (contréle 2) :  Dans ce controle,
les surfaces sont préparées dans une solution de peptide & 1073 M pendant 2 heures de
sorte a obtenir une couche auto-assemblée compléte. Nous observons que 90.2 % des
réponses en force ne présentent aucune interaction comme présenté sur la figure VI.15
en a). Ce nombre est calculé au prorata du nombre de courbe, et non d’événements.
Les 9.8 % (96,/983) restant se décomposent sur de I’adhésion de type saut-hors-contact
VI.15 b), visibles sur la cartographie par une contribution marquée autour de 0 nm a
des forces inférieures a 100 pN, ainsi que quelques cas de courbe plateau responsables
de I’étalement en distance allant jusqu’a 40 nm VI.15 ¢). Notons qu’un méme controle
sur or fonctionnalisé au dodecanethiol a été également réalisé, mais la contribution
adhésive de type saut-hors-contact étant présente sur toutes les courbes, nous mettons

en doute le succes de la fonctionnalisation (données non présentées).
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FI1GURE VI.15 — Controle 2 : Courbes de forces sur systéme PEG-peptide/or fonc-
tionnalisé a),b),c). Le pourcentage est calculé au prorata du nombre de courbes. La
cartographie d) correspond d tous les événements.
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Interaction PEG /Or fonctionnalisé (contrdle 3) :  Dans ce controle, des résul-
tats similaires au systéme PEG-or ont été obtenus. A 95 % les courbes ne présentent
aucune interaction. Les 5% (15/300 courbes) d’interaction détectées apparaissent éga-
lement & des distances inférieures & 5 nm, a des forces inférieures a 80 pN et ne cor-

respondent qu’a de 1’adhésion.
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FI1GURE VI.16 — Conirédle 8 : Courbes de forces sur systéme PEG/or fonctionnalisé
a),b),c). Le pourcentage est calculé au prorata du nombre de courbes. La cartographie
d) correspond d tous les événements.
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Influence du pH

L’interaction des groupements amines, acide carboxylique et thiol avec 'or est

modulée par deux facteurs :

1. Taccessibilité du groupement a la surface d’or : ce facteur est gouverné par la

structure du peptide et sa conformation,

2. le degré de protonation,les formes déprotonées des groupements amines, car-
boxyliques et thiolés étant plus favorables pour une interaction avec l'or que

leur formes protonées.

La modification du pH coordonne ces deux facteurs simultanément. Leur différences de
pKa sont ici mises a profit en vue d’une discrimination entre ces groupements, le pH
assurant ce controle en bloquant sélectivement leur interaction. Des valeurs de pKa
pour chaque groupement selon l'acide aminé et la position terminale ou latérale du
groupement existent. Il est toutefois déconseillé de les utiliser pour plus que leur ordre
de grandeur car elles ne tiennent compte ni des formes mésomériques modifiant les
délocalisations de charge, ni des liaisons hydrogene intramoléculaires responsables de la
structure secondaire. Egalement, rappelons que le pKa étant une grandeur définie pour
des populations de molécules de 'ordre de N, en configuration de molécule unique ou
la notion de concentration n’est plus applicable, son utilisation ne peut étre employée
qu’a titre indicatif. Les pKa des amines en N-terminal et en chalne latérales sont
pour la cysteine et la lysine compris entre 10 et 11, celui de I'acide carboxylique en C-
terminal autour de 2 et celui de groupement thiol de la cysteine autour de 8. Nous nous
attendons donc a une diminution du nombre d’interactions possibles pour I’ensemble
des groupements dans les pH acides, et une augmentation du nombre d’interactions
possibles pour le thiol et les amines en pH basique. Les solutions a pH acides ont été
préparées par ajout d’acide chlorhydrique dans de 'eau milliQQ jusqu’a obtention d’un
pH compris entre 4 et 5. Celles a pH basique ont été préparées de fagcon similaires par
ajout de soude jusqu’a obtention d’un pH compris entre 8 et 9. Etant donné qu’il ne
s’agit pas de solutions tamponnées, une nouvelle solution est préparée a chaque début

d’expérience.
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F1GURE VI.17 — Contréle : courbes d’approches réalisées a pH 4, 7 et 8 en solution
aqueuse sur systéme PEG-peptide/or issus d’une méme fonctionnalisation. Les forces
subissent une transition d’interaction attractive de Van der Waals a des interactions
répulsives de double couche avec le pH. Cette transition est décrite par le modéle DLVO.

PZC et formation d’une double-couche : Une contrainte supplémentaire vient
s’ajouter lorsque des mesures sont effectuées a pH variable. La figure VI.17 présente
trois courbes d’approches réalisées a pH 4 , pH 7 et pH 8. Nous observons que ces
courbes présentent une interaction de type attractive a pH 4 et répulsive pH 8. Cette
interaction provient directement de la différence de charge qu’expérimentent la pointe
et le substrat. Il a été montré que pour deux matériaux de SigNy, les forces expérimen-
tées sont toujours répulsives en milieu aqueux a l’exception de valeurs de pH proches
de 6.5, signifiant qu’en dehors de cette gamme de pH, les charges portées en surface par
les matériaux, et plus précisément leur couche d’oxydes en surface, sont de méme signe.
Cette valeur particuliere de pH pour laquelle il y a compensation des charge s’appelle le
point de charge nulle (PZC pour Point of Zero Charge). Dans le cas d’oxydes de surface
ot le milieu ne fait pas intervenir d’autre ions que H et OH™, ce point de charge nulle
coincide avec le point isoélectrique. Nous comprenons que des lors que deux matériaux
présentent une charge en surface, la compensation va dépendre du pH dans lequel se

situe la mesure. A titre d’exemple, le mica chargé négativement quel que soit le pH
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présente avec le SisN4 une zone attractive jusqu’a pH 6, mais répulsive au dela de pH
8 [26]. En présence de matériaux différents dont I'un présente une fonctionnalisation,

le cas peut s’avérer complexe.
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FiGURE VI.18 — Contréle : Comparaison ¢ pH 8 des courbes d’approche et de retrait
dans le cas d’une interaction pointe (modéle NPG-10, Bruker) or/peptide-linker(PEG)
sur Si0Oq fonctionnalisé vs non fonctionnalisée. La rupture marquée a 23.2 nm confirme
la présence de la molécule au moment de linteraction. La force de rupture subit une
force additionnelle issue de la contribution de la double couche.

La figure VI.18 présente deux courbes d’approches et leur retrait réalisées a pH 8
dans une configuration ol la pointe est en or, et la substrat et en SiOs, fonctionnalisé
au linker - peptide dans un cas, et non fonctionnalisé dans ’autre. La courbe de retrait
garantit ici la présence de la molécule au moment de l'interaction pointe/surface. Nous
observons que la fonctionnalisation ne modifie pas la charge de surface du matériau sur
lequel elle est réalisée, et que l'interaction répulsive est attribuable a un phénomene
de compression de couches d’ions OH™. La distribution inhomogeéne & proximité de
la surface qu’entraine une telle compression mene a la formation d’une double-couche
(diffusive puis compacte & mesure que diminue la distance), que nous pouvons ap-
procher par le modele de type DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) [84], [85],
[86] :

z
1. F(z) =F, exp(—A—) pour z > 0 nm,
D

2. F(z) = F, sinon,

ou z représente la distance pointe/substrat, F, la force au contact et Ap la lon-
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F1GURE VI.19 — Courbes de retrait sur systeme PEG-peptide présentant un événement
de rupture superposé a une interaction répulsive. La répulsion expérimentée est issue de
la formation d’une double couche d’ions de charges identiques au niveau de la pointe et
du substrat qu’une diminution de la zone de compression rend apparente. Cette inter-
action pouvant mener d une estimation erronée de la force de rupture, une correction
est appliquée a partir d’un ajustement suivant le modeéle DLVO.

gueur d’écrantage de Debye représentant en pratique I’épaisseur de la double-couche.
La condition F(z) = F, en z =~ 0 est ajoutée de sorte a éliminer les problémes de
discontinuités lorsque, en représentation force-distance, la zone de contact pointe-
piezoélectrique oscille autour de 0 nm. La figure VI.19 montre la courbe de force
obtenue avant et apres correction par le modeéle pour une longueur de Debye de 12.33
nm. Au cours des expériences réalisées en pH basique, nous avons obtenu des longueurs
de Debye variant de 9 a 13 nm dépendant du pH de travail. Il s’agit d’un ordre de
grandeur raisonnable compte tenu des valeurs couramment trouvées de 10 nm [87],[88].
Des études réalisées sur surface d’or mise en contact avec une pointe AFM sur laquelle
avait été greffée une bille de silice de (6um de diametre) ont permis de révéler que cette
double-couche variait sur une large gamme de pH (de 2 & 11 nm sur un pH de 3.5 &

11) et de potentiels [88]. A partir du diagramme potentiel /pH une valeur pour 'TEP
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(point isoélectrique) de l'or est déduite & pH 4.95. Cette dépendance avait été attribuée
l’adsorption/désorption de protons au niveau d’oxydes en surface de I'or. Notons qu’a
pH4 linteraction attractive que subit la pointe intervient & des distances inférieures
a 5 nm et pourraient étre majoritairement dues aux interactions Van der Waals. Ces

courbes ne nécessitent donc aucune correction.
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FIGURE VI.20 — Contréle a pH 5 : (a) Exemple de courbe de force.La faible occurrence
de ce type d’événement au profit d’interactions uniques non-spécifiques confirme l’ex-
tinction des groupements amines et acide carboxylique. (b) Histogramme réalisé sur les
événements de rupture d pH acide. Les distributions présentent deux mazima o 481
pN et 1.45 nN.

Réponse en force : Nous avons constaté que la tres grande majorité des courbes,
4 une occurrence supérieure a 95.4 %, présente une forte adhésion. Dans de trés rares
cas, un processus d’élongation avec rupture a pu étre observé, parfois consécutif a un
pic d’adhésion. La figure VI.20 présente un exemple de courbe de force. La distribution
associée présente une bimodalité caractéristique a 404 pN et 1.45 nN, comparable au
systeme PEG-peptide en milieu PBS. La diminution du nombre d’interactions nous
permet d’attribuer les ruptures majoritairement observées en milieu PBS a ces grou-
pements. Notons qu’il a été observé dans certains cas des interactions de type plateau
mais dont les distances d’élongation (60-80 nm) ne permettent de dissocier la signa-
ture d’un événement spécifique lié & une polymérisation d’un artéfact intervenu & la
fonctionnalisation.

Sur la figure VI.21 a pH 8, La contribution la plus probable apparait a 306 pN , soit
a un écart de force de 81 pN avec celles trouvées dans le PBS (225 pN). Dans le détail
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des interactions, celles en molécule unique (événement spécifique unique et dernier
événement spécifique des interactions multiples) font apparaitre une distribution ot le

maximum des forces est & 407 pN.(332 pN) , soit un écart de 75 pN.
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F1GURE VI.21 — Contréle a pHS8 : Histogrammes et cartographies associées aux événe-
ments spécifiques et en molécule unique.
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VI1.2.5 Discussion

La figure VI.22 synthétise les conclusions amenées par I’étude des forces d’interac-
tion peptide-or. Nous avons dans notre premiere conclusion proposé 'attribution des

forces observées a 178 pN, 431 pN et 705 pN aux groupements amines.
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F1GURE VI.22 — Comparaison des pourcentages au prorata du nombre de courbe sur
PEG-peptide/or en milieur PBS, sur le controle 1 (PEG/or), sur le controle 2 (PEG-
peptide/or fonctionnalisé) sur le controle 3 (PEG /or fonctionnalisé), et sur le systéme
PEG-peptide o deux pH. Un pourcentage > 100 % indique la présence de ruptures
multiples.

La comparaison des probabilités dans les différents contrdles garantit que ces si-
gnatures sont associables au peptide : en ’absence du peptide, peu d’interactions sont
sondées et 'augmentation du pH mene a une augmentation de cette probabilité, indi-
quant une modulation des interactions avec le ratio NHg/ NH;{. Une statistique plus
conséquente devrait permettre de comparer I’évolution de chacune des forces F* pro-
posées. Nous n’avons pas encore mentionné I'impact de la vitesse de charge sur ces
mesures. Dans I'histogramme que nous avons traité a la premiére conclusion VI.11 (d),

plusieurs vitesses de charge ont été sondées. La dispersion apparente de ces forces,
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particulierement visible pour celles supérieures a 500 pN pourrait indiquer qu’une évo-
lution dynamique des ces ruptures a plages de vitesses est observable. Nous proposons

de tester cette hypothese dans la section suivante.
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V1.3 Caractérisation du spectre de force

Nous présentons dans cette section une exploitation ou les interactions sont carac-
térisées en fonction de la vitesse de charge : dF/dt. Son influence permet de situer
les valeurs de force dans un régime cinétique de dissociation, et par application de

modeles, d’en déduire des grandeurs caractéristiques de I'interaction.

Dans les expériences de spectroscopie dynamique de force, le temps de dissociation
est varié continiiment avec la force F(t). Or les grandeurs caractérisant la barriére
d’activation qui sépare un état lié d’un état de transition sont définies a ’équilibre, et
I’application d’une force peut placer la dissociation dans un régime hors-équilibre. Ces
grandeurs comprennent le temps de dissociation £,5¢ et xg la distance en coordonnées
réactionnelles entre ces deux états. Nous avons vu que des modeles cinétiques per-
mettent d’extrapoler ces parametres a partir d’expressions liant la force de rupture la
plus fréquente F* & la vitesse de charge. Ainsi, en modulant dF'/dt sur un large panel
de vitesses, la rupture peut étre sondée a des temps supérieurs a son temps de vie en
régime de dissociation a 'équilibre (¢>,7s & faible dF'/dt) jusqu’a atteindre des temps
inférieurs & son temps de vie en régime de dissociation hors-équilibre (t<t,ss & dF/dt
élevé). En extrayant la force F™* pour chacune de ces vitesses selon un traitement utilisé

au chapitre précédent, nous pouvons extrapoler les grandeurs t,¢s et xg a I’équilibre.

La grandeur t,ry peut s’interpréter comme le temps de vie de l'interaction, et
dans les systémes protéine/ligand, il donne des informations sur sa spécificité. Plus le
temps de vie est élevé, plus la spécificité de 'interaction est grande. Typiquement des
temps de vie de 'ordre de la ms sont caractéristiques d’interactions non-spécifiques
tandis que des systemes ligand /récepteur comme la biotine/straptavidine peuvent pré-
senter des temps allant de quelques heures & plusieurs semaines [89]. L’affinité, autre
concept clé dans ’étude des interactions est liée a la spécificité mais ne doit pas étre
confondue avec elle. L’aflinité d’une interaction est estimée a partir de la constante de
dissociation Kp, et nécessite la connaissance de k,, qui dans notre systéme reste une
inconnue. Les modeles qui seront utilisés ont été testés pour un grand nombre de sys-
temes complémentaires qui mettent essentiellement en jeu des liaisons non-covalentes

(hydrogénes, Van der Waals, électrostatiques, hydrophobes,...). En conséquence, la va-
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lidité de ces modeles pour quantifier la spécificité d’une interaction covalente (S-Au)

ou donneur/accepteur (N-Au) reste & notre connaissance une hypothése encore ouverte.

Une premiere étude est faite sur le systeme de référence biotine-streptavidine. Le
modele Bell-Evans & simple barriére est appliqué pour extraire les parameétres : AGF
I'énergie du complexe activé a 1'état de transition, xg, et kopr = 1/torr avec korr
la constante de taux de dissociation. La seconde étude porte sur I'extraction de ces
méme parameétres dans le cas de l'interaction peptide/or. Nous appliquerons un premier
traitement dans lequel la charge sera supposée constante, et calculée comme r = kg0
ou keqnt est la constante de raideur du levier et v, sa vitesse de rétractation. Nous
exposerons ensuite un second traitement dans lequel la vitesse de charge n’est plus
considérée comme constante, mais varie non-linéairement suivant I’extension de ’agent

de couplage. La validité de ces deux approches sera discutée.
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VI.3.1 Spectre DFS de l'interaction Biotine/Streptavidine

Un seul type de pointe multi-levier a été utilisé pour ces expériences, caractérisé par
des constantes de raideurs entre 0.010 N/m et 0.012 N/m pour le premier levier, 0.027
N/m pour le second (modele MSCT, Bruker). Le point de contact est varié par pas de
10 nm a chaque nouvelle mesure de spectroscopie, sur X ou Y de sorte a couvrir une
surface de 100 nm?. L’étape est répétée jusqu’a obtention d’une statistique convenable

pour un set de données, que nous estimons ici a 400 courbes & minima. Sur ’ensemble

des sets sont maintenus constant :
1. la vitesse d’approche : 411 nm/s
2. le temps d’interaction a la surface : 500 ms

3. la force maximale d’appui : 400-500 pN

La vitesse de retrait est graduellement augmentée de sorte a couvrir des vitesses de
charge allant de 3.25 nN.s-1 jusqu’a 7.25 nN.s-1.
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FiGURE VI.23 — Illustration du systéme biotine-streptavidine dans le cas d’une fonc-
tionalisation préalable au PEG. La biotine présentant son propre linker, cette étape
supplémentaire de fonctionalisation n’est pas un pré-requis. Les expériences qui suivent
ont été réalisées dans des conditions avec et sans agent de couplage.

La figure VI.24 présente les résultats de l'ajustement obtenus en appliquant le
modele Bell-Evans. Le paysage en énergie de linteraction biotine/streptavidine est

complexe, et le nombre de barrieres énergétiques pris pour le décrire est assez variable
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F1GURE VI.24 — Spectre de force modulé en vitesse de charge pour l’interaction biotine-
streptavidine. L’ajustement conduit d une estimation de vg = 0.33 nm et kopp = 2.604
s~L. L’erreur est prise en o/v/N avec N le nombre de mesures.

mais vont généralement de une a deux, dépendant de la plage de vitesse de charges
sondées. Des études ont déja révélé qu’il pouvait étre décrit par trois barrieres princi-
palement [90], [91]. Néanmoins, le temps d’exploration durant la phase d’extension est
suffisant pour permettre a I'interaction une relaxation vers un minimum en énergie, si
bien que la modélisation de l'interaction avec deux, voire une barriere aux vitesses de
charges appliquées est une approximation valable. Compte tenu de notre statistique et
du risque que représente un ajustement & 4 variables (sur 10 points), nous choisissons
l’ajustement & une barriere. L’ajustement du spectre conduit a ’estimation de xg =
0.33 nm et de ko5 = 2.6 s~!. Dans cette approximation, la valeur obtenue pour xg est
en trés bon accord avec la littérature [91],[92]. Une premiére barriére est en principe
attendue en x5 = 0.5 nm et k,r¢ = 0.006 s™1, et une seconde intervient en x5 = 0.1 nm
avec kopp = 40 s7! [93]. Le résultat de notre ajustement vient confirmer que nous nous
situons probablement dans un régime intermédiaire ot deux barriéres sont sondées. A

partir de ces valeurs, la force de rupture a I'équilibre est déduite : fo, = kT /x5 =
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12.34 pN, et se situe également a une valeur intermédiaire entre la premiere barriere
(feq = 7.7 pN) et la seconde (feq = 44 pN). A partir de expression de 'expression de
A(F) (cf. chapitre 2), il est possible de remonter & AG* I’énergie du complexe activé

d’apres l'expression de k,f¢ selon :
AG* = —kpTIn <7Dkoff) (VL1)

ol Tp = 27 /WminWmaaz correspond a un temps de diffusion de relaxation et est estimé
4 1.1077 s dans le cas de l'interaction biotine/streptavidine [94], [92]. Nous obtenons
AGF = 19.77 kT, ce qui est en trées bon accord avec la littérature [91], [95]. Les
expériences de spectroscopie de force doivent étre faites dans un environnement a
température controlée. Tenant compte de conditions expérimentales n’incluant dans
notre cas pas de controdle de la température, nous estimons 'impact des fluctuations

thermiques sur la force :

5 5 kp TFIB
F=6T—|1In <7> -1
T3 kTk, ff
L’impact d’une fluctuation de 10 degrés mene & une incertitude sur la force de rupture

allant de 1.48 pN jusqu’a 2.77 pN soit une contribution négligeable.
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VI1.3.2 Spectre DFS de l’interaction Peptide/Or

Suivant une approche similaire, nous appliquons ce traitement au cas de I'interac-

tion peptide/or. Trois traitements seront explorés :

1. spectre F*(r) : un premier traitement similaire & celui effectué sur biotine/
streptavidine ot la vitesse de charge est prise égale a k.v ou k. est la constante de
raideur du levier. Seule la force la plus probable F™* est utilisée. Les parameétres

xg et kopr sont extraits a partir de la courbe F*(r).

2. spectre F(r) : un second traitement ou I'influence de lagent de couplage est
prise en compte dans ’expression de la vitesse de charge. A chaque force est
donc associée une vitesse de charge dépendant de 1’élongation de 1’ensemble
linker-peptide au moment de la rupture, et tous les couples F(r) sont utilisés

dans I'estimation de xg et koyy.

3. spectre F*(r*) : un troisiéme traitement ou l'influence de I'agent de couplage
est prise en compte dans I'expression de la vitesse de charge. A la différence du
précédent, tous les couples F'(r) ne sont pas considérés, mais seulement ceux
réalisant les maxima des probabilités p(F) et p(r). Seules les force F* et vitesses

de charges r* les plus probables sont utilisées dans ’estimation de zg et kqzy.

Selon les tendances observées, les modeéles Bell-Evans ou Friddle-De Yoreo seront
utilisés pour estimer les parametres de la barriere. Par commodité d’écriture, le taux
de dissociation & 1’équilibre désigné par k¥ dans le modele Friddle-De Yoreo sera ici

noté k‘off.

Validité numérique : Nous avons constaté lors de 'ajustement de nos données
que numériquement, les modeles sont sensibles aux valeurs initiales a priori que lui
fournit I'utilisateur pour les variables d’ajustement xg et koy¢. Il est probable qu’une
restriction des domaines de variation puisse aider a la convergence, néanmoins dans le
cas de notre peptide, ces parametres sont des inconnues et la plage de variation de ko s
pouvant inclure plusieurs ordres de grandeurs, nous préférons nous affranchir de toute
contrainte sur ces domaines. Nous choisissons donc pour cela de réaliser une analyse

de résidus afin de valider nos ajustement. Pour cela, un grande nombre de couples
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initiaux (k,ff,25) sont testées en boucle, et le résultat de la convergence (x?) et tracé
en fonction de ces couples. La figure VI.25 donne un exemple des courbes obtenues

lors de la convergence progressive vers la meilleur ligne d’ajustement pour le modele

Friddle-De-Yoreo.
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FIGURE VI.25 — Convergence de l'ajustement pour (a) xg et (b) kopy lorsque les condi-
tions initiales sont variées.
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F1cUrE VI.26 — Résidu en fonction de la variable ajustée r.
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A partir de ces courbes est extrait le couple (kofr,23) réalisant le minimum de la
somme des résidus. La ligne d’ajustement est tracée avec ces nouveaux parametres puis
comparée a la courbe expérimentale. Son résidu est analysé en fonction maintenant
de la variable ajustée. Nous obtenons le type de courbe montré sur la figure VI.26.
Sur cet exemple, 'ensemble des couples F(r) a été pris en compte, et la distribution
expérimentale est donc dans un premier temps moyennée sur 50 points. Nous observons
malgré le lissage que les variables F(r) sont hétéroscédastiques. Ce comportement est
le signe d’une augmentation de la dispersion des données. Néanmoins, la distribution
des résidus ne suit aucune tendance, et ’on peut dans ces conditions avoir confiance

en notre ajustement.

Vitesse de charge constante (F*(r)) : La figure VI.27 présente les spectres de
force obtenus pour les interactions classées spécifiques, et les interactions uniques. Nous
observons une dispersion qui ne permet pas sans hypotheses de correspondance directe

avec un modele dynamique.
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F1GURE VI.27 — Spectre de force des interactions spécifiques et uniques pour le systéme
peptide-or. Un élargissement de la zone [20-120] pN est montré en insert.

Un agrandissement dans la zone [20-120] pN révele une premiére évolution & faible
valeur de rupture. Aux ruptures plus élevées, a des vitesses comparables une seconde
évolution linéaire apparait. Dans une premiere interprétation, ce résultat suggererait
la co-existence de deux modes de dissociation : a une vitesse de charge donnée, deux

modes dissociatif distincts sont accessibles a la molécule qui peut alors parcourir au
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cours de la rupture soit I’'un ou l'autre des chemins réactionnels. Donc en supposant
une charge constante exprimée comme 7reonst = keantVs, la bi-dispersité les forces de

rupture suggererait la coexistence de deux mécanismes de désorption.

Nous avons donc procédé a un découpage en deux domaines : & F*(r) < 150 pN, et
un second domaine & F*(r) > 150 pN, et ajusté a 'aide du modele Bell-Evans (BE).
La figure VI.28 montre les résultats de I'ajustement pour ces deux zones. L’estimation
de wg et kopy conduit a des résultats similaires sur interaction spécifique et unique,
soit :

1. F*(r) <150 pN : 253 = 7.8 A et k,pp = 0.02 571

2. F*(r) > 150 pN : 25 = 0.22 A et kopp = 316 57

200 : : : 1200 ;
a) |~ Alustement BE b) | — Ajustement BE
® F(r)<130pN 1000+t * F*(r)=150pN -
150+ . *
- ® 800+
z »
£ . b . 600}
w 1007 . . .
400}
50 d {1 200%
* *
. . . . 0 . .
4 4.5 5 55 6 6.5 5 5.5 6 65

Log r (pN.s™) Log r (pN.s™)

FIGURE VI.28 — Spectre de force ajustés avec le modéle BE pour les domaines (a)
F*(r) < 150 pN et (b) F*(r) > 150 pN

Nous avons également testé le modele Friddle-De Yoreo (FDY). Pour les valeurs
F*(r) > 150 pN lajustement ne trouve pas de solutions. Pour F*(r) < 150 pN lajuste-
ment donne zg = 7.8 A et kopr = 0.9 s~let F.y = 22 pN, mais nous mettons en garde
sur le faible nombre de points sur lequel 'ajustement est effectué pour un modele a 3
variables. Bien que ces ajustements aient convergé, 'adaptation du modele en fonction
du régime de force considéré (au seuil de 150 pN) est difficilement justifiable, et nous
a mené a reconsidérer la contribution de 'agent de couplage dans I'expression de la

vitesse de charge.
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Vitesse de charge corrigée et influence du linker (F(r)) : L’introduction d’un
agent de couplage ne modifie pas seulement la chimie de surface, elle modifie au niveau
de la barriere énergétique le potentiel avec lequel la liaison est sondée. En effet, si le
potentiel de la pointe peut se modéliser comme un potentiel harmonique en kegni 2?2, ce
n’est pas le cas de 'agent de couplage dont ’extension suit une relation décrite dans le
chapitre 2. Le couplage avec la molécule introduit également une contribution en série

kmor- En définitive le potentiel qui sonde la molécule est en kappJJQ ou :

1 1 1 \1
Kapp = (k: + + ) (VL2)

cant klinker kmol

En toute rigueur, une premiere correction doit donc étre appliquée sur la vitesse de
charge de sorte a prendre en compte ces contributions : Reonst = Kappts [96]. La seconde
correction intervient au niveau de kjjpker €t Kkmoi- Si nous revenons a la définition
de la vitesse de charge, celle-ci apparailt comme la vitesse a laquelle la force charge
la liaison au moment de la rupture, soit dF/dt en F' = Fy, qui s’exprime comme
dF/dt = vsdF/dz. Cest alors qu’intervient une approximation courante, et valable
si seul le levier contribue & 1'élasticité du systéme sondé : dF/dz = kegnt qui est
effectivement constant car le levier est modélisé par un ressort idéal. Reprenons a
présent 'expression de Tconst corrigée. reonst = Kapp¥s ne donne une constante qu’a
la condition que kjjpker €6 kmor le soient également, et donc que leur comportement
décrive celui d’un ressort idéal. Ce qui n’est d’apres le comportement de 1’élongation
pas le cas. En réalité, il n’y a qu’a deux régimes que cette approximation est valide :
lorsque FLx < kpT ot la rigidité idéale varie linéairement avec F en 3kpT/NsL%,
et dans le modele corrigé aux hauts régimes de force lorsque F Lk > kpgT ou la
rigidité varie & nouveau linéairement avec F en k;/N,. Aux régimes intermédiaires,
typiquement ceux que nous sondons sur la plage [100-500] pN, dF/dz est non-linéaire,
et la charge ne peut probablement pas étre considérée constante. Dans 1’exploitation
qui suit, nous exprimons le spectre de force en fonction de la charge instantanée r(t),
tenant compte de ses variations lorsque la courbe d’élongation est parcourue. Elle est
extraite en routine pour chaque rupture a partir de la tangente de la courbe de force

sur les 200/150/100 points qui précédent la rupture, dépendant de 1’échantillonnage
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de la courbe. Dans ce traitement, la vitesse de charge est donc exprimée comme [96] :

1 1 \!
r(t) = vskapp(t) = vs| —— + = (VL3)
svapp s kcant %(t)

ou vsdF'/dz contient la contribution en charge instantanée pergue par la liaison a
Iinstant de la rupture de ’ensemble linker et peptide. Quelques travaux rapportent le
passage par I'utilisation d’une charge instantanée et font état d’une variation apparente
qui leur permet un traitement sur des énergies de barriere [97] sur un modele FDY.

Nous nous proposons de tester cette approche.
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FIGURE VI.29 — Spectre de force F(r) regroupant 10578 courbes, et ajustements suivant
le modéle BE a vitesse de charge élevée (a) (r>10* pN/s) et a vitesse de charge faible
(b) r=[10° - 10*] pN/s

Nous observons sur la figure VI.29 que le comportement de F(r) ne peut étre consi-
déré linéaire que par morceaux. Nous ajustons donc ces données avec deux barrieres.
Pour la zone r>10* pN/s, les résultats de I'ajustement donnent x5 = 0.41 A et k,zy
= 3.3 s~ L. Pour la zone r=[10% - 10*] pN/s, nous obtenons x5 = 0.77 A et k,r; = 3.5
s~1. Nous avons également testé cet ajustement avec le modele FDY, dont le résultat
est présenté sur la figure VI.30. Nous obtenons xg = 0.19 A et kopr = 30.1 s7!et feq
= 63 pN.

Nous constatons que les résultats obtenus avec chaque modele difféerent notable-
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FIGURE VI.80 — Spectre F(r) et ajustement avec le modéle FDY. Les résultats de
Uajustement donnent Tperq = 0.19 A et kopr = 30.1 51

ment. Il est probable que dans le cas ou I’ensemble F(r) est considéré, le modele BE
ne soit pas adapté. En effet dans ce modele, la relation liant F a r est obtenue par
minimisation de la probabilité p(F). Cette minimisation ne trouve de solutions que
si r est supposé indépendant de F. Autrement dit, il n’est valable uniquement dans
lapproximation ot r est constant dans l'expression de p(F). Dans le modele FDY, 1'ex-
pression de la distribution des événements suppose également une indépendance de F
a r, contenue dans 'expression de p; la probabilité de reformation de la liaison [42]. Si
dans ce modele la force moyenne est utilisée, I’hypothese d’une distribution gaussienne
des forces implique que < F' >= F*. Quel que soit le modele, 'ajustement des couples
F(r) sans passage par une estimation statistique peut donc mener & une interpréta-
tion erronée. De plus, le danger de 1'utilisation directe des couples (F,r) réside dans le
fait qu'une relation existe déja entre F et r dans I’élongation d’une chailne gaussienne.

Elle peut étre déduite également a partir du modele E-FJC, sans qu’interviennent les
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parametres cinétiques xg et ko :

o, dz Li , (FLk kT N;
R NsLy L{:B—T<1 — coth (kBT>> + FQLK} + K. (VI4)

Ajuster donc les parametres de la barriere avec les couples (F,r) obtenus revient a
attribuer aux grandeurs extrapolées des valeurs qui dépendent en réalité des parametres
d’élongation Ny, Lk et K. Quel que soit le modele utilisé pour interpréter la barriere
énergétique, tenir compte de la statistique de F est un pré-requis. Bien que cette
méthode soit donc présente dans la littérature [97], nous choisissons donc de comparer
ces résultats dans une troisieme méthode [96] tenant compte & la fois de F* mais
également de r* dans le cas ou la vitesse de charge est corrigée, mais pour chaque jeu

de données estimée a sa valeur la plus probable.

Vitesse de charge corrigée et influence du linker (F*(r*)) : Dans ce traite-
ment, les parametres cinétiques x5 et k,¢s sont conservés [96]. Les distributions sur r
sont également extraites, et nous permettent d’associer & F* une valeur ol p(r) réalise

localement autour de F* un maximum local duquel r* est extrait.
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FIGURE VI.31 — Spectre F*(R*) et ajustement avec les modéles (a) FDY et (b) BE.le
modéle FDY et.

Sur la figure VI.31 (a), nous obtenons les résultats d’ajustement suivant avec un

modele FDY : Fyy = 85 pN, 23 = 1.7x1072 A et kopr =41 s~1. Pour I'ajustement sur
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le modele BE (b), nous obtenons : x5 = 0.2 A et k,;; =15 s7!. A nouveau, les valeurs

ne se recouvrent pas entre les deux modeéles.



116 CHAPITRE VI. CARACTERISATION MECANIQ UE DE I’INTERACTION PEPTIDE/ OR
VI1.3.3 Discussion

Le tableau VI.1 regroupe les valeurs obtenues pour chaque ajustement, indépen-

damment de sa pertinence qui sera discutée.

Modele Bell-Evans Friddle-De Yoreo
Variables xg (A) kopr (s71) | @g A) [ ky 571 feq (PN)
F<150pN
F*(r), 7 = kevs 78 [ 002 [ 78 [ 09 [ 22
F>150pN
022 | 36 | - | - | -
r<10pN.s!
F(r), r(t) = kapp(t)vs 077 | 35 0.19 30.1 63
r>10"pN.s~1
0.41 \ 3.3

35 =1
F*(r*), r* = maxz(r(t), F*) r>10""pN.s

02 | 15 0.02 41 85

Table VI.1 — Résultats obtenus par ajustement des modéles BE et FDY suivant 3
traitements de la vitesse de charge.

Nous constatons que les valeurs obtenues dans chaque traitement peuvent différer
de plusieurs ordres de grandeur et dépendent a la fois de la méthode de traitement
choisie pour extraire le spectre de force, mais également du modele utilisé. Concernant
les modeles, il est probable que seuls les ajustements sur F*(r) et F*(r*) contiennent
encore I'information cinétique. Bien que nous n’en ayons pas la preuve, nous pensons
que la dépendance apparente sur I’ensemble des ruptures avec r serait liée a 1’élonga-
tion de ’agent de couplage. Si les forces de ruptures ne passent par aucun maximum de
la probabilité p(F), elles peuvent néanmoins produire un échantillonnage de la courbe
d’élongation, dont la tangente dépend également, et induire une réponse non-linéaire

caractéristique.

Nous avons évoqué en introduction de cette section I'importance de torp = 1/koyf
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dans la spécificité de 'interaction. Ces valeurs permettent de situer plusieurs systémes
de reconnaissance sur une méme échelle, et de les classer en fonction de leur temps
de vie. Bien souvent, un temps de vie est élevé (k,s¢ faible) est le signe d’une spéci-
ficité élevée. Les études mesurant en DFS cette constante dans le cas d’interactions
biomolécule/surface inorganique sont rares. Une étude rapportant l'interaction de po-
lypeptides sur surface oxydée [98] a permis de montrer 'existence de deux régimes de
dissociation, donnant des constantes de 4.2 s~ 340 s~! & vitesse de charge faible et
élevée respectivement. Dans tels systemes, les liaisons mises en jeu sont essentielle-
ment non covalentes : hydrogene et Van der Waals. Dans le cas de liaisons covalentes
ou donneur-accepteur, il est probable que ces valeurs different grandement. A titre
d’exemple, la dissociation spontanée de liaisons thiol-or & l'interface biomolécule/mé-
tal est un phénomeéne déja observé, et induisant une stabilité modérée de ’ADN sur
nanoparticules d’or. Par ailleurs, les résultats de conductance présentés par 1’équipe
de Wandlowski [21] ont également suggéré une certaine mobilité de I’azote sur les sites
d’or induisant des fluctuations de conductance. Des valeurs élevées de k¢ pourraient
donc correspondre aux interactions amine/or. Concernant les valeurs de x5, nous pou-
vons nous représenter cette distance comme la distance d’interaction, ou 1’élongation

d’une liaison dans le cas amine/or, projetée sur I’axe d’application de la force.

Les couples ks faible, x5 élevé pourraient donc correspondre a I'existence d’une
barriere liée aux interactions Van der Waals, et les couples k,f; élevé, xg faible aux
interactions amine/or. Le modeéle BE ajusté sur deux régimes de forces permet cette
interprétation. Cependant, nous ne rapportons aucune étude ayant observé l’existence
de deux régimes simultanément sondés. Bien que les valeurs de k, ;s different avec la
méthode de calcul de la vitesse de charge, il donne sur F*(r) et F*(r*) 316 s~ et 15
s71. Le modéle FDY rejoint sur le spectre F(r) des valeurs obtenues & haut régime de
rupture ou vitesse de charge élevée. Une interprétation possible serait de considérer
qu’a haut régime de force/vitesse de charge, la rupture n’est plus gouvernée par sa
probabilité de diffusion a travers la barriere, mais par la dynamique de restauration

de 'agent de couplage dF/dz.
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VI.4 Caractérisation de I’élongation

Nous terminons ce chapitre par une derniére caractérisation mécanique de notre
systéme, qui est ici présentée en ouverture, en vue d’une implémentation numérique
du programme existant ou encore d’une extraction des longueurs caractéristiques du
peptide dans le cas ou celui-ci posséderait un nombre de résidus plus important (lon-
gueur de Kuhn ou longueur de persistance selon le modéle choisi). Nous nous sommes
jusqu’a présent intéressé aux forces de rupture de notre systéme, mais la spectroscopie
de force permet également de remonter a d’autres propriétés d’une molécule unique,
notamment son élasticité. Compte tenu des dimensions de notre peptide (= 2 nm en
forme hélicoidale), la réponse en force observée sera essentiellement celle de lagent
de couplage, et il apparailt raisonnable de considérer le peptide comme une perturba-
tion dans I’élongation du linker. Les courbes seront donc ajustées suivant le modele
couramment employé pour décrire son élongation : le modele E-FJC (Eztended Freely-
joint-chain). Les travaux de Gaub [1] ont déja permis d’évaluer les parameétres associés
a l’élongation de chalnes de PEG et grand nombre d’équipes modélisent les réponses
en force de leur systeémes a partir de ceux-ci, en ne faisant varier que la longueur de
contour prise alors indépendante de la longueur de Kuhn. Cependant, des travaux rap-
portent des fluctuations de ces parametres [99] qui peuvent devenir critique lorsque ces
ajustements sont effectués sur de faibles longueurs de contour. Dans I’étude qui suit,
nous mettrons a profit les outils numériques développés pour estimer ces parametres

dans le cas ou le linker est couplé a la biotine et lorsqu’il est couplé au peptide.

VI1.4.1 Biais liés a ’estimation de Lx

Le modele E-FJC décrit le comportement élastique entropique de 1’élongation des
chaines du polymere PEG jusqu’a sa longueur de contour L., ainsi qu’une correction a

haut régime de force lorsque 'extension se poursuit au dela de L. selon I’expression :

FLi  kgT7 N.F
) } (VL5)

L(F):NSLk[coth<kBT - FLL + e
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ou NgLji = L. avec Ny le nombre de segments (monomeres) du polymere, Ly la lon-
gueur de Kuhn d’un segment, kgT la contribution de I’énergie d’entropie, et K, la
constante de raideur d’un segment. Nous négligerons dans ce qui suit la contribution
AG des changements confromationnels des chaines PEG en milieu PBS compte tenu
du trop grand nombre de variables libres que sa prise en compte dans I'ajustement
introduit. Dans son étude [1], Gaub situe la valeur de Lj; a 0.7 nm, avec K; = 150
N/m. Nous avons remarqué qu’en général, sans précautions supplémentaires sur 1’ajus-
tement les valeurs obtenues pour Lj tendent a étre plus faible, parfois méme d’un ordre
de grandeur. D’aprés les travaux de Guo et al. [99], plusieurs facteurs sont a l'origine
d’une diminution apparente de Lj. D’une part, la hauteur h a laquelle est fixée le
linker au niveau de I'apex diminue Lj; d’autant qu’il disperse ses valeurs, d’apres si-
mulations sur une gamme de hauteur allant jusqu’a 4.5 nm. Il en va de méme pour la
position de la ligne de base, qu’ils recommandent de réajuster a 0 aux points immédiats
qui succedent la discontinuité marquant la rupture. D’autre part, le nombre de rup-
tures simultanées diminue significativement Lj menant a une estimation jusqu’a deux
fois inférieure & sa valeur pour deux décrochages simultanés. Expérimentalement, les
biais liés aux ruptures multiples peuvent étre réduits en utilisant des pointes a faible
rayon de courbure, telles qu’employées dans nos expériences sur les modeles MSCT.
En revanche, la dispersion des hauteurs d’accroche du linker sur ’apex est dans ce cas
augmentée. Une attention particuliere devra donc étre portée sur ce point lors de nos

ajustements.

V1.4.2 Exemple sur PEG(18)-Biotine/Streptavidine

La figure VI.32 référence les courbes de forces rencontrées dans ce systéme (a),(c),(d)
et sur son controle (b). La majorité des interactions décrit un signal d’adhésion repoussé
a des distances plus élevées, de la longueur de contour de la chaine tel que présenté
sur (a), ou un signal associable au dépliement des chaine du linker présenté sur (c). La
courbe d’élongation du linker n’est donc pas parcourue dans son ensemble. Néanmoins,
dans de rares cas ( < 1%) une élongation au dela de 200 pN a pu étre observée (d),
et est parcourue sur I’ensemble des régimes de force que couvre la fonction E-FJC.

Les courbes de force en (b), présentent un contrdle réalisé par interaction d’une pointe
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non-fonctionnalisée sur streptavidine.
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FI1GURE VI.32 — Courbes de force réalisées sur a) interaction biotine/streptaividine
sans dépliement du linker b), (b) pointe non-fonctionnalisée /streptavidine (controle),
¢)interaction biotine/streptaividine avec dépliement du linker et d) présentant dans
cette configuration une élongation compléte.

Avant de procéder a I’ajustement, les courbes sont reconstruites a partir de fonctions
polynomiales & I’aide d’une fonction qui n’a pas fait 'objet de ces travaux. Cette
fonction nécessite que le signal ne subisse pas de brusques variations pour effectuer
une reconstruction adéquate, lorsque la courbe est segmentée il est donc possible de
l'utiliser. Le signal est découpé en nombre de noeuds (knots) entre lesquels la portion
de courbe est ajustée par une somme de polyndémes choisie de sorte a optimiser la
reconstruction. La courbe obtenue est continue et monotone. Cette étape est nécessaire
a estimation de la longueur de Kuhn. En effet, le domaine d’influence de ce paramétre
se situe dans les faibles régimes de force : dans la limite ' < f3, la fonction de Langevin

cothxz—1/x tend vers x/3 soit F'//3 fg. Or dans cette gamme de force, le bruit thermique
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est non-négligeable et oscille autour de 0 pN menant & des changements de signes locaux
de la force qui introduisent a leur tour des changements de signe lors de I’ajustement. La
reconstruction permet de fixer le sens de variation, la réponse en force étant monotone
lors de I’élongation, et participe & une meilleure convergence de I’ajustement sans qu’il
soit nécessaire de contraindre outre-mesure le domaine de variation de L; autour de

sa valeur supposée. La figure VI.33 illustre ce résultat.
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FIGURE VI.33 — Evolution de la fonction de Langevin sur les valeurs de force expéri-
mentales et les valeurs de force reconstruites. Les dispersions observées sur la premiére
courbe entre 0 et 200 pN sont imputables au bruit thermique.

Nous avons mentionné que les biais d’estimation de Lj pouvaient étre introduits
par la position de 'ancrage du linker vis a vis de I'apex, ainsi qu'une erreur de posi-
tionnement de la ligne de base en F. De sorte a limiter 'impact de ces facteurs, nous
procédons & une analyse des résidus par variation successive du positionnement de la
réponse en force par pas de 0.5 nm - 0.5 pN sur une échelle de variation de AF =
[-10;10] pN et Az = [-10;10] nm, selon une méthode utilisée pour l'ajustement des
spectres de force. La cartographie figure VI.34 donne un exemple de cette analyse.
Lorsqu’un minimum global est trouvé, la valeur de Lj est extraite, et les offsets en
force et distance correspondants sont relevés.

Il est intéressant de remarquer sur la cartographie des résidus la présence d’une
zone de convergence nette sur AF ou le minimum est réalisé autour de 6-8 pN, tradui-
sant ici 'existence d’un offset en force quel que soit la longueur de contour supposée.

En se fixant sur ’axe 0 nN l'erreur commise peut entrainer une estimation de Ly allant
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FiGURrE VI.8} — Cartographie de la somme résiduelle des carrés pour chaque couple
AF Az et illustration de la convergence vers Ly pour quelques couples. Le minimum
est obtenu a un offset de 7 pN et 3nm

jusqu’au double de sa valeur. Egalement, il est & noter que les valeurs de Az négatives
n’ont pas d’autre sens que celui d’une erreur de positionnement de la courbe lors de sa
transformation force-trajectoire piézoélectrique/force-distance. Généralement, les off-
sets sur cette région sont largement inférieurs & 10 nm, les distances négatives n’ont
donc ici aucun sens physique, et a I’avenir ne devront pas étre considérées dans I’ajus-
tement. Les distances positives correspondent a une hauteur d’ancrage de 'agent de

couplage au niveau de la pointe.
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F1GURE VI.85 — Réponse en force du systéme linker-biotine et ajustement correspon-
dant au modéle d’élongation. La courbe de droite présente un agrandissement de la
zone [0-100] pN ot la valeur de Ly est modulée ¢ + 25 % de sa valeur. Résultats de
Uajustement : Ny =~ 20, Ly, = 1.16 nm.
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Sur la réponse en force VI.35, la courbe expérimentale est superposée au résultat
de 'ajustement. Dans cet exemple, nous obtenons une longueur de Kuhn de 1.16 nm

pour un nombre de segment a N, = 20.

VI1.4.3 Comparaison avec le systéeme PEG(18)-Peptide

Au total, 9 courbes ont ainsi pu étre ajustées sur biotine-streptavidine et 7 sur notre
peptide. En toute rigueur, 'ajustement avec le systeme couplé linker et peptide doit
étre effectué avec la longueur de contour de chacun de ces éléments, en tenant compte de
leur élasticité avec deux longueurs de Kuhn différentes, mais les dimensions du peptide
ne permettent pas de justifier une description ot son comportement serait décrit par
celui d’une chaine gaussienne. Une seule longueur de Kuhn est donc extraite pour
I’ensemble PEG-peptide. La figure VI.36 synthétise les résultats qui ont été obtenus

sur ces deux systemes.
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F1GURE VI.36 — Diagramme en boite de Tukey représentant le résultat de l’ajustement
sutvant le modéle E-FJC pour la longueur de Kuhn Ly sur le systéme PEG(18)-biotine
(9 courbes) et PEG(18)-peptide (7 courbes).

Les diagrammes en boite de Tukey permettent une visualisation rapide des para-
metres statiques. La barre centrale correspond & la valeur médiane (soit la moyenne
pour une distribution normale), et la dimension de la boite est fixée par les valeurs
comprises entre le premier quartile (25% des valeurs) et le troisieme quartile (75% des
valeurs). La moyenne de Ly, se situe & 0.65 nm pour le systéme PEG(18) biotine et &

0.91 nm pour le systéme PEG(18) peptide. Ces valeurs sont cohérentes avec 1’élonga-
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tion de 'agent de couplage. En effet, les travaux de Gaub ont permis d’établir que la
longueur de Kuhn de chaines PEG se situe a 0.7 nm [1]. Pour le systéeme PEG-peptide,
nous constatons néanmoins un léger écart , mais dont l'origine peut aussi bien provenir

de sa contribution que d’un sous-échantillonnage des données.

Il serait intéressant d’observer si cette tendance se vérifie par une augmentation
de cette statistique au automatisant ce traitement dans la routine numérique déja
développée. Egalement, nous suggérons en ouverture qu'une étude sur des chaines
peptidiques plus longues en milieu promoteur d’hélice a devrait permettre de quantifier
I’élasticité pour cette séquence, et de la comparer avec les longueurs de persistances

obtenues sur ce type de systeme.
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V1.5 Conclusion

Au travers de ce chapitre, nous avons vu que sur un systéme biologique simple, un
oligopeptide CK(AAAAK),C interagissant avec une surface d’or nu, une variété consi-
dérable de ruptures était obtenue. L’association d’un traitement de sélection adapté,
d’une statistique pertinente et d’une chimie de surface contrdlée s’est révélé une com-
binaison efficace pour mettre en lumiere les voies d’interactions accessibles a notre

systeme.

VI1.5.1 Forces de rupture en milieu tamponné

La mise en évidence des forces de ruptures les plus probables F™* et leur attribution
aux groupements fonctionnels du peptide était 'un des aspects critique de ce chapitre.
D’autant que la littérature n’offrait que peu de consensus sur ces interactions qui, nous

I’avons vu, couvrent une gamme de force considérable.

Interactions non-covalentes : Nous avons observé une premiere voie d’interaction,
dont les forces F sont inférieures a 100 pN. Cette voie, bien que majoritaire, peut étre
attribuée a des interactions non-covalentes, et provient probablement de I'interaction de
I’agent de couplage avec la surface selon nos contréles. Lors de la fonctionnalisation, la
concentration en peptide est volontairement fixée tres faible (1M) de sorte & obtenir en
bout d’apex une majorité d’agents de couplage libres, et seulement quelques peptides,
un seul idéalement. Il n’est donc pas surprenant que 'interaction majoritaire soit celle

de 'agent de couplage.

Interactions des groupements fonctionnels : Nous avons ensuite observé trois
interactions a 178 pN, 431 pN et 705 pN. Les controles réalisés par variation de pH
nous ont permis d’attribuer ces contributions aux groupements amines, en montrant
une modulation du nombre d’interactions par variation du ratio NHy/NHJ . Cette at-
tribution se trouve confirmée dans la littérature. L’étude bibliographique a soulevé
de nombreuses questions quant a l'ordre de grandeur attendu pour ces forces. Nous

y apportons un élément de réponse. En C-AFM, les mesures réalisées par I'équipe
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de Venkataraman sur la putrescine (butane-1,4-diamine) et 'hexaméthylénediamine
donnaient respectivement 690 pN et 620 pN. Sur la para-phenylénediamine, ils obte-
naient 530 pN. L’étude de Wandlowski sur 4,4-(éthyne-1,2-diyl)dianiline donnait 600
pN. En C-AFM, ces mesures ont été réalisées pour une statistique de l’ordre de 10*
courbes & minima. En spectroscopie de force avec pointe fonctionnalisée, Gaub obtient
sur I'adénosine 150-170 pN. La statistique dans ce domaine est plutdt généralement de
I’ordre de quelques centaines de courbes, voire de la dizaine. En regroupant un grand
nombre de systeémes fonctionnalisés, nous avons obtenu une statistique similaire aux
expériences C-AFM, et observé ’ensemble de ces signatures. Nous émettons donc I’hy-
pothese que l'estimation de I’ensemble des forces de rupture est fortement dépendante
de la statistique, que celle-ci en spectroscopie agit comme un filtre qui ne permet pas
de recouvrement avec les mesures couplées en conductance tant que celle-ci se trouve
a deux ordres de grandeur supérieure. Nous avons également attribué la force obser-
vée a 431 pN aux groupements amines, compte tenu de son occurrence. Néanmoins,
I'interaction de ’acide carboxylique avec l'or n’a, par manque de données disponibles
sur le sujet en AFM, pas été discutée. Nous ajoutons donc un bémol sur ce pic, duquel
nous ne pouvons écarter avec certitude la contribution de I'acide carboxylique. Nous
terminons avec la liaison soufre-or, qui bien qu’attendue n’a été que rarement observée.
Les mesures réalisées dans un agent promoteur d’hélicité ont mené & une augmenta-
tion des interactions amine/or, mais n’ont pas permis d’incriminer la conformation du
peptide dans ’absence réguliere de cette interaction. Il est également impossible de
mettre en cause la sélectivité de 1'or, car plusieurs résultats réalisés en XPS sur GSH
(glutathion) montrent une adsoprtion préférientielle via une liaison S-Au. Nous émet-
tons donc 'hypothése qu’un encombrement stérique au niveau de la cystéine bloque

cette interaction.

VI.5.2 Spectroscopie de force dynamique

Nous avons également poursuivit cette étude a plusieurs vitesses de charge. L’ob-
servation de deux modes simultanément sondés sur les spectres F™*(r) nous a conduit
a explorer diverses méthodes de détermination de la vitesse de charge, notamment par

la prise en compte de la contribution de I'agent de couplage dans I’expression de la
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constante de raideur apparente. Malgré les difficultés d’interprétation qu’ameéne cette
étude, nous concluons qu’a vitesse de charge constante, deux modes d’interaction sont
simultanément sondés. Compte tenu du caractere marginal de cette interprétation,
nous considérons le cas ou cette vitesse de charge est variable. Ainsi, une tendance
unique est observée, dont les parametres cinétiques rejoignent ceux a haut régime de
rupture ou vitesse de charge élevée. La correspondance des valeurs obtenues pour zg
et kosy sur le modele Friddle-De Yoreo ot I’ensemble des couples F(r) était traité, avec
les valeurs obtenues dans le modele Bell-Evans a vitesse de charge élevée ou F™* était
conservé indiquerait potentiellement que sur des forces de rupture élevées, la rupture
n’est elle-méme plus gouvernée par sa probabilité de diffusion a travers la barriére, mais
échantillonne la courbe d’élongation de I’agent de couplage suivant un comportement

non-linéaire en dF'/dz.

VI1.5.3 Ajustement des réponses en force

Nous finissons ce chapitre sur une ouverture possible quant a la continuité de ce
projet. Nous avons vu que 'extraction de la longueur de Kuhn requiert certaines pré-
cautions, que ne permet probablement pas un simple ajustement ou ’ensemble des
parametres N, K et L sont laissés libres. En effet, la position relative au niveau
de 'apex ainsi que la dispersion induite par 'agitation thermique aux faibles régimes
de force ou la contribution de Lg est importante peut mener sur des longueurs de
linker aussi faibles a des problémes de convergence, et induire une mauvaise estima-
tion de Lg. Une analyse de résidus similaire a celle conduite lors des ajustements de
spectres de force a permis de contourner ce probleme, et d’obtenir des valeurs pour
L en accord avec la littérature, et présentant une dispersion attendue. Concernant
notre peptide, 'extraction de la longueur de Kuhn ne peut étre réalisée avec un ajuste-
ment sommant deux longueurs de contour suivant un modele de type E-FJC. En effet,
notre peptide ne dispose que de deux pas d’hélice, ce qui ne permet pas décrire son
comportement par celui d’'une chaine gaussienne. Nous avons donc préféré réaliser nos
ajustements en considérant notre peptide comme une perturbation dans la chaine de
I’agent de couplage, et comparé les différences de distribution avec celles obtenues sur

linker-Biotine/Streptavine (considérant dans ce cas la biotine comme un objet ponc-
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tuel). II serait intéressant de pouvoir caractériser & ’aide des routines mises en place
I’élongation de notre peptide sur un motif plus élevé, avec une longueur de chaine
nettement supérieure a celle de la chaine PEG du linker de sorte a pouvoir extraire sa

longueur de Kuhn suivant un modele E-FJC a deux contributions.



Chapitre VII

Caractérisation électrique de

I’interaction Peptide/Or

Nous présentons dans cette partie la mise en ceuvre d’une seconde technique de
champ proche en vue d’obtenir une signature sur des jonctions individuelles or-Peptide-
or au moyen de mesures de conductance. Nous exposerons les résultats obtenus sur les
jonctions de référence Au-Au, Au - 1,8-octanedithiol - Au et la jonction Au - peptide
- Au. Dans le cas de jonctions moléculaires, le substrat d’or est fonctionnalisé par la
molécule d’intérét a des faibles taux de recouvrement, obtenus via des solutions faible-
ment concentrées (10~%uM ) suivant un protocole décrit au chapitre 4. Une section sera
réservée aux mesures couplées dans une configuration ou le peptide est embarqué dans
une matrice de thiols. L’expérience est réalisée sur un mode similaire au force-volume
en AFM. Une tension V, généralement prise a 100 mV, est appliquée entre ’échantillon
et la pointe (AFM conductrice ou STM). Plusieurs cycles d’approche/retrait sont réa-
lisés suivant un mode similaire au Force-Volume. La position en X ou Y est variée de
10 nm a chaque mesure, réalisant ainsi un quadrillage allant de 100x100 nm a 1x1pum
selon le nombre de points. En STM, le courant est relevé en fonction de la distance
apres quelques nm d’indentation sur des rampes de longueurs variables. La consigne
amorcgant le retrait du piezoélectrique est fixée sur la distance. Les courbes I(z) sont
acquises en Labview et traitées en Matlab via une routine non-développée dans ces

travaux. Le STM a été utilisée principalement pour les contacts atomiques Au-Au. En

129
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C-AFM, a la fois la force et le courant sont controlés. La valeur de consigne sur laquelle
le piézoélectrique inverse la trajectoire peut étre fixée sur la force d’appui ou un cou-
rant de saturation. Nous verrons cependant que la réalisation d’un contact électrique a
chaque cycle est loin d’étre garantie, et imposer une consigne sur le courant peut dans
ces conditions mettre en péril la pointe deés lors qu’aucun courant n’est détecté. La
rampe de balayage en C-AFM sera plus grande qu’en STM, précisément parce que la
consigne est fixée sur la force, et que celle-ci est plus sujette a fluctuations sur de faibles
distances. Des rampes inférieures a 10 nm ne permettent pas une déflexion suffisante
pour que le point de contact ne soit fixé. Les courbes F(z)-1(z) sont acquises par le
logiciel constructeur Nanoscope, et traitées sur Matlab via deux routines présentées

dans la section Méthodes numériques.

VII.1 Jonction Or-Or

VII.1.1 Configuration STM

Ces mesures ont été réalisées sur un appareil STM monté en laboratoire dans
de précédents travaux. Les pointes utilisées sont congues en laboratoire suivant un
protocole décrit dans le chapitre 4. Les courbes sont acquises a l’air & une tension de
Viias = 0.1 V. Les vitesses d’approche et de retrait sont ici de 20 nmn/s et la fréquence
d’échantillonnage est prise a 1kHz. Lorsqu’un contact est établit, amplificateur de
courant atteint sa tension de saturation. Le contact est maintenu pendant un délai
en surface de 1s avant rétractation. Un temps de 10 ms est fixé entre chaque cycle.
A partir de la fréquence d’échantillonnage et de la vitesse, la rampe est convertie en
nm. Le courant en sortie est converti en tension, puis les valeurs sont ré-exprimées en
multiples de Gg suivant I = NGV, ou Gg = 77.6 uS.

Sur la figure VII.1 (a) sont présentés quelques exemples de paliers de conductance. Les
longueurs de ces paliers sont assez variables, mais sont généralement comprises entre
0.1-1 nm révélant ainsi 1’élasticité de la jonction. L’histogramme réalisé sur plus de
10.000 courbes brutes sans tri présente une signature marquée en Gq ainsi qu’a ses

multiples.
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FiGure VII.1 - Courbes de conductance sur jonction atomique or-or(a) et histo-
gramme réalisé sur 10204 courbes en STM (b) (Viies = 0.1V).

En STM, des contacts atomiques reproductibles ont pu étre observés. Néanmoins,
ces mesures nécessitent une grande stabilité mécanique, et notre instrumentation ap-
porte un bruit mécanique intermittent qui ne permet pas a ’heure actuelle d’obtenir
un signal sur molécule unique de fagon contrélée. Les mesures de controle sur jonction
moléculaire seront donc effectuées directement en C-AFM. Une amélioration possible

serait d’équiper le systeme d’une table optique anti-vibratoire.

VII.1.2 Configuration C-AFM

En C-AFM, les mesures sont effectuées avec une pointe préalablement métallisée.
En premiere approche, deux catégories de leviers ayant différentes constantes de rai-
deur ont été testés pour déterminer 'impact de la constante de raideur sur la stabilité
de la jonction. La constante de raideur agit directement sur la sensibilité de la mesure
de force, et des leviers souples peuvent étre préférables en vue de 1'observation d’un
dépliement, ou les ruptures de liaisons H isolées n’excedent pas quelques dizaines de
pN en ordre de grandeur. Une premiere indication nous est fournie dans les travaux
réalisés par Frei et al. [100] qui rapportent une diminution de la stabilité de la jonction
sur des leviers souples. Selon leurs observations, des leviers & 1 N/m sont trop souples
pour induire une rupture or-or de facon controlée, la torsion induite au moment de
la rupture étant trop grande pour que la jonction ne soit mécaniquement stable. La

rupture interviendrait alors de facon spontanée. Il est probable qu'une condition liant
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le gradient des forces appliqué au levier au moment de la rupture avec la constante de

raideur de la liaison soit a l'origine de cette perte de stabilité.

Leviers rigides [28-45] N/m : Les mesures suivantes ont été effectuées a lair pour
une vitesse d’approche de 200 nm/s et de retrait & 40 nm/s, sur 100 nm de rampe,
et sont échantillonnées & 20x10% points. Deux jeux de donnée ont été exploités. Dans
le premier jeu, le seuil de déclenchement du retrait est fixé sur la force d’appui, prise
dans ces expériences & 100 nN pour k = 45 N/m et 1 pN pour k = 28 N/m. Cette
force est fixée par la distance d’indentation & laquelle un contact électrique est établit.
Dans le second jeu, la perte progressive du contact électrique ne permet plus de fixer
ce seuil sur la force, celui-ci intervenant dans des gammes de déflexion hors de la plage

de détection de la photodiode. Le seuil est donc fixé sur le courant & 600 nA.
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FIGURE VII.2 - Courbes de conductance sur jonction atomique or-or(a) et histo-
gramme réalisé sur 908 courbes en C-AFM (b) regroupant k = 28 N/m et 45 N/m. Le
déclenchement est fixé sur la force d’appui.

En jonction atomique, les courants mesurés sont de 'ordre du pA & Vi;,s=100 mV,
ce qui nous place a la limite haute de la gamme de détection en courant (100nA/V).
Sur jonction atomique nous travaillerons donc & faible tension (10 mV). Dans ces
gammes, le bruit est important et peut amener a des fluctuations sur Vy;,s qui seront
également amplifiées sur le courant. Nous sommes également proche de l'offset en

tension de l’appareil. Une différence entre Vs et la tension effectivement pergue
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au niveau du substrat peut étre observée. Pour une tension de 10 mV, 1.8 mV sont
mesurés au niveau du substrat. Nous nous baserons donc sur la fréquence d’observation
du palier en conductance pour déduire la présence de contacts atomiques. Les courbes
de conductance présentées sur la figure VII.2 montrent une contribution reproductible
a 50 nA, également prononcée sur I'histogramme. En associant cette valeur a Gy, la
tension réellement appliquée au niveau du substrat est de 0.6 mV soit une tension
localement inférieure d’un facteur 3 a celle mesurée. L’absence de pic secondaire ne

garantit pas lattribution.

2160 courbes

1 Bin: 1 nA

Coups

50 100 150 200 250
Courant (nA)

FIGURE VIIL.3 — Histogramme réalisé sur 2160 courbes en C-AFM & k = 45 N/m. Le
déclenchement est fizé sur le courant. Les pics secondaires correspondent au mombre
d’atomes assurant encore la conduction.

Lorsqu’au fil des acquisitions, une chute en courant progressive depuis sa valeur de
saturation est amorcée, nous pouvons nous risquer a travailler sur le courant des lors
que la pointe ne sera pas ré-utilisée. L’histogramme VII.3 est réalisé sur un nombre
de courbes plus conséquent, ce qui permet une meilleure définition des pics associables
a la rupture des 3, 2 et du dernier atome d’or maintenant encore la jonction. Cette
signature est donc attribuable & Gy. La forte atténuation de ces pics ainsi que leur
élargissement peuvent étre attribués aux fluctuations de la tension, attendues sur des

gammes inférieures au mV.
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Leviers souples 5 N/m : Ces courbes sont acquises dans les mémes conditions
expérimentales que précédemment, a ’exception de la vitesse de retrait, fixée a 80
nm/s. Dans ces acquisitions, la force d’appui est fixée & 2 pN, force d’indentation &
laquelle un contact électrique est finalement obtenu. Deés lors qu'une chute en courant
intervient, le déclenchement est effectué sur le courant de sorte a augmenter notre

statistique. Ces forces étant conséquentes, nous observons rapidement une dégradation

a) ] 147 courbes b)
il 800 Bin:1nA J
26 25 24 23 22 21

du contact.
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FI1GURE VII.4 - Courbes de conductance sur jonction atomique or-or(a) et histo-
gramme réalisé sur 147 courbes en C-AFM (b) a k = 5 N/m.

Les courbes de conductance sur la figure VII.4 (a) montrent la présence de plateaux
a 50 nA confirmés par l'histogramme (b). Le faible nombre de courbe couplé aux
possibles modulations de tension contribue a une diminution de la définition des pics.

Malgré la statistique, le signal est encore marqué.

VII.2 Jonction Or-1,8-octanedithiol-Or

Sur jonction moléculaire, 'ordre de grandeur des paliers se situe autour de 1074Gy,
les courants détectés sont de l'ordre du nA & Vy,;,s=100 mV, ce qui nous situe dans la
gamme de mesure de appareil. Sur la jonction or-1,8-octanedithiol-or, deux familles
de conductance sont attendues, dépendant du degré de coordination de ’atome d’or a

la rupture :

1. un mode H avec des multiples & G = 2.5x107*Gy = 19.4 nS,
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2. un mode L avec des multiples & G = 0.52x107*G = 4 nS.

Ces mesures ont été réalisées a ’air. Des acquisitions dans le tetradecane ont été

effectuées mais la statistique associée ne permet pas de traitement.
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FiGURE VIL.5 — Courbes de conductance sur jonction atomique or-1,8-octanedithiol-or
en C-AFM a k = 24 N/m (a) et histogramme réalisé sur 11 746 courbes reconstruites

(b) .

Le déclenchement est fixé sur la force d’appui, a F = 7.3 uN. Les plateaux de
conductance VIL5 (a) présentent une dispersion assez élevée dont nous tenons compte
lors du traitement de données. Un premier tri manuel est effectué pour exclure les
courbes présentant une contribution non attribuable a ’'ODT ou a une décroissance
tunnel. Malgré ce tri, la dispersion des plateaux est encore trop importante pour qu’ils
contribuent significativement dans 1’histogramme. Les courbes restant sont donc re-
construites suivant une méthode décrite dans le chapitre 5. Sur la figure VIL.6, nous

présentons deux histogrammes réalisés sur cette jonction avant et apres reconstruction.

Les fluctuations observées sur la conductance sont prises en compte lors de cette
étape en choisissant une tolérance sur la déviation standard au niveau du plateau a
50 fois la déviation du bruit électronique. A 1.8 pA, ce seuil correspond & 0.9 nS de
variation tolérée. La figure VIL.7 présente quelques exemples de courbes traitées a
partir desquelles ’histogramme a été construit.

Sur I'histogramme VIIL.5, nous observons deux contributions corrélables a la si-

gnature en conductance H, autour de 20 nS et plus nettement visible a 40 nS. Les
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FI1GURE VIIL.6 — Histogramme avec reconstruction des courbes (a) et sans reconstruc-
tion (b) sur jonction or-1,8 octanedithiol-or. Une contribution d 4 nA peut ainsi étre
observée.
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FiGURE VII.7 — Courbes de conductance sur jonction moléculaire or-1,8-octanedithiol-
or reconstruites.

contributions L a plus faibles conductance ne sont pas suffisamment représentées pour
ressortir dans I'histogramme. La sélection manuelle associée a une reconstruction est
donc efficace dans le traitement de ces courbes, mais cela nécessite encore la connais-

sance préalable de la conductance de la jonction. Sans tri, seule la signature a 40 nS
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est faiblement observable.

VII.3 Jonction Or-Peptide-Or

VII.3.1 Conductance

Nous présentons ici les résultats obtenus sur la jonction or-peptide-or a 100 mV
de bias. L’histogramme obtenu pour cette jonction sur la figure VIL.8 montre une
dispersion notable des valeurs de conductance, provenant d’une multiplicité de paliers

observée sur les courbes. La figure VII.9 illustre la dispersion de ces plateaux.
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FiGUure VII.8 — Histogramme sur jonction moléculaire or-peptide-or réalisé sur 707
courbes.

Nous remarquons néanmoins sur quelques paliers la présence d’une signature a
faible valeur de conductance (< 0.5 nA, soit & 100 mV 5 nS) dont l'ordre de gran-
deur correéle avec celui obtenu par Scullion et al. [7] de 1.7 nS sur des dimensions
d’oligopeptide similaires. Néanmoins, la fréquence d’apparition de ces plateaux n’est
pas suffisante pour qu’ils contribuent significativement sur nos histogrammes parmi les

autres signatures.



138CHAPITRE VII. CARACTERISATION ELECTRIQUE DE L’INTERACTION PEPTIDE/OR

1.5
1 4 ]
1 1
- m- 05 2 |
0 H 0 ]
10s 110 115 120 O - - - ‘
118 120 122 124 126 115 120 125 130
<
= L.5
L 2 : : |
7 1
oy
& B
c 1 105 < 1
0l—* ‘ . A e e B ]
120 125 130 135 118 120 122 124 126 128 115 120 125 130

Zplezo (nm)

F1GURE VII.9 — Courbes de conductance sur jonction moléculaire or-peptide-or recons-
truites illustrant la dispersion des plateauz.
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Ficure VIIL.10 — Courbes de conductance sur jonction moléculaire or-peptide-or re-
construites sur plateauz de faible conductance.

VIIL.3.2 Mesures couplées

Les résultats présentés en conductance ne sont pas représentatifs de la majorité des

expériences qui ont été conduites. Sur jonctions moléculaires en C-AFM, un maintien
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du courant est obtenu sur quelques courbes, puis une chute intervient dont les ori-
gines seront discutées plus loin. Un contact peut étre a nouveau obtenu mais nécessite
d’imposer des forces d’appui conséquentes, de plusieurs dizaines de nN, et déplace le
point de contact en courant du point de contact en force de plusieurs nm. Ces me-
sures ont ici été réalisées dans le tetradecane. Nous présentons sur la figure VII.11
deux cartographies réalisées sur SAM mixte de dodecanethiol(DDT)/peptide, et sur

surface fonctionnalisée avec le peptide. Ces cartographies représentent 1’ensemble des

interactions.
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Ficure VIL11 - Cartographies sur (a) surface d’or miztes DDT/peptide (1506
courbes) et (b) surface d’or a faible taux de recouvrement en peptide (1126 courbes)

Aucun tri n’est effectué car nous ne sommes pas dans les conditions ol un agent de
couplage a été introduit. Nous retrouvons pour chacune de ces deux configurations de
jonction des forces de rupture F'* similaires a celles obtenue en spectroscopie de force

lorsque les distributions sont uni-modales : 192 pN (a) et 145 pN (b).

La figure VII.12 illustre quelques courbes présentant les problemes que nous avons
énoncé. Dans les mesures couplées (a) et (b), nous observons une chute progressive du
courant avec absence de saturation, signifiant que la jonction devient progressivement

isolante. Plusieurs raisons peuvent en étre a 'origine.
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FI1GURE VIIL.12 — Courant (a) et force (b) couplées sur surface d faible tauzr de recou-
vrement de peptide sur levier rigide (21 N/m) et (c) force collectée sur levier intermé-
diaire (0.8 N/m). La figure (c) présente une illustration du recouvrement progressif de
la pointe au fil des acquisitions.

Fluctuations de résistance : La résistance de I’échantillon peut augmenter en
cours d’expérience. La continuité du contact entre I’échantillon et son support est réa-
lisé par une soudure a I’arc sur un fil de tungsténe. En milieu liquide non-conducteur,
des fluctuations de résistance sont susceptibles d’intervenir si le fil réalise un contact in-
suffisant, ou au contraire trop important avec le substrat (la couche d’or est localement
altérée et le mica n’est pas conducteur). Les fluctuations de résistance étant de plu-
sieurs ordres de grandeurs, elles se traduisent généralement par une chute immédiate,

ainsi qu'une absence de courant par augmentation de la force d’appui.

Dégradation du recouvrement de la pointe : Lorsqu’en revanche, un courant
marqué par une saturation nette est obtenu, mais qu’il nécessite que des forces d’ap-
pui croissantes soient appliquées pour le maintenir, la résistance de 1’échantillon n’est
pas en cause, et le probleme provient du levier. En effet nous avons observé dans
quelques cas de figure une diminution progressive du nombres d’interactions couplé a
une diminution des forces électrostatiques, que nous supposons liées a une dégradation
du recouvrement. Une seconde hypotheése serait qu’un recouvrement progressif de la

pointe par le peptide s’effectue, jusqu’a ce que les charges au niveau du substrat et de
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la pointe soient équilibrées. Néanmoins, ce point est invérifiable. Dans la figure VII.12

(c), des courbes prises & différents intervalles illustrent ce probléme.
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VII.4 Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons vu qu’il était possible en C-AFM de réaliser une
jonction électrique or-molécule-or. Des paliers de conductance ont pu étre observé pour
la jonction or-or a une statistique suffisante. En jonction moléculaire cependant, un tri
manuel préalable des courbes présentant des plateaux est nécessaire. Malgré cela sans
traitement supplémentaire, ils ne contribuent pas suffisamment dans les histogrammes.
Nous avons donc contourné ce probléme en reconstruisant les plateaux, de sorte a
diminuer leur dispersion.

Concernant les forces de rupture en C-AFM, nous retrouvons sur la jonction or-
peptide-or des ordres de grandeur déja rencontrés en AFM-DFS. Nous notons néan-
moins que la rupture soufre-or n’a que tres rarement été observée. Des études prélimi-
naires réalisées sur ocanedithiol ont montré dans notre cas que les ruptures obtenues
étaient toujours inférieures a 1 nN, ce qui pose la question des contantes de raideur
des leviers. Comme évoqué dans les travaux de Frei et al. [100], des leviers souples
pourraient ne pas étre de bons candidats pour quantifier des ruptures élevées, comme
S-Au. Des travaux rapportent que la constante de raideur de cette liaison doit se situer
autour de 150 N/m [101] (estimée en spectroscopie Raman & partir du mode d’élonga-
tion stretch a 1.46 mdyn/A soit kg— 4, = 146 N/m). La constante de raideur kg_ 4, est
également le gradient des forces que percevra la pointe lorsque la jonction sera mise en
tension. Nous émettons donc I’hypothese que lorsque le gradient des forces s’exercant
au niveau de la pointe excede sa constante de raideur propre, alors nous atteignons
une zone d’instabilité mécanique.

Concernant les mesures couplées, plusieurs problemes se sont posés. La question
des leviers semble & nouveau étre le point sensible de ces mesures. D’apres les travaux
réalisés par Frei, des contacts reproductibles peuvent étre obtenus a constante de rai-
deur élevée, et dans une configuration ou la pression est exercée par un plan, et non
une pointe. Ainsi, la dégradation de la pointe peut étre minimisée, et des forces d’appui
plus élevées peuvent étre appliquées de sorte a renouveler le contact si un recouvrement

par la molécule s’opere.



Chapitre VIII

Mise en ceuvre de la
spectroscopie TERS sur

rotaxanes

Les études précédentes ont soulevé des questions vis-a-vis de l'orientation et de la
conformation des systemes étudiés. La comparaison entre courants et forces de rupture
a déja donné des informations intéressantes. Dans ce cadre, les spectroscopies vibra-
tionnelles représentent également une alternative possible. Toutefois, la résolution R

d’un microscope optique est limitée par le critere de Rayleigh :

1.22)

= — III.1
R NA (VIIL.1)

ol NA est 'ouverture numérique de I’objectif. Par conséquent, il est impossible d’obte-
nir des informations a ’échelle d’une seule entité directement. Une premiere alternative
est d’avoir recours a des sondes fluorescentes. Une deuxiéme, qui est celle que nous
allons explorer, est de coupler spectroscopie vibrationnelle et expériences de champ
proche. Ci-dessous, nous présenterons les deux approches possibles pour acquérir un
spectre vibrationnel local. Ensuite, nous mettrons en ceuvre la stratégie TERS (Tip
Enhanced Raman Spectroscopy) sur un systéme de référence, puis sur une molécule

géante. Ce travail constitue un préambule a 1’étude de systemes biologiques.

143
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VIII.1 Signature vibrationnelle en champ proche

VIII.1.1 Approche photothermique : AFM-IR

Cet outil (développé par Alexandre Dazzi & Orsay et commercialisé par la société
Anasys) vise & coupler la spectroscopie infrarouge (IR) & la microscopie & force ato-
mique. La figure VIII.1 illustre son fonctionnement. Lorsque le faisceau infrarouge est
absorbée par ’échantillon, un échauffement local se produit. La dilatation résultante
excite mécaniquement le levier AFM. Par conséquent, le suivi transitoire de la dé-
flexion renseigne sur I’absorption infrarouge. Pour chaque point, un spectre peut donc
étre enregistré en balayant en longueur d’onde (& 'aide de lasers infrarouge a cascade
quantique ou d’un synchrotron).
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FiGUre VIII.1 — Principe de la spectroscopie AFM-IR. Lorsque le matériau absorbe le
faisceau infrarouge, la dilatation entraine une oscillation du levier qui est détectée.

Néanmoins cette méthode présente un inconvénient : le faisceau incident se situant
dans I'IR, en milieu liquide il est absorbé. Cette technique est donc impossible a metttre

en oeuvre pour I’étude en milieu liquide, ce que nous souhaitons a terme réaliser.
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VIII.1.2 Spectroscopie Raman locale : Surface Enhanced Raman

Spectroscopy (SERS)

Spectroscopie Raman : Nous ne ferons pas ici une description compléte et quan-
titative de cette spectroscopie, mais nous précisons les points qui sont importants pour
les systémes étudiés. En spectroscopie Raman, ’échantillon est éclairé avec un laser de
fréquence vy dans le domaine du visible. La majeure partie de la lumiere qui est diffusée
lest a la longueur d’onde incidente. Toutefois, un photon sur 10 millions présente une
fréquence légerement différente de celles d’excitation. Pour les fréquences supérieures
a celle d’excitation (v + v4;) nous parlons de raies anti-Stokes, tandis que pour celles
inférieures (vp — V), nous parlons de raies Stokes. Dans ce cas le niveau vibrationnel

sondé a pour énergie v,;;, comme indiqué sur la figure VIIL.2.
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FIGURE VIII.2 — Principe de la spectroscopie Raman (a) et illustration de l’exaltation
du champ électromagnétique au voisinage d’une surface rugueuse (b).

Néanmoins, il reste que dans I'absolu la détection d’un signal Raman est compli-
quée. Pour palier a cela, il est parfois possible de recourir & la spectroscopie SERS
(Surface Enhanced Raman Spectroscopy) [102]. Cette approche utilise le fait qu’au
voisinage d’une constriction métallique nanométrique, il est possible de créer une oscil-
lation collective des électrons libres sous l'effet d’une irradiation avec un rayonnement
de fréquence adaptée. On parle alors de plasmon de surface localisé. Au voisinage im-
médiat de cette constriction, le champ électrique E est plus intense. Le signal Raman
étant proprtionnel & E*), 'amplification peut aller jusqu’a des facteurs de 10'2 [103].

Avec l'argent et l'or, la résonnance plasmon se situe dans le visible. Deux bénéfices
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immédiats peuvent étre mis a profits en SERS. En premier lieu, la sensibilité est main-
tenant tres importante, et le SERS est de plus en plus utilisé pour la détection de
traces (d’explosifs par exemple). Il est méme possible de détecter des molécules indivi-
duelles. En second lieu, en milieu liquide, le signal provient de la surface, donc seules
les molécules s’y trouvant fourniront un signal intense, qui prédominera par rapport a
celui du liquide, et d’autant plus si ’on utilise un microscope confocal. Cette stratégie
a par exemple été utilisée en électrochimie [104],[105]. Historiquement, des surfaces
rugosifiées par électrochimie étaient employées [106], mais le manque de reproductibi-
lité a orienté vers ’emploi de nanoparticules qui permettent un meilleur controle de la
surface [107]. Néanmoins, pour I'imagerie le critére de Rayleigh est toujours applicable,
si bien que la résolution est toujours limitée a 300 nm, et ne permet pas d’imager des

nano-objets.

VIIIL.1.3 Spectroscopie Raman locale : Tip Enhanced Raman Spec-
troscopy (TERS)

Pour obtenir une signature spectrale & une échelle plus fine que le micrometre, il faut
que la source de l'excitation Raman soit elle-méme nanométrique. Cette méthodologie
récente exploite, comme pour le SERS, "amplification du champ électromagnétique
observé au niveau d’une pointe donnant lieu a une résonnance plasmon localisée in-
tense. Pour le TERS, une sonde champ proche en or ou argent (ou recouverte de I'un
de ces métaux) est irradiée par un laser d’excitation de longueur d’onde appropriée .
Le signal sous la pointe est alors considérablement amplifié et donc facile & distinguer
du signal de fond en champ lointain. Via ’obtention d’une source de lumiere quasi
nanoscopique a la fois en illumination et collection, il est a 'heure actuelle possible
d’identifier une composition chimique & une échelle inférieure & 10 nm, bien en dessous
de la limite de diffraction, et de sonder des systemes présentant une réponse Raman
faible de par leur petite taille ou leur nature chimique. A basse température, une ré-
solution sub-moléculaire a ainsi été obtenue [108], alors qu’a température ambiante la
résolution atteint 1.7 nm sur des nanotubes de carbone. Cette nouvelle méthodologie
a été proposée pour la premiere fois dans les années 2000 [109], [110]. Depuis, son fort

potentiel d’applications dans les divers domaines de la chimie et de la physique ont
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poussé les industriels a développer des systemes commerciaux couplant des systémes a

sonde locale et la microscopie Raman. Ceux-ci sont disponibles depuis quelques années.

Les systemes étudiés par TERS sont tres divers. Si nous pouvons choisir la mo-
lécule, il est préférable de travailler avec des molécules possédant une section efficace
Raman trés grande (Raman résonnant) et dans une configuration appelée "gap mode",
c’est-a-dire en déposant la molécule étudiée sur une surface d’or ou d’argent. Dans ce
cas, comme pour le SERS réalisé dans I'espace entre deux nanoparticules, ’exaltation
du champ électromagnétique est encore supérieure. Par ailleurs, beaucoup d’objets
biologiques comme des brins d’ADN, mais aussi des protéines ou des peptides ont été
investigués par TERS [111]. Dans notre cas, nous avons travaillé sur deux types de
systemes. Le premier est un systéme de référence constitué d’une monocouche autoas-
semblée d’azobenzenethiol. Le deuxieme représente le premier pas vers une imagerie de
systemes d’intérét en électronique moléculaire. 1l s’agit d’un rotaxane géant qui sera
présenté dans les sections suivantes VIIL.3. Ce systéme présente I'avantage d’étre plus
facilement manipulable que des protéines et constitue néanmoins un premier pas vers

I’imagerie de molécules biologiques.

VIII.2 Mise en ceuvre sur systeme de référence

Les pointes que nous avons utilisé pour les expériences de TERS sont en or. Elles
sont préparées par dissolution électrochimique dans un mélange HC1/éthanol 50 :50 en
volume comme détaillé dans le chapitre 4. Nous avons utilisé un STM SmartSPM 1000
(AIST) couplé & un spectrometre Raman confocal (Horiba HR Evo). Dans ce couplage,
le laser est envoyé sur ’échantillon avec un angle de 30°. Une caméra peut également
servir a visualiser la pointe et ’échantillon. L’objectif 100x utilisé posséde une distance
de travail de 6 mm. Ici, la pointe est fixe. L’objectif d’une part, et ’échantillon d’autre
part sont chacun montés sur des systémes de déplacement piézoélectriques indépen-
dants. La premiere étape consiste a trouver le "point chaud", c¢’est-a-dire a focaliser
aussi précisément que possible le laser sur la pointe. Pour cela, trois vis micrométriques

permettent de ramener 'extrémité de la pointe dans le champ de 1’objectif, puis de
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FI1GURE VIIL.3 — Dérivé thiolé d’azobenzéne (a) et rotazane géant (b). Ces deux mo-
lécules ont été étudiées en TERS.

focaliser grossiérement le laser sur celle-ci. Ensuite, des "cartographies d’objectif" (XY,
XZ et YZ) sont effectuées, c’est-a-dire que l'objectif est déplacé dans les trois direc-
tions. Le signal recueilli, lié a la luminescence de l'or, est intégré. Le maximum de
I’intégrale défini le point chaud. Une image optique montrant la focalisation du laser
sur la pointe ainsi que 'intensité du signal de luminescence de 1’or sont présentés sur

la figure VIII.4.

La position de l'objectif étant alors verrouillée sur le point chaud, I’échantillon
est ramené au contact en approche STM classique. Les spectres TERS peuvent alors
étre collectés. La figure VIIL.5 montre un spectre TERS, obtenu sur une monocouche
autoassemblée d’azobenzenethiol, en asservissement STM pour une tension de 0.1 V et
un courant tunnel de 100 pA. Ici, le trou confocal du spectrométre Raman a été réglé
4 300 pm. La résolution spectrale est de 2 cm™! et la puissance de 14 pW.

Ici, un temps d’intégration de seulement 1s est nécessaire pour obtenir un spectre
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Fiaure VIIIL.j - Focalisation du laser sur la pointe et (insert) définition du point
chaud lors d’une cartographie d’objectif XY.
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Ficure VIIIL.5 — Spectre TERS obtenu en routine pour le dérivé thiolé d’azobenzéne
adsorbée sur une surface d’or.

avec un bon rapport signal /bruit. Ce spectre est conforme & ceux obtenus dans la litté-
rature sur le méme systéme [112]. Il est méme possible de descendre & 100 ms de temps
d’intégration si 'on ne s’intéresse qu’aux pics les plus intenses. En revanche, en Raman

classique, il faut des temps d’intégration beaucoup plus grands et une intensité de laser
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supérieure pour obtenir des spectres comparables. Avec des puissances laser plus im-
portantes (ici supérieures & environ 500 pW), nous commengons & observer ’apparition
de bandes liées au carbone amorphe. En effet, 'exaltation du champ électromagnétique
est si forte sous la pointe que la molécule se décompose. Ce systeéme présente I'avan-
tage d’étre facile a mettre en ceuvre. Il a été utilisé ici pour des mesures préliminaires
et de fagon a déterminer si les pointes utilisées présentaient une amplification TERS

conséquente. Les pointes ne donnant pas de signal ont été systématiquement écartées.

VIII.3 Imagerie et spectroscopie TERS d’un rotaxane géant

VIIL.3.1 Molécule étudiée

Les rotaxanes sont des molécules constituées d’un axe statique entouré d’un macro-
cycle mobile. La mobilité de ce cycle peut étre induite de plusieurs fagon, notamment
par application d’un potentiel [113]. Cette particularité en fait un candidat idéal &
I’étude des moteurs moléculaires [114], dont le travail mécanique peut étre en amont
quantifié par spectroscopie de force [115]. La formule du rotaxane géant est présentée
sur la figure VIIL.3. Celui-ci a été synthétisé par ’équipe de Jean-Francois Nierengarten

(Laboratoire de Chimie des Matériaux Moléculaires, Strasbourg).

VIIL.3.2 Imagerie STM

Méme si a ’heure actuelle il est possible d’obtenir une résolution sub-moléculaire
en AFM, le STM constitue néanmoins a ce jour la méthode la plus adaptée a partir du
moment ou le substrat est conducteur ou semi conducteur. Dans notre cas, la molécule
de rotaxane est relativement haute (au plus 3 nm) et par conséquent assez isolante.
Nous avons donc dii procéder & une optimisation en imagerie afin de pouvoir détecter
des molécules individuelles. En effet, afin d’éviter une pénétration de la pointe dans la
molécule ce qui altérerait la qualité des images et favoriserait la contamination, nous
pouvons utiliser des tensions Vs relativement élevées et des courants de consigne I,
faibles [116], [117]. Tous les échantillons ont été analysés a l'air, & température am-

biante avec des pointes Platine/Iridium (80/20).
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Pour une préparation & concentration élevée (préparation : 1 mM pendant 90 min ;
ringage : 3 bains de 20 min méme solvant), les images refletent une réorganisation de
la surface d’or. Ceci est caractéristique de ce qui est couramment observée avec des

thiols.

FI1GURE VIII.6 — Topographies STM de rotazanes adsorbés sur Auf111] d (a) Vipias =
1.8 V, I, = 20 pA et (b),(c) Viigs = 0.1V, I, = 100 pA.

Dans ces conditions, il est impossible d’observer des molécules individuelles. Le
contraste généré pour deux positions de la pointe, typiquement a la verticale de la
molécule ou entre deux molécules doit étre significatif. Ici, les bras électroactifs sont
tres mobiles et probablement enchevétrés entre les molécules, si bien que dans 'image

de la figure VIIL.6, le contraste provient de la réorganisation de la surface.

FIGURE VIII.7 — Topographies STM de rotazanes adsorbés sur Auf111] da (a),(b) Viias
=1V, I, =20 pA et (¢c) Viias = 0.8V, I, = 20 pA.

Nous avons donc également travaillé sur des échantillons formés a plus faible concen-
tration (préparation : 1072 mM pendant 10 min; ringage : 3 bains de 20 min méme
solvant). Les molécules individuelles sont clairement apparentes ici sur I'image de la

figure VIIL.7. Les dimensions de la molécule sont de 3 nm de haut, pour un diamétre
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de pied d’environ 2 nm. Sur la figure VIIL.8, le profil latéral XY est estimé a partir de
la largeur sur trois rotaxanes isolés et donne 4.5 nm , 6.2 nm et 8.2 nm (FWHM). Nous
observons un diametre moyen plus élevé probablement de part un effet de convolution
par la pointe. La résolution latérale est cependant supérieure a celle obtenue en AFM
sur ces molécules (résultats non montrés). Une résolution inférieure a4 0.1 nm, & tempé-
rature et pression ambiantes, ne peut étre obtenue que sur des surfaces organisées o
les écarts de hauteur sont faibles. Pour ce qui est de la résolution axiale, les hauteurs

sont cohérentes avec elles obtenues sur ce type de molécule en configuration isolées

[117).
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FiGURE VIIL.8 — Topographie STM de rotaxanes adsorbés sur une surface d’or a Viias
=17V, 1, =20 pA et coupes transverses associées. Les lignes de profil correspondent
a la direction indiquée sur l’image de topographie.

VIIIL.3.3 Obtention d’un spectre TERS

Référence sur poudre : La figure VIIL.9 représente les spectres de poudres en
microscopie Raman conventionnelle du rotaxane (désigné ici par NT90), ainsi que
celui de la molécule de ferrocene. Trois bandes notées 1, 2 et 3 sont particulierement

visibles. La bande 1 a 310 em™! correspond & la vibration A1, du ferrocene [118].
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La bande 2 & 1107 ecm™! correspond aux vibrations d’élongation des liaison C=C des
cycles cyclopentadienyl du ferrocéne [118]. La bande 3 & 1590 cm™! correspond aux
vibrations de respiration du cycle aromatique de ’anneau central et est donc absente

du signal du ferrocene.
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FIGURE VIII.9 — Spectres raman sur poudre de ferrocéne (noir) et du rotaxane NT90
(rouge) collectés a 633 nm d’excitation, 1% de puissance laser, 1 seconde d’acquisition
et 10 accumulations. Les figures numérotées correspondent a un élargissement d’échelle
aux 3 zones indiquées du spectre complet

Spectre TERS : Nous avons dans un premier temps procédé de maniere analogue a
I’étude présentée ci-dessus pour 'azobenzeéne. Néanmoins, malgré plusieurs tentatives,
nous nous sommes rendus compte que nous devions utiliser un temps d’intégration de
60 s, ce qui est trop long pour s’affrachir de la dérive thermique et donc ultérieurement
effectuer de I'imagerie. Nous avons donc appliqué un courant de consigne plus grand
(1 nA) pour nous rapprocher de la surface, & une tension identique (0.1 V), et en

augmentant la puissance laser & 98 pW. Dans ces conditions, nous avons effectué une
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cartographie de 1’échantillon pour sonder la surface a différents endroits. Le spectre

(b) de la figure VIII.10 a pu étre obtenu en un point.
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FI1GURE VIII.10 — Spectre TERS de rotaxane adsorbés sur AU[111] obtenus ¢ 60 s (a)
et a 1s (b).

Toutefois, en effectuant une moyenne sur plusieurs spectres, nous nous apercevons
que 2 a 6 spectres consécutifs suffisent a obtenir un spectre comparable a celui obtenu
sur poudre (a). Ceci montre que la répartition des rotaxanes sur la surface est assez
homogene. Ceci est également reflété par un faible contraste dans les cartographies
représentant les intensités (avec soustraction de la ligne de base) des trois bandes les

plus intenses du rotaxane et présentées VIII.11.

FIGURE VIIIL.11 — cartographie des trois bandes (a, b, c) obtenues par intégration des
pics entre 287 et 350 em-1 (a), 1098 et 1185 ¢m-1 (b)et 1549 et 1655 cm-1 (c). La
ligne de base a été soustraite.

Il est en fait logique que les spectres soient plus difficiles a acquérir. Prenons
I’exemple des cycles aromatiques que l'on retrouve a la fois dans l'azobenzeéne et le

rotaxane. Pour le rotaxane, il a été calculé par électrochimie (travaux effectués par
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Alina Latus) un taux de couverture de 2.6x10~!! mol.cm 2

, ce qui donne une valeur
de 1.3x1071% mol.cm ™2 en cycles benzeéniques de 'anneau par exemple d’apres la com-
position du rotaxane. En comparaison, ’azobenzéne ayant un taux de recouvrement
de 6.6 ~19 mol.cm™2 [112], sa contribution doit étre 5 fois supérieure. Ceci explique
la plus faible intensité du signal. Cependant, une comparaison quantitative nécessi-
terait d’évaluer plus précisément les sections efficaces Raman des deux molécules et
éventuellement considérer des effets d’orientation. D’autre part, il est a I’heure actuelle
difficile de savoir combien de molécules contribuent au signal pour un spectre. Apres
stabilisation, la dérive thermique des scanners est inférieure & 0.2 nm.s~!. Pendant un
temps d’acquisition de 1s, la pointe sonde donc sensiblement toujours la méme aire.
La résolution spatiale du TERS dépend fortement du rayon de courbure de la pointe,
qui est d’ordinaire inférieur & 10 nm. A partir de ces dimensions, une estimation du
nombre de molécules peut étre proposée [119]. Néanmoins, ces méthodes sont encore

sujet a discussion dans la communauté.

VIIL.3.4 Conclusions et perspectives

Les résultats obtenus dans ce chapitre démontrent qu’il est possible d’obtenir une
réponse en TERS sur une molécule complexe a de faibles taux de recouvrement. Ces
résultats constituent une étude préliminaire a la réalisation d’un couplage imagerie
STM- spectroscopie TERS ol un spectre pourra étre associé a I’émission d’une molé-
cule unique. A ce stade, plusieurs limitations entrent encore en jeu. En premier lieu,
I’étude STM nous a montré que les conditions d’imagerie imposaient d’étre assez loin
de la surface (bias élevé et courant de consigne faible). En revanche, I'exaltation du
champ électromagnétique est plus importante lorsque la pointe est plus proche de la
surface en TERS (bias faible, courant de consigne élevé). Une augmentation du temps
d’acquisition n’est pas souhaitable, car la dérive des scanners en imagerie doit rester
négligeable. Nous avons néanmoins montré qu’a 1 s d’acquisition, une signature TERS

associable au rotaxane pouvait étre obtenue.
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Conclusion

Au cours de cette these, plusieurs aspects ont été approfondis, dont le point central
s’articule autour d’une thématique : I’observation d’une signature propre a une molé-

cule individuelle.

Dans la premieére partie de ces travaux, nous avons cherché a caractériser 1'in-
teraction d’un oligopeptide de séquence CK(AAAAK),C avec une surface d’or par le
couplage de deux techniques de champ proche : AFM et STM. Les deux stratégies envi-
sagées (surfaces faiblement diluées et surface bi-fonctionnalisée) n’ont pour le moment
pas permis de mesurer simultanément force et conductance a des ordres de grandeurs
ou leur signature était attendue. L’absence de controle de I’état de surface de la pointe
métallisée, et sa possible modification en cours d’expérience pourraient étre mis en
cause. Si I’on considére la surface comme un réservoir infini de molécules, et la pointe
comme un réservoir fini d’atomes d’or, il advient qu’un recouvrement progressif de
la pointe par le peptide peut intervenir, isolant progressivement la pointe. Sur leviers
rigides & rayon de courbure élevés (pointes plateau), la possibilité d’indenter la sur-
face en re-créant une nouvelle jonction or-or a chaque contact devrait permettre de
réaliser ces contacts sans néanmoins dégrader le revétement métallique. Une approche

découplée a donc été envisagée.

Réponse mécanique : L’étude en spectroscopie de force des interactions pepti-
de/or nous a permis de révéler la complexité des interactions sondées entre une biomo-
lécule et une surface inorganique. Dans la majorité des expériences, plusieurs signatures

s’échelonnant de 100 pN a plus de 300 pN en ordre de grandeur ont été observées, et
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plus rarement, quelques signatures supérieures a 1 nN. La comparaison de ces forces
avec la littérature nous a permis d’attribuer aux groupements amines et thiolés res-
pectivement ces forces de rupture. Les expériences de contrdle garantissent que ces
forces sont bien corrélables au peptide. Bien que plusieurs groupements soient impli-
qués, nous avons testé I'application de modeéles cinétiques utilisés dans les systemes
ligand-récepteur a notre systeme. Plusieurs méthodes d’exploitation, en fonction de
I’expression prise pour la vitesse de charge, ont été testées de sorte a n’exclure aucune
possible correspondance liée a cette expression. Nous avons également caractérisé en
élongation notre systeme en tenant compte de biais intervenant sur I’estimation des
variables d’ajustement. Les dimensions de notre peptide ne nous permettent pas d’as-
socier son comportement a celui d’une chaine gaussienne. En associant sa contribution
a celle d’'une objet ponctuel dans 1’élongation de I'agent de couplage, nous avons re-
trouvé les valeurs caractéristiques associées au dépliement des chaines du PEG(18). En
vue d’une caractérisation incluant la longueur de contour du peptide, une longueur de

chaines plus élevée sera préférable.

Réponse électrique : Les mesures de conductance en C-AFM ont permis d’obser-
ver plusieurs signatures mais a une statistique trop faible pour que puissent étre estimés
convenablement plusieurs canaux de conductance. Des fluctuations locales persistantes
sur plusieurs nm suggereraient que durant la traction subie par la jonction, des ré-
organisations interviennent mais a ce stade, il n’est pas encore possible de corréler ces

variations a un changement de structure, ou au niveau du point de contact.

Traitement statistique et numérique : En vue d’un couplage, un premier trai-
tement numérique avait été proposé de sorte a pouvoir combiner ces deux signatures
conjointement en cartographie. En approche découplée, il a été remis a profit pour trai-
ter les courbes en spectroscopie de force uniquement. Détecter, classer et représenter
ces interactions sont 3 étapes cruciales ot 'intervention de biais a été limitée. Les biais
liés au sous-échantillonnage de données, liés a une sélection manuelle, ou liés au choix
des criteres de classement variables sont limités par la mise en place d’outils automa-

tisant ce processus, tout en permettant un dernier controle visuel lors de la sélection.
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En conductance, une reconstruction des plateaux a été mise en place associée toujours
a un controle visuel devant la reconstruction. En revanche, si la présence d’impuretés,
ou un nombre trop grand de canaux différents ne permet pas de faire ressortir quelques
contributions notables par histogramme dans le cas du peptide sur les données brutes,

un tel traitement ne pourra améliorer ca.

Dans la seconde partie de ce projet, nous avons observé la signature Raman-TERS
de rotaxanes adsorbés sur or a de faibles taux de recouvrement. Pour aller plus loin dans
cette étude, il serait néanmoins intéressant de travailler sur des couches plus diluées,
et d’effectuer sur le méme échantillon une double analyse : une image STM pourrait
révéler des amas de quelques molécules seulement, qui seraient ensuite analysés par
TERS. Cette approche pourrait fournir a la communauté un meilleur moyen pour
évaluer le nombre de molécules analysées qui est toujours a présent sujet a débat.
La section efficace de diffusion Raman est aussi un facteur qui peut étre amélioré.
Dans les prochaines études, un rotaxane synthétisé par ’équipe de J.-F. Nierengarten
possédant 10 porphyrines, et ayant une section efficace Raman plus importante que les
ferrocenes sera testé. Il serait également intéressant d’effectuer une étude similaire sur

notre peptide, ce qui n’a pas été fait faute de temps disponible.
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Annexe A

Caractérisations

complémentaires

A.1 Spectre DRX
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FIGURE A.1 — Spectres de DRX (diffraction de rayons X) du dépot d’or réalisé sur
mica pour une épaisseur de 80-100 nm, et référence (mica).
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A.2 Pointes AFM

La figure A.2 montre deux images MEB de pointes AFM (MLCT, Bruker) et leur
agrandissement au niveau de I’apex, recouvertes par un dépoét d’or en pulvérisation
cathodique. La premieére pointe n’a subit aucune modification, tandis que la seconde a

été utilisée en C-AFM en milieu liquide.
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F1GURE A.2 — Images MEB de pointes AFM recouvertes par un dépét d’or en pulvéri-
sation cathodique.
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A.3 Pointes STM

La figure A.3 montre plusieurs images MEB de pointes STM réalisées par dissolu-
tion électrochimique. Les dégagements gazeux se produisant au niveau du ménisque,
des effets d’écrantage apparaissent, et peuvent alors induire des formes de pointes

irrégulieres, signe que localement le milieu n’était plus homogene.
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FI1GURE A.8 — Images MEB de pointes STM réalisées par dissolution électrochimique.
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Annexe B

Programmes Matlab

Ce chapitre regroupe une partie des scripts qui ont été développés pour le traite-
ment des courbes de force et des courbes de conductance. Ils peuvent fonctionner sur
des courbes préalablement extraites en format ASCII (.txt) comprenant la déflexion en
nm/V (pour laffichage force-distance), et la force. La rampe n’a pas besoin d’étre ex-
traite, une entrée utilisateur est implémentée ot doit étre indiquée sa taille en nm, pour

sa reconstruction. La vitesse de charge est également demandée en entrée utilisateur.

B.1 Traitement des courbes de force

B.1.1 Programme principal

addpath (’C:\ Users\Emmanuel\ Desktop\Marie\redaction\matlab
fichiers’); % path of the functions

fDirectory = uigetdir ('D:\ Data Marie\datas\AFM\2014—AFM\
Peptide\Peptide pointe souple\20112014\loading rate study
\50nms\ASCIT"); % path of the FZ curves

cd(fDirectory)

delete (’distance_force_max.txt’);delete( 'force_max.txt’);
delete ( ’Histforce_max.txt’);

set (0, ’DefaultAxesFontName’, ’'Times New Roman’

DefaultAxesFontsize’ ,12, DefaultLineLineWidth’, 2)
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168 ANNEXE B. PROGRAMMES MATLAB

whitebg (0, white ")
d = dir(7*.txt");

%% User inputs %% 1 = TRUE, 0 = FALSE

bSgolay = 0; % if TRUE FZ curve are
smoothed
sgolayN = 5; sgolayM = 41;
PushButton = 0; % if TRUE switch to the next
FZ curve after mouse click
DisplayForceCurve = 0; % if TRUE display FZ curve
DoubleLayer = 0; % if TRUE double layer of FZ
curve is substracted : Axexp(—z/lambda);
DoubleLayerAmplitude = 0.8e—09; % value of A amplitude of
layer decay
lambda_ D = 7.33e—9; % Value exponential
factor decay
Onlyadhesion = 0; % if TRUE only maximum of FZ
curves is selected
ManualSelection = 0; % if TRUE make peak selection
with close—to—peak mouse click /!\ Erase the automatic peak
detection !
PartOfCurve = 2; % Portion of FZ curve for
baseline fitting
windowPeak = 3; % Size of the moving
variance window
threshVariance = 5e—4; % Variance threshold for
peak detection
nNoiseStd = 10; % Absolute threshold
Multiplier of noise std for peak threshold
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24 peakHeight =20e—12; % Relative threshold
Minimum height for peak detection
25 lengthLinker =5e—9; % Tip—substrate distance

for specific/non—specific sort

%)
(=

SlopeOfCurve = 0; % if TRUE determine the
slope of FZ curve at each peak
27 windowdFdx = 150; % Size of the window for
slope before peak rupture
25 OnlyHistogram = 0; % if TRUE display
histogram , if FALSE display histogram plus force—distance
Map

SpringConstant_ Correction =1; % Spring constant

N
©

correction (new value/ past value)
30
s1 % end User inputs YWISTITISSISI
32
33 % User prompt YISTSSTTTTTTTI o

34

35 prompt = 'Number of files for histos 7 Press enter for all
files 7

36 nFiles = input (prompt) ; % number of .txt—Files

a7 prompt =’Speed of the piezo retractation ? in nm/s ’;

3s speed= input (prompt) ; % retractation speed

39 if nFiles> length(d)
10 error ('Not enough file in the folder’)

a1 elseif isempty(nFiles);

12 nFiles = length(d);
a3 end
42 prompt = 'No Z—piezo data detected in force curve file. Enter

)

size ramp in nm ’;
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¢

rampSize = le—9xinput (prompt) ; % size of the z-—ramp

%% Allocation 1

%Vectors
dataForce_init = zeros(1,nFiles);
dataForce = zeros(1,nFiles);
dataRamp = zeros (1,nFiles);
dataForceApproach = zeros (1,nFiles);
dataDefl = zeros(1,nFiles);
dataDefl_init = zeros(1,nFiles);

dataTime = zeros(1,nFiles);

%histograms

mergeNoise = [];

merge_adhesion_force = []; merge_adhesion_ramp = [];
merge__adhesion__distance = [];

merge_nonspec_ force = []; merge_nonspec_ramp = [];
merge_nonspec_ distance = [];

merge__unique__force = []; merge_unique_ramp = [];
merge_unique_ distance = [];

merge mult force = [];merge mult ramp = [];
merge__mult__distance = [];

merge_all_force = [];merge_all ramp = [];
merge__all__distance = [];

merge_last force = [];merge last ramp = [];
merge_last_distance = [];

mergeMax = [];mergedFdx = []; mergeDistdFdx = [];

mergeSeg = []|;segmentationIndex = [];

coeffBaseline = []; constBaseline = [];
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%Counts
count__alllnteraction = 0;
count_no_interaction = 0;
count_adhesion = 0;
count_nonspec = 0;
count__unique = 0;
count_mult = 0;
count_last = 0;

T

for i=1:nFiles
%% Allocation 2
vecNoise = []; dFdx = [];

adhesionForce = []; adhesionRamp = []; adhesionDistance
[

nonspecForce = []; nonspecRamp = []; nonspecDistance

uniqueForce = []; uniqueRamp = []; uniqueDistance

multForce = []; multRamp = []; multDistance = [];

AllForce = []; AllRamp = []; AllDistance = [];

lastForce = []|; lastRamp = []; lastDistance

off = []; forcedFdx = []; distdFdx = [];

[1;

%% Datas import

A = importdata ([ "data (' num2str(i)

T)Ltxt

distancedFdx =

1)
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data = A.data;
header = A.textdata;
nColumndata = size (A.data);
nPoints = nColumndata (1) ;
for j=1:nColumndata(2)
if stremp(header{1,j}, Defl V_Rt")
dataForce_init = data(:,]);
elseif strcmp (header{l,j}, Defl pN Rt")
dataForce init = le—12x%
SpringConstant_ Correctionxdata (:,]);
elseif strcmp(header{l,j}, Time s Rt")
dataTime = data (:,j);
elseif stremp (header{1,j}, Defl pN_Ex’)
dataForceApproach = le—12«data(:,j) ;
dataForceApproach = flipud (dataForceApproach);
elseif strcmp(header{l,j}, Defl nm Rt")
dataDefl init = le—9xdata(:,j) ;
end

end

dataRamp_ init = (rampSizexlinspace (1,nPoints,nPoints)/

7

nPoints) ’;

%% 1f smooth
if any(bSgolay)
dataForce_init = sgolayfilt (dataForce_init ,sgolayN
sgolayM) ;
dataDefl_init = sgolayfilt (dataDefl_init ,sgolayN ,
sgolayM ) ;

end
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%% Baseline correction

% Offset in dataDistance correction

%dataDistance init = dataDefl init + dataRamp_ init;

[dataRamp ,dataDefl , ~,~ ,~] = f__ BaselineCorrection (
dataRamp_init, dataDefl_init ,PartOfCurve);

[dataRamp ,dataForce ,vecNoise  ak,bk] =
f __BaselineCorrection (dataRamp_init, dataForce_init ,
PartOfCurve) ;

dataDistance = dataDefl 4+ dataRamp;

distOffset = mean(dataDistance (1:50));
dataDistance = dataDistance — distOffset;

%% Double Layer correction
if ~isempty(find (DoubleLayer))

dataDistance = dataDistance — mean(dataDistance
(1:5));

layerDecay = DoubleLayerAmplitudexexp(—
dataDistance /lambda D) ;

dataForce (dataDistance >0) = dataForce (
dataDistance >0) — layerDecay (dataDistance >0);

dataForce(dataDistance <0) = dataForce (
dataDistance <0) — DoubleLayerAmplitude;

end

[mu, sigma] = normfit (vecNoise);
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%% 1f manual selection
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if ~isempty(find (ManualSelection))
f = figure(1);
box on
set (gef, "units’, 'normalized’, ’outerposition’ ,[0 0
1 1])
plot (dataDistance ,(—1el2)+dataForce)
[x,y] = ginput;
if ~isempty (x)
index = knnsearch ([dataDistance (—1el2)x
dataForce] ,[x y]|, Distance’, seuclidean’);
else
index = [];
end
w = waitforbuttonpress;
if w=20
disp ('Button click ")
else
disp ( 'Key press’)
end
else
%% Else : automatic selection
[index var]= f__ PeakDetection5(dataForce ,dataRamp,ak,
windowPeak ,nNoiseStdxsigma ,threshVariance ,peakHeight);
index=unique (index ") ;
index=index ’;
count__alllnteraction = count_alllnteraction + length (index

) ;
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%% Sort

if isempty (index)

peaks

% no peak

count_no_ interaction = count_no_interaction +1 ;
% peak detected

index = sort (index,1);

for j =1 : length(index)

% Non specific
if dataDistance(index(j)) <= lengthLinker
if abs(dataDistance(index(1))) <= 0.8e—9;
% First peak
adhesionForce = dataForce(index(1));
adhesionRamp = dataRamp (index (1));
adhesionDistance = dataDistance(index(1));
count_adhesion = count__adhesion +1 ;
elseif abs(dataDistance(index(j)))>0.8e—9 &&
dataDistance (index (j))<=lengthLinker;
% others non—specific
nonspecForce = vertcat (nonspecForce,
dataForce (index(j)));
nonspecRamp = vertcat (nonspecRamp,
dataRamp (index(j)));
nonspecDistance = vertcat (
nonspecDistance ,dataDistance (index
(3)));
count nonspec = count_nonspec +1 ;
end
% Specific
elseif dataDistance(index(j)) > lengthLinker
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end

end

9% 1f only

end
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if length(find (dataDistance (index)>
lengthLinker)==1) =1
% Unique peak
uniqueForce = dataForce (index(j));

uniqueRamp = dataRamp (index (j));

uniqueDistance = dataDistance (index ()
)
count__unique = count__unique +1 ;

end

% All specific

multForce = vertcat (multForce, dataForce(index
(3)));

multRamp = vertcat (multRamp,dataRamp (index(j))
)

multDistance = vertcat (multDistance ,
dataDistance (index(j)));

count_mult = count_mult +1 ;

% Last peak

lastForce = dataForce(index (end));

lastRamp = dataRamp(index (end));

lastDistance = dataDistance (index(end));

count_last = count_last +1 ;

minimum is required
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221 %

222 if ~isempty (find (Onlyadhesion))

223 clear index

224 index = find (dataForce = min(dataForce));
225 end

226

227 end

228

220 %% Not sorted peaks

230 AllForce = dataForce (index);

231 AllRamp = dataRamp (index) ;

232 AllDistance = dataDistance (index);
233

234

235
236 %0 Slope for dF/dx
237 dFdx=][];distancedFdx =[];

238 if ~isempty(find (SlopeOfCurve))

239 if (~isempty(index) = 1)

240 for d =1 length (index)

241 if index(d)—windowdFdx < 0 && dataDistance
(index (d))<lengthLinker

242 dFdx(d,:) = 0;

243 distancedFdx (d,:) =0;

244 forcedFdx(d,:) =0;

245 elseif index (d)—windowdFdx > 0 &&

dataDistance (index(d))>lengthLinker;
246 x = dataDistance (index(d));
247 y = dataForce(index(d));
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p = fit (dataDistance (index (d)—windowdFdx
sindex (d)—5),(—1)*dataForce(index (d)—
windowdFdx:index (d)—5), 'polyl ") ;

dFdx(d,:) = p.pl;

distdFdx(d,:) = dataDistance(index(d));

off(d,:) = p.p2;

% forcedFdx(d,:) = dataForce(index(d)
—50:index (d)+10);

% distancedFdx (d,:) = dataDistance (
index (d) —50:index (d)+10);

% dFdx(d,:) = abs((dataForce(index(d)
,:) — dataForce(index(d) —20,:) )./(dataDistance
(index (d) ,:)—dataDistance (index (d) —20,:)));

distancedFdx(d,:) = dataDistance(index
(d)—windowdFdx:index (d)+5);
forcedFdx(d,:) = dFdx(d,:)
distancedFdx (d,:)+ off(d,:);
end
end
end

end

%% Vector concatenation

% First peak

merge_adhesion_force = vertcat (merge_adhesion_ force,
adhesionForce) ;

merge__adhesion_ramp = vertcat (merge_adhesion_ramp ,adhesionRamp

)
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merge__adhesion__distance = vertcat (merge_adhesion_distance
adhesionDistance) ;

% Non specific

merge_nonspec_force = vertcat (merge_nonspec_force ,nonspecForce
)

merge_nonspec_ramp = vertcat (merge_nonspec_ramp ,nonspecRamp) ;

merge_nonspec_distance = vertcat (merge_nonspec_ distance

nonspecDistance) ;

% Unique

merge_unique_force = vertcat (merge_unique_force ,uniqueForce);
merge_unique_ramp = vertcat (merge_unique_ramp ,uniqueRamp) ;
merge_unique_ distance = vertcat (merge_unique_ distance ,

uniqueDistance) ;

% Multiple

merge_mult_force = vertcat (merge_mult_force,multForce);
merge_mult_ramp = vertcat (merge_mult_ramp,multRamp) ;
merge_mult__distance = vertcat (merge_mult_distance , multDistance

)
% All peak

merge_all_ force = vertcat(merge_all force, AllForce);
merge_all _ramp = vertcat (merge_all ramp ,AllRamp) ;
merge_all_distance = vertcat(merge_all_distance, AllDistance);

% Last peak

merge_ last_force = vertcat (merge_last_force ,lastForce);

merge_last_ramp = vertcat (merge_last_ramp,lastRamp);

merge_last__distance = vertcat(merge_last_distance,lastDistance
)

% Slope

mergedFdx = vertcat (mergedFdx ,dFdx) ;
mergeDistdFdx = vertcat (mergeDistdFdx , distdFdx) ;
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200 % Max force

203 vecMax = min(dataForce);

200 mergeMax = vertcat (mergeMax ,vecMax) ;

205 % Noise

206 mergeNoise = vertcat (mergeNoise, vecNoise);

207 % Piezo positions

20s coeffBaseline = vertcat(coeffBaseline ,ak);
200 constBaseline = vertcat(constBaseline ,bk);
300
301

so2 %% Print export
a3 display ([ "Import complete ' num2str(i*100/nFiles) ~ % '])
304

s0s %% Display FZ curve & peak detected

306
307 if ~isempty(find (DisplayForceCurve))

308 f = figure(1);

300 box on

310 set (gef, "units’, "normalized ’, outerposition’ [0 0 1 1])
311 %plot (dataDistance init ,(—1)xdataForce init,’y’)

312 %hold on

313 plotyy (dataDistance ,(—1)+dataForce ,dataDistance ,var)

314 hold on

315 stem (adhesionDistance ,(—1)+adhesionForce, 'b’")

316 stem (nonspecDistance ,(—1)*nonspecForce , 'k ")

317 stem (uniqueDistance ,(—1)*uniqueForce, 'r ")

318 stem (multDistance ,(—1)*multForce, "¢ )

319 plot (dataDistance , nNoiseStd*sigmax(0xdataForce +1), 1)
320 if ~isempty (find (SlopeOfCurve))

321 for d = 1: length (dFdx)
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plot (distancedFdx(d,:) ,forcedFdx(d,:), r")
end
end
hold off
drawnow ; pause (0.1) ;
if ~isempty (find (PushButton))
w = waitforbuttonpress;
if w=20
disp ('Button click ")
else
disp ( "Key press’)
end
end
end

end

save ( 'workspace.mat’)

format short g

%% Histogram and force—distance map

merge_nonspec_distance = vertcat (merge_nonspec_ distance
merge adhesion_ distance) ;

merge_nonspec__force = vertcat (merge_nonspec_ force,
merge__adhesion_ force) ;

mergedFdx (mergedFdx ==0)=]]; mergeDistdFdx (mergeDistdFdx==0)
=[I;

MM = vertcat (merge_unique_ distance , merge_last__distance);

[dummy I]=unique (MM, ’first ’);

181
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merge AllUnique distance=MM(sort (I));
MM =vertcat (merge_unique_ force ,merge_last_force);
[dummy I]=unique (MM, ’first );
merge_ AllUnique force=MM(sort (I));
distance = []; force = []; maxHistDistance = []; maxHistForce =
vectext = [];
for =1:38
if fig — 1

datX = merge_adhesion_distancex(1e9);

datY = merge_adhesion_forcex(—1el2);

tit = *Adhesion’;

vectext = [’Adhesion = 7 ,num2str(length (
merge_adhesion_force)*100/length (merge_all_ force)),
KON

col = 'b’;

elseif fig = 2

datX = merge_nonspec_ distancex(1e9);

datY = merge nonspec_ forcex(—1el2);

tit = 'Non specific ’;

vectext = ['Non specific = 7, num2str(length (

merge nonspec_force)*100/length (merge all force)), %
Bk

col = "k’;

elseif fig = 3

datX = merge_unique_ distance*(1e9);
datY = merge_unique_forcex(—1el2);

tit = "Unique ’;
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vectext = ['Unique = 7, num2str(length (

col

183

merge_unique__force)*100/length (merge_all_force)), %’

15

sr:;

elseif fig = 4

datX = merge_mult_distancex(1e9);

datY = merge_mult_forcex(—1el2);

tit = ’Specific ’;

vectext = [’ Specific = 7 num2str(length (

col

merge_mult_ force)*100/length (merge_all_force)), %’ |;

TCT;

elseif fig = 5

datX = merge_last_distancex(1e9);

datY = merge_last_forcex(—1el2);

tit = 'Last’;

vectext = ['Last = 7 ,num2str(length (merge_last_force)

col

x100/length (merge__all_force)), %’ |;

N N
Yy ).
[T

elseif fig =— 6

datX = merge_all_distancex(1e9);

datY = merge_all forcex(—1el2);

bit = Al

vectext = [7All = 7 num2str(length (merge_all_force)

col

x100/length (merge_all_force)), %’ |;

51)7

)

elseif fig =7
datX =

datY =

tit

merge_AllUnique_ distancex(1e9);
merge__AllUnique_ forcex(—1el2);

"Toutes ’;
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vectext = ['Toutes = 7 num2str(length (
merge_ AllUnique_ force)*100/length (merge_all_force)),
%05
col = 'b’;
elseif fig = 8
A=mergeDistdFdx (ismember (mergeDistdFdx ,
merge_ AllUnique_ distance) ) ;
B=mergedFdx (ismember (mergeDistdFdx ,
merge_ AllUnique_ distance));
A(find (B<0)) =[];
B(find (B<0)) =[];
datX = Ax(1e9);
datY = speedx1le3xB;
tit = 'dFdx’;
vectext = [’dFdx = 7 ,num2str(length (
merge_ AllUnique_ force)x100/length (merge_all_force)),
RONE
col = 'b’;
end
if ~isempty (find (OnlyHistogram));
n = length (datY);

’ .
)

nbins = 1:1:n;nbins = nbins
J =11 h=1[];
for i = 1: length(nbins)

N = hist (datY,nbins(i));

h(i) = (max(datY)-min(datY))/nbins(i);
J(i) = 2/((n=1)*h(i)) — ((n+1)/(n"2%(n—1)*h(i)))=*sum(N
xN)

end
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nldeal = 28;%(max(datY )—min(datY))/h(J=min(J));
if ~ (length(datY) <=2);

figure (fig)

hold on

title (tit)

[n,x] = hist (datY,nldeal);
h=bar(x,n./nFiles*100, hist ");

set (h, "facecolor’, col)

plot (x,n/nFiles*100)

bw = Opt_Hyp_ Gauss_Ker_Reg(1,datY,length (datY));
[f,x] = ksdensity(datY, width’ ,bw);

m = max(f(:));

f = max(n/nFiles*100)x*f /m;

plot (x,1);

text (max(x) —200,max(f) ,{vectext ,x(f=max(f))})

maxHistForce (fig) = x(f==max(f));

lambda = 20;
bin = [];
if length (datX)>1000
len = 1000;
else
len = length (datX);
end
edgesl = linspace (min(datX), max(datX), len+1);
ctrsl = edgesl (l:end—1) + 0.5xdiff (edgesl);
edgesl = [—Inf edgesl (2:end—1) Inf];
edges2 = linspace (min(datY), max(datY), len+1);
ctrs2 = edges2(l:end—1) + 0.5xdiff (edges2);
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edges2 = [—
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Inf edges2(2:end—1) Inf];

n(:,2)] = histc(datX,edgesl);
n(:,1)] = histc(datY,edges2);

[~
[~
H = accununTay(bin,l);

G = smoothlD (H,length (datX) /lambda) ;

F = smoothlD (G’ ,length (datX) /lambda) ’;

[ ¢, ix
[ T 12
distance
force (f

else

| =
]
(fig
ig) =

= max(F (1) );
= ind2sub( size(F), ix );
) = ctrsl(I2);
ctrs2 (I1);

figure (fig)

distance (fig)=0;force (fig)=0; maxHistForce(fig) = 0;

end

else

if isempty(datY) || length(datY) <= 2;

figure (fig)

distance (fig) = 0;
force (fig) = 0;

else

lambda = 20;

bin = [];

)

if length (datX)>1000

len
else
len

end

1000;

length (datX) ;
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edgesl = linspace (min(datX), max(datX), len+1);
ctrsl = edgesl (l:end—1) + 0.5xdiff (edgesl);
edgesl = [—Inf edgesl (2:end—1) Inf];

edges2 = linspace (min(datY), max(datY), len+1);
ctrs2 = edges2(l:end—1) + 0.5x diff (edges2);
edges2 = [—Inf edges2(2:end—1) Inf];

[~,bin (:,2)] = histc(datX,edgesl);
[~,bin(:,1)] = histc(datY,6edges2);

= accumarray (bin,1);

= smooth1D (H, length (datX) /lambda) ;

= smoothlD (G’ ,length (datX) /lambda) ’;
— max(F ()

o Q=

[ c, ix |
[ 11, I2] = ind2sub( size(F), ix );
dlstance(f ) = ctrsl1(I12);

force (fig) = ctrs2(11);

figure (fig)

title (tit)

positionVectorl = [0.35 0.35 0.55 0.55];
subplot ( "Position ' ,positionVectorl)
hl=surfc (ctrsl ,ctrs2 |F);

set (gca, 'YDir’, 'normal ")

shading interp

view (2)

alpha (hl, "color’);

nldeal = 70;% (max(dat)—min(dat))/h(J=min(J)):
positionVector2 = [.35 .1 .55 .15];

subplot ( "Position ' ,positionVector2)
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[n,x] = hist (datX,nldeal);

h=bar(x,n./nFiles*100, hist ") ;

set (h, "facecolor’,col)

hold all

bw = 0.5;% Opt_ Hyp Gauss Ker Reg(1,datX,length (datX));
[f,x] = ksdensity (datX,  width’ ,bw);

m = max(f(:));

f = max(n/nFiles*100)*f/m;

plot (x,f);

maxHistDistance (fig) = x(f=max(f));

nldeal = 50;% (max(dat)—min(dat))/h(J==min(J));
positionVector3d = [.1 .35 .15 .55];

subplot ( "Position ' ,positionVector3)

[n,x] = hist (datY,nldeal);
h=barh(x,n./nFiles*100, hist ’);

set (h, "facecolor’,col)

hold all

bw = Opt_Hyp_ Gauss_Ker_Reg(1,datY,length (datY));
[f,x] = ksdensity (datY, width’ ,bw);

m = max(f(:));

f = max(n/nFiles*100)xf /m;

plot (f,x);

Y%maxHistForce (fig) = x(f=max(f));

end

end
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end
%% Save in workspace

B = [maxHistForce ];

fid=fopen (’Histforce max.

txt’,w’);

fprintf(fid, * %f \n’', B);

fclose (fid);

type Histforce_max.txt

A = [force ’];

fid=fopen ( "force max.txt

7,7“,7);

fprintf(fid, * %f \n’', A);

fclose (fid);

type force_max.txt

A = [distance’ force ’];

fid=fopen ( "distance_ force

max.txt’,’'w’);

fprintf (fid, * %f %f \n’, A);

fclose (fid);

type distance_ force_ max.txt

h = get (0, children’);
for i=1:length (h)

saveas(h(i), [’'figure’
saveas(h(i), [’'figure’
end
save ('workspace.mat’)

B.1.2 Fonctions

num2str(i)],

num2str(i)],
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function v = f movingvar(x,m)

n = size(x,1);

f = zeros(m,1)+1/m;

v = filter2 (f,x.72)—filter2 (f,x)."2;

m2 = floor (m/2);

n2 = ceil (m/2)—1;

v = v([zeros (1,m2)+m2+1,(m2+1):(n—n2),zeros(1,n2)+(n-m2)],:);

function [X,Y,Z,a,b] = f__ BaselineCorrection (ramp, force ,
partOfCurve)
baseline = fit (ramp(round (end—end/partOfCurve):end), force
(round (end—end /partOfCurve):end), 'polyl’);
force = force — Dbaseline (ramp);

noise = force (round(end—end/partOfCurve):end);

b = baseline .p2;

a = baseline.pl;
X = ramp;
Y = force;
7Z = noise;

function [peakListl v] = f__ PeakDetection5 (data ,dataDFL, ak,
dataWindow , epsilon ,threshVar , peakHeight)

data(find ((—1)xdata < epsilon)) = 0;
v = f__movingvar (data ,dataWindow) ;
v=v/max(v) ;

peakListl = zeros(length (data) ,1);
if abs(ak)> 0.02
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peakListl = [];

else

)

aboveThresholdVar = (v > threshVar);

edges

rising

diff (aboveThresholdVar) ;

= find (edges==1);

falling = find (edges==—1);

if isempty(find (length(rising)~=length(falling)))

else

storeInVecPeak = []; peakMin = []; peakRise
[]; peakFall = []; indexVecRise=[];
indexVecFall = [];
k=1;
for i =1 : length(falling)

peakMin (i) = min(data(k: falling (i)));
k = rising (i);

peakRise (i) = data(rising(i));
peakFall(i) = data(falling(i));

191

if abs(abs(peakMin(i)) — abs(peakFall(i))) >

end

end

aboveThresholdPeak = storeInVecPeak (find ( abs(

for 1 =1

peakHeight ;

storeInVecPeak (i) = peakMin (i) ;

storeInVecPeak) > epsilon ) );

length (aboveThresholdPeak)

peakListl (i) = find(data == aboveThresholdPeak(i))

5
end

peakListl

peakListl (find (peakListl));
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peakListl = [];

end

end

B.2 Traitement des courbes de conductance

addpath (’C:\ Users\Emmanuel\ Desktop\Marie\redaction\matlab
fichiers’); % Path of functions

fDirectory = uigetdir (’'D:\ Data Marie\ datas \AFM\2014—AFM\
Peptide\Peptide in tetradecane\24092014\IZ current)
ASCII last_treat’); %l nA/V 100mV

cd(fDirectory)

set (0, ’DefaultAxesFontName’, ’Times New Roman’,
DefaultAxesFontsize’ ,12, DefaultLineLineWidth’, 2) % for
figures plot options

whitebg (0,  white ")

d = dir(7*.txt’); % Only looking for .txt—Files

Sens=1; Volt=0.1;

nbins = 100;

CurMax = 5.5;

binRange = linspace(—0.1,5.5,nbins);

nFiles = length(d);

A = importdata ([ "data (’ num2str(1l) 7).txt’]);
Y = A.data;

NumDataColumn = size (Y,2);

NumDataLines = size (Y,1);

nFiles_begin = 1;
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nFiles _end = nFiles;

CountFile = nFiles_end;

9% User input

VarianceWin_ Step =5;

Pow = linspace(—2,5,10);
VarianceThresh_Step = 10.7(—Pow) ;
LengthStep = 15;

nNoise = 100;

balise = 1;

T

y = zeros (1,NumDataLines);binVector = zeros(1,nbins);
binVectorSlm = zeros(1,nbins);

for i=nFiles__begin:nFiles_end

A = importdata ([ "data (’ num2str(i) 7).txt’]);

data = A.data;
nPoints = length (data);

dataRamp = (200x*linspace (1,nPoints ,nPoints)/nPoints) ’

if size(data,2) = 2;
data = data(:,2)

end

f=Sensx*flipud (data);

f = f—mean(f(1:100));

noise = std(f(1:100)

findPeakNoise = find

)
nd (
f(findPeakNoise (1) )=0;

abs (f)>2«noise);
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for turn =

findPeakNoise = find (abs(f)>2«noise);

for m = 2

end

ANNEXE B. PROGRAMMES MATLAB

1:10

length (findPeakNoise)—1

if findPeakNoise(m+1) — findPeakNoise(m) > 1 &&
findPeakNoise (m)>1 || findPeakNoise(m) —

findPeakNoise (m—1) > 1 ;

Oof (

findPeakNoise (m)) = (f(findPeakNoise (m)—2)+
f(findPeakNoise (m)+2)) /2;

f(findPeakNoise (m)) = 0;%(f(findPeakNoise (m)

—2)+f(findPeakNoise (m) —1)+f (findPeakNoise (m
)+1)+f (findPeakNoise (m)+2)) /4;

elseif findPeakNoise(m+1) — findPeakNoise (m) == 0
&& findPeakNoise (m)>1 || findPeakNoise(m) —
findPeakNoise (m—1) = 0;
if abs(f(findPeakNoise (m+1))— f(findPeakNoise (
m+1))) > noise || abs(f(findPeakNoise (m))—

end

%

end

f(findPeakNoise(m—1))) > noise &&
findPeakNoise (m)>1
f(findPeakNoise(m)) = (f(findPeakNoise (m)
72)+f(f1ndP(‘akN01sc(m) 2))/2;
f(findPeakNoise (m)) = 0;% (f(findPeakNoise (
m) —2)+ (hndPedkl\ome(In)—l)+f(
findPeakNoise (m)+1)+f (findPeakNoise (m)
+2)) /4;
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end

idxSat = find (f>5,1); idx0=find (f>3%noise ,1);

if idxSat—idx0 > 50 && idx0>100

ydata = f(idx0—100:idxSat);

xdata = dataRamp (idx0 —100:idxSat ) ;
else

ydata = NaN(500,1) ;

xdata = NaN(500,1);

end

vl = {___movingvar(ydata , VarianceWin_ Step); v2=CurMaxx*(v1./max(

vl));

v= diff(v2);
yreconstruct = zeros(1,length(ydata));
xreconstruct = xdata;
Newvec=zeros (1,length (ydata));
ydata2 = zeros(1,length(ydata));

for variance_index = 1 : length(VarianceThresh_Step)
aboveThresholdVar = (v > VarianceThresh_Step (

variance_index));

edges = diff (aboveThresholdVar);
rising = find (edges==1); falling = find (edges==-1);

if ~isempty(falling)

i=1;

while j<length(falling)—1;
NumOfPoints_Step = abs(falling (j)—falling(j
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+1))5
93
94 if NumOfPoints_Step < LengthStep
95 while std(ydata(falling(j):falling(j)+

NumOfPoints_Step) )<nNoisexnoise xmean (
ydata(falling (j):falling(j))) &&
falling (j )+NumOfPoints_ Step<length (
ydata) &&ydata(falling (j))> 3xnoise;

96 NumOfPoints_ Step=NumOfPoints_ Step+1;
97 end

98 if NumOfPoints_ Step > LengthStep

99 yreconstruct ((falling (j): falling (j)+

NumOfPoints Step)) = mean(ydata ((
falling (j): falling (j)+NumOfPoints_ Step
=5)));

100 ydata2 ((falling (j): falling (j)+
NumOfPoints_Step) )=ydata (( falling (j):
falling (j )+NumOfPoints_ Step) ) ;

101 end

102 elseif std(ydata(falling(j):falling(j)+

NumOfPoints_ Step) )<nNoisexnoise*mean(ydata
(falling (j):falling(j))) && length (ydata(

falling (j):falling (j)+NumOfPoints Step))>

LengthStep &&ydata(falling(j))> 3*noise;

103 yreconstruct (( falling (j):falling (j)+
NumOfPoints_Step)) = mean(ydata ((
falling (j):falling (j)+NumOfPoints_ Step
=5)));

104 ydata2 ((falling (j): falling (j)+
NumOfPoints_ Step) )=ydata (( falling (j):
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falling (j)+NumOfPoints Step) ) ;

end
test = falling (j)+NumOfPoints_ Step;
test2 = find(falling>test);
if ~isempty(test2)
j = test2(1);
else
=i+
end
end
[binCountsSlm ,~] = histc(yreconstruct ,binRange);
binVectorSlm = binVectorSlm + binCountsSIim
end
if ~isnan(ydata)
if balise =1
figure (1) ;
ylim ([—=0.1 5.5])
plot (xdata ,ydata, 'r’, linewidth ’,1)
hold on
plot (xdata ,v2)
plot (xreconstruct ,yreconstruct , 'g’, ' linewidth ' ,2)
hold off
drawnow
end

display ([ "Tmport complete

num?2str (i*100/nFiles)
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% 1)
134 end
135 [binCounts ,~] = histc (ydata’,binRange) ;
136 binVector = binVector + binCounts;
137 end

138
1o figure (2)

140 bar(binRange ,binVector)

w figure (3)

142 bar(binRange , binVectorSlm)

s save ([ "workspace (7 num2str(CountFile) ').mat’])
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