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Introduction générale
Introduction générale

La description de la structure de la double hélice d’acide désoxyribonucléique (ADN) par
Watson et Crick en 1953 a permis I’émergence du domaine des nanotechnologies de I’ADN et la mise
en avant de nombreuses applications. En 1982, Nadrian Seeman propose d’utiliser les propriétés de
complémentarité de la molécule d’ADN afin de permettre la réalisation de nanostructures 2D ou 3D.

Dés lors, les nanostructures d’ADN, et plus précisément les origamis d’ADN sont devenus des
briques élémentaires de choix pour le transfert de motifs dans des substrats d’oxyde tres utilisés en
microélectronique tels que le dioxyde de silicium ou encore le dioxyde de titane.

Le diamétre de 2 nm de la double hélice d’ADN autorise I'obtention de motifs de trés petite
dimension que les techniques de lithographie conventionnelle ne peuvent pas atteindre. En outre, la
méthode des origamis d’ADN, permet la création de structures hiérarchiques trés complexes telles que
des réseaux 2D ou des cristaux photoniques 3D.

Ainsi, le CEA-Leti a développé des méthodes de nanostructuration de surface par gravure afin
de permettre le transfert des motifs d’ADN dans le silicium. En paralléle, des méthodes de
positionnement déterministe ont été mise en place pour garantir le dépot précise des origamis sur les
substrats.

L'utilisation de I'ADN pour la nanostructuration de surface nécessite le controle des
interactions électrostatiques entre ces deux matériaux. Depuis le début des années 2000, de
nombreuses études se sont intéressées a I'étude des interactions ADN-mica en présence de cations
monovalents et/ou divalents. Par la suite, la compréhension de ces phénoménes a engendré
I’obtention de réseaux 2D en origamis d’ADN via I'utilisation substrats de mica.

L’objectif de cette these est de mettre en place le design et le protocole d’assemblage d’un
réseau 2D en origami d’ADN. Il devra servir de masque de gravure pour la réalisation d’un réseau 2D
de qubits sur silicium. Les origamis exploiteront la complémentarité de forme afin de créer les réseaux
2D en solution. Ensuite, nous développeront des méthodes d’auto-assemblage assisté par substrat de
SiO; afin de garantir la formation de large réseaux 2D directement sur le substrat.

Le premier chapitre s’articulera autour de la présentation du contexte de I’étude. Nous
présenterons un état de I'art traitant de I’évolution des nanostructures d’ADN et de leurs applications.
Ensuite, nous parlerons succinctement des méthodes des techniques de lithographie conventionnelle
et quelques méthodes alternatives et de l'utilisation des origamis d’ADN dans ce domaine. Nous
discuterons des interactions attractives et répulsives entre deux surfaces chargées et de leur
application dans le cas des interactions origami d’ADN-surface. Enfin, les objectifs de la these seront
présentés.

Le deuxiéme chapitre s’intéressera a la mise de deux systemes de design d’origamis d’ADN.
Dans un premier temps, nous présenterons un origami pouvant s’auto-assembler en microfilaments
par appariement de bases et devant servir pour des applications en cryo-TEM. La deuxiéme partie du
chapitre sera tournée vers la mise en place d’un systeme d’origamis d’ADN s’auto-assemblant par



Introduction générale

complémentarité de forme en réseaux 2D. La derniére partie présentera trois types de nanostructures
hiérarchiques originaux que nous avons mis en ceuvre.

Le troisieme chapitre portera sur I’élaboration de procédés d’auto-assemblage assisté par
substrat des réseaux 2D. Dans ce chapitre nous présenterons les différents protocoles et méthodes de
traitements utilisés. Ensuite, nous discuterons des résultats obtenus en fonction des différents
parameétres d’expériences.

Enfin, la conclusion portera sur les principaux résultats obtenus lors de la thése et nous
présenterons quelques perspectives.
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Chapitre I- Etat de l'art : L'ADN et la
nanostructuration de surface

L’objectif de ce chapitre est de démontrer la possibilité d’utiliser les origamis d’ADN comme outils
de réponse a des problématiques technologiques en micro/nanoélectronique ou encore en analyse
structurale de suprastructures biologiques.

La premiere partie de ce chapitre sera consacrée a I’évolution du domaine des Nanotechnologies
de I’ADN avec un fort accent mis sur la description de la méthode des origamis d’ADN et des
applications liées.

Ensuite, nous présenterons les différentes techniques de lithographie conventionnelle et
alternative et nous parlerons de I'utilisation des origamis d’ADN pour la nanostructuration de surface.
Il sera nécessaire de présenter la théorie derriére les interactions entre deux surfaces chargées sur
laquelle est basée la description des interactions ADN-surface.

Enfin, nous présenterons le contexte et les objectifs de la theése.
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[.1 Auto-assemblage supramoléculaire a base d"”ADN

[.1.1 Introduction

L'auto-assemblage est défini comme étant le processus d’assemblage de sous-éléments
désordonnés en une structure ordonnée sans intervention extérieure (humaine ou machinale). Ce
phénoméne se retrouve dans la nature a différentes échelles comme : La formation des régimes
climatiques ou encore la réplication cellulaire. Dans le dernier cas nous parlerons d’auto-assemblage
supramoléculaire ™,

L'auto-assemblage supramoléculaire est basé sur |‘auto-organisation de sous-unités
moléculaires formant des structures hiérarchiques a grande échelle. Ce mécanisme est rendu possible
grace ala présence de différentes interactions moléculaires tels que : les liaisons ioniques, les liaisons
hydrophobes, les liaisons de Van der Waals, les liaisons hydrogéne (liaison H) ou encore les liaisons
de coordinations 2. Par exemple, I'actine, et plus précisément I'actine globulaire (actine G), une
protéine présente dans le cytosquelette des cellules eucaryotes peut, par polymérisation, former des
microfilaments unidimensionnel (1D) nommés actines filamentaires (actine F) (voir la Figure I-1-A). Ces
derniers participent a certains mécanismes biologiques tels que I'organisation et la mobilité cellulaire
durant la division des cellules ou encore la contraction des muscles **. Cette polymérisation est
amorcée par une phase de nucléation, suivi d'une phase d’élongation puis d’un état stationnaire.
L’actine G étant polaire, le mécanisme de polymérisation met en jeu des interactions faibles de Van
der Waals B,

Des suprastructures plus complexes bidimensionnelles (2D) ou tridimensionnelles (3D)
peuvent aussi étre observées. C'est notamment le cas des capsides de virus (Figure I-1-B). Ces

derniéres sont des ensembles de protéines auto-assemblés par nucléation sous forme de cristaux
symétriques 8l Ses suprastructures possédent de trés bonnes propriétés de symétrie, d’uniformité
de taille, d’uniformité de forme et de chimie de surface . Un fort intérét s’est donc porté sur leur
utilisation afin de créer des matériaux avec des propriétés physico-chimiques uniques. Nous pouvons
en effet citer le cas des microtubules. Ces derniers sont des assemblages de dimeres appelés tubulines,
eux-mémes constitués de deux sous-unités : la tubuline a et la tubuline B. Leur assemblage est assurée
par des liaisons non-covalentes. Les microtubules sont des structures dynamiques pouvant se
polymériser et se dépolymériser en continu. L'étude des propriétés d’auto-réparation des
microtubules a été réalisée par Tricilin Schaedel et al. 1°!. Il a été question d’y exercer des contraintes
mécaniques et d’ajouter au systeme réactionnel des diméres de tubulines. Cela a permis d’observer
I'insertion de diméres additionnels dans la structure des microtubules leur permettant de recouvrer
leur structure sans défaut a la suite de I'application d’une contrainte mécanique. Il a aussi été possible
d’observer des échanges spontanés entre la tubuline libre et celle de structures non soumises a des

contraintes mécaniques.
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Actin molecule
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virus

Figure I-1 : A) Filament d'actine 1*°l, B) Différentes structures de capsides de virus 1],

D’autres types de suprastructures synthétiques symétriques ont pu étre concues et étudiées
tels que des nanoparticules, des nanorings et des cages polyédriques imitant la structure des capsides
de virus. Ces structures se trouvent étre des candidates de choix pour la délivrance de traitements

thérapeutiques. En effet, nous pouvons prendre I'exemple de nanorings (Figure 1-2-A) possédant des
antigeénes sur une de leurs faces et qui sont trés sensibles aux anticorps.

25-30 nm

Figure I-2 : Représentations schématiques et images TEM des anneaux et des nanocages protéiques
synthétiques 2. A) Nanorings N-3M2e. B) Cages octaédriques de D123-Ferritin. C) Cages icosaédriques eOD-
GT6 60-mer lumazine synthase ™,
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D’un point de vue macroscopique, des domaines tels que I'architecture se sont inspirés des
processus d’auto-assemblage afin de créer des assemblages et des constructions innovantes. Un projet
d’envergure nommé « The Self-Assembly Line » a été présenté a la conférence TED de 2012 par Skyllar
Tibbits et Arthur Olson ™3I, Ce projet consistait en la réalisation d’une ligne d’auto-assemblage
grandeur nature imitant un module d’auto-assemblage de virus. Le principe de cette ligne est de
permettre I'auto-assemblage progressif de sous-unités préalablement concues afin de permettre leur
interaction et la formation d’une structure hiérarchique macroscopique. Cette prouesse technologique
biomimétique se trouve étre trés prometteuse quant a I'auto-assemblage de structures architecturales
a grande échelle telles que des objets ou encore des batiments.

1.1.2 Evolution des nanotechnologies de ’ADN

I.1.2.1 Avancée dans le domaine des nanotechnologies de I’ ADN

I.1.2.1.1 Qu’est-ce que ’ADN ?

L’acide désoxyribonucléique est un polymére composé de différents nucléotides composés
d’une base, d'un sucre et d’'un groupe phosphate. Rosalind Franklin a, par I'utilisation de la diffraction
des rayons X ', posé les fondations de la découverte de la structure en double hélice de I’ADN par
James Watson et Francis Crick [*°. Leurs travaux ont permis de mettre en évidence la structure en
double hélice de I’ADN. Cette structure en double hélice est permise par I'appariement de base dit de
Watson-Crick. Ce dernier est basé sur les propriétés de complémentarités entre les bases de la
molécule d’ADN : L’Adénine (A) qui peut réaliser deux liaisons hydrogéne avec la Thymine (T) et la
Guanine (G) qui peut réaliser trois liaisons hydrogene (liaisons H) avec la Cytosine (C).

Les trois formes principales de I’ADN sont: I’ADN-B, ’ADN-Z et ’ADN-A. L’ADN-B est la
conformation qui se retrouve le plus dans la nature et c’est celle-ci qui nous intéressera dans cette
these. En solution, cette structure posséde un pas de 3,4 nm, 10,5 paires de bases par tour d’hélice et
2 nm de diameétre. Elle posséde aussi deux sillons appelés sillons mineurs et sillons majeurs dus au
décalage présent entre les brins. La stabilisation de la structure en double hélice de I’ADN est permise
par une association entre différents types d’interactions. En effet, outre I'appariement de bases, il
existe un autre type d’interaction : I'empilement de base. Ce dernier est basé sur les interactions
attractives et non-covalentes -1t entre les cycles aromatiques présents au sein de la double hélice
d’ADN. L'énergie de liaison de I'appariement est considérée comme forte. En effet, sa valeur est
comprise entre 10 kcal/mol et 20 kcal/mol alors que celle de I'empilement de base est d’environ 8,6

kcal/mol pour un triple empilement 126,
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5" to 3’ direction

,’ Pyrimidine
Purine

(a) Doubie helix

Figure I-3: Structure de I'ADN 7]

Les molécules d’ADN sont considérées comme des polymeéres rigides en raison des
empilements mt-it de leurs cycles aromatiques et des répulsions électrostatiques ayant lieu le long de
leur squelette sucre-phosphate. Cependant, I’ADN double brin est plus rigide que I’ADN simple brin.
L’ADN double brin possede une longueur de persistance de 50 nm (correspondant a 160 nucléotides)
alors que celle de I’ADN simple brin est comprise entre 1 nm et 2 nm 18],

La dénaturation de I’ADN est un processus consistant en la séparation des brins d’'une double
hélice. Elle a lieu via la rupture des liaisons hydrogene présent au sein de la double hélice d’ADN. Ce
processus peut se réaliser sous I'effet de différents parametres :

e Une température élevée,
e Une faible salinité,
e En présence d’une solution acide ou basique.

Lorsque 50% de la double hélice d’ADN est passé sous forme d’ADN simple brin, la température
caractéristique est appelée température de fusion (Tn). Cette derniere dépend du nombre de liaisons
hydrogéne présent dans la structure de I’ADN double brin et donc de sa longueur. En effet, plus une
double hélice est longue, plus elle possede des liaisons hydrogéne. De plus, les liaisons d’empilement
entre les paires G=C mais aussi les liaisons d’appariement entre les nucléotides G et C sont plus fortes
gue celles des paires A=T. Cela entraine donc une stabilité plus élevée de la double hélice d’ADN. La
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dénaturation de I’ADN est un processus réversible. En effet, en redescendant sous cette température,
il est possible de reformer la double hélice.

Les molécules d’ADN sont des particules chargées négativement a cause de leur squelette
phosphate. Cette charge est de 2 e/nm pour un brin simple d’ADN et de 6 e/nm pour une double
hélice d’ADN [,

La charge de I’ADN étant négative, le maintien de la structure en double hélice nécessite
I’utilisation d’ions métalliques afin de permettre I'atténuation des répulsions électrostatiques entre les
groupements phosphates. Cependant, la valence des ions doit étre prise en compte. En effet, les
cations monovalents et les cations divalents interagissent différemment avec les molécules d’ADN.

Les cations monovalents, et plus précisément les cations de sodium (Na*), ne se lient pas
directement a I’ADN. lls vont se placer préférentiellement dans le sillon mineur de I’ADN et ne
participent pas a la stabilisation de la double hélice. A contrario, les cations divalents, et plus
précisément les cations de magnésium (Mg?**), sont plus réactifs que les cations monovalents. Leur
interaction avec I’ADN se fait via des coordinations avec des ligands mono et bi-dantés avec les
groupements phosphates de I’ADN 2%, La présence de Mg?* permet donc la neutralisation de la charge
négative de I'’ADN et la stabilisation de sa structure.

1.1.2.1.2 Les différentes méthodes de nanostructuration de I’ ADN

1.1.2.1.2 Les DN A-tiles

Les DNA-tiles sont des types de nanostructures d’ADN réalisés grace a I'utilisation de motifs de
ramification mise au point a partir d’oligonucléotides 2%,

En 1982, Nadrian Seeman propose d’exploiter les propriétés de complémentarité présentes au
sein de la double hélice d’ADN dans le but de créer des cristaux périodiques 2D ou 3D 22!, Sa méthode
de structuration consiste a créer des jonctions immobiles pouvant se lier entre elles grace a I'utilisation
d’extrémités collantes. Cette derniére est possible via I'exploitation de I'appariement des bases de
Watson-Crick et en créant des séquences permettant I’extension d’un brin simple au-dela de la
structure pouvant s’assembler avec une extension complémentaire. Les premiers assemblages basés
sur cette méthode ont été réalisés en 1998 par Winfree et al. 2!, Ensuite, différentes études ont mis
en évidence |'utilisation de cette méthode afin de créer divers motifs de DNA-tiles tels que des réseaux
en deux dimensions (2D) mais aussi des polyédres d’ADN en trois dimensions (3D) (Figure 1-4).
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Figure 1-4 : A) Principe de I'auto-assemblage des DNA-tiles afin de former des réseaux 2D. B) Images AFM
de différents types de réseaux 2D formés avec des DNA-tiles 14!, C) Schéma de principe de I'auto-assemblage
de polyédres d’ADN 3D. D) Images TEM et classes 2D d’une boule de cristal en DNA-tile %!,

Deux autres méthodes de nanostructuration ont été mises en place : Les briques d’ADN [2%26:27]
et les origamis d’ADN (222829,

I.1.2.1.2 Les briques d’ADN

La méthode des briques d’ADN est une extension de celle des DNA-tiles du 2D vers le 3D. Cette
méthode permet la création de nanostructures 3D a I’aide de tuiles d’ADN. Elle a été mise au point en
2012 par Yonggang Ke et al. 12!, Dans cette étude, les chercheurs ont utilisé des motifs d’ADN simple
brin composées de 32 bases chacune et possédant des extrémités collantes leur permettant de

s’associer & quatre voisins locaux au cours de I’auto-assemblage 2%,

Figure I-5 : Principes de la conception de structures en briques d'ADN 2°],
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I.1.2.1.2 Les origamis d’ADN

En exploitant les propriétés de complémentarité de I’ADN et la formation de jonctions Holliday,
une étude menée par Paul Rothemund ?®! a permis de mettre en place une méthode d’assemblage de
I’ADN afin de réaliser différentes structures en 2D. Cette techniqgue nommée « méthode de I'origami
d'ADN » est basée sur le pliage d'un long simple brin d’ADN circulaire nommé « brin échafaudage » (ou
« scaffold » en anglais) a 'aide d'oligonucléotides courts nommés « brins agrafes » (ou « staples » en
anglais) grace a un recuit en température (Figure 1-6) Le scaffold est produit grace au bactériophage
M13. Il contient 7560 paires de bases. Les staples, quant a eux, ont une taille comprise entre 18 et 60
bases.

Figure I-6: A) Schéma de principe de la conception d’un origami d’ADN 3°!, B) Exemples d’origamis d’ADN
2D 1281, C) Exemples d’origamis d’ADN 3D 31,

Il est aujourd'hui possible, grace a I’évolution de cette technique, de fabriquer des structures
3D plus ou moins complexes de dimensions nanométriques telles que des structures en formes de

monolithes, de bouteilles ou encore de croix . L’épaisseur de ces motifs varient entre 10 nm et 100
nm.

Le processus de création d’un origami d’ADN dépend de plusieurs étapes importantes (Figure
I-7 : Les différentes étapes de préparation et de contréle des origamis d’ADN B9, :
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e Etape 1: Conception du design de la hanostructure souhaitée

Cette étape permet de choisir la forme de I'origami que nous souhaitons réaliser. En fonction
de "application visée, il sera nécessaire de réfléchir a la meilleure forme de nanostructure pouvant y
répondre.

e Etape 2: Conception de la forme souhaitée du brin échafaudage (scaffold) a I'aide du
logiciel CaDNAno 2 32!

Lors de cette étape, il est nécessaire de choisir le type de réseaux des doubles brins d’ADN
(monocouche ou multicouche, réseau carré ou en nid d’abeille). Ensuite, les séquences et le chemin
des brins agrafes sont déterminés. En général, la taille des brins agrafes se situe entre 18 et 60
nucléotides. La forme des nanostructures peut étre ensuite prédite grace au logiciel CanDO B3],

e Etape 3 : Synthése des brins échafaudages et des brins agrafes.

Les brins échafaudages sont issus du bactériophage simple M13mp18. Ce bactériophage
infecte la bactérie Escherichia coli et emballe son génome sous forme d’ADN simple brin. Dans notre
cas, nous avons acheté nos brins échafauds auprés de I'entreprise Tilibit Nanosystems. Les brins
agrafes ont été fournis par IDT.

e Etape 4 : Préparation des solutions d’assemblages.

Les solutions d’assemblages sont préparées en mélangeant dans le méme tube les différents
oligonucléotides, les brins échafauds et la solution tampon (en général composé de
tris(hydroxyméthyl)aminométhane (Tris), d’acide éthylénediaminetétracétique (EDTA) et d’ions Na* et
contenant une certaine concentration en ions Mg?".

e Etape 5 : Recuit en température

Le role de cette étape est de permettre a la réaction d’auto-assemblage d’atteindre un
minimum d’énergie correspondant a la nanostructure ciblée. Pour ce faire, la solution préparée lors
de I’étape 4 subit une dénaturation thermique puis un recuit en température.

Dans le cas d’une structure monocouche, I'assemblage est possible en réalisant une premiére
étape de dénaturation, puis en recuisant la solution a température ambiante. Le repliement des
structures multicouches est plus long que celui des structures monocouches du fait d’un assemblage
pouvant suivre plusieurs chemins thermodynamiques afin d’atteindre le minimum d’énergie de la
réaction. Ces chemins peuvent ainsi mener a des piéges cinétiques limitant la vitesse d’assemblage.
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e Etape 6 : Purification des nanostructures sur gel d’agarose

La purification sur gel d’agarose est une méthode d’électrophorése permettant la séparation
des origamis correctement repliés, des origamis d’ADN mal repliés, des agrégats et des
oligonucléotides libres. Les origamis d’ADN possédant le moins de défauts migrent plus vite dans le gel
que les agrégats et les origamis défectueux. De plus, ce sont les oligonucléotides mal repliés qui
migrent le plus rapidement. Cela permet donc d’extraire les origamis ciblés purifiés en excisant la
bande d’intérét. En général, cette méthode de purification permet d’obtenir des rendements de
purification de 2% en sortie de gel. D’autres méthodes, telles que la précipitation au polyéthyléne
glycol (PEG) ou encore I'ultracentrifugation, peuvent étre utilisées et permettent d’obtenir des
rendements de purification plus élevés. Cependant, elles sont moins efficaces pour la séparation des
différents types d’objets présent dans les échantillons et peuvent aussi favoriser |’agrégation des
nanostructures entre elles.

e Etape 7 : Caractérisation des nanostructures au TEM ou en AFM

L'intégrité structurale des nanostructures peut étre caractérisée en microscopie électronique
a transmission cryogénique (cryo-TEM), en microscopie électronique a transmission (TEM) par
coloration négative (al’aide d’une solution d’acétate d’uranyle a 2%) ou encore par microscopie a force
atomique (AFM). Il est possible, avec les images de TEM, de réaliser des classifications 2D ou
reconstructions 3D des nanostructures en passant par une analyse particule par particule en utilisant
le logiciel EMAN 2 13433],

Step 1: conceive a target shape Step 2: design scaffold-staple layout, evaluate

design and determine staple sequences
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DNA and synthesize staple
oligonucleotides
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Figure I-7 : Les différentes étapes de préparation et de contréle des origamis d’ADN 3%,

15



Chapitre | — Etat de I'art : L’ADN et la nanostructuration de surface

R/

«» Créations d’origamis d’ADN courbés et tordus

Lors de la conception d’un origami d’ADN, il est possible de contréler sa torsion interne et sa
courbure afin de réaliser des formes complexes. Cela est possible en modulant le nombre de délétions
et/ou d’insertions de paires de bases dans la structure de I’ADN.

Selon Dietz et al. *%, la suppression d’une paire de bases dans une double hélice d’ADN
provoque une contrainte de traction sur la partie ou se trouvait les paires de bases supprimées. Cela
entraine une torsion a gauche de la double hélice (Figure I-8). A contrario, I'insertion d’une paire de
base provoque une contrainte de compression la ou se trouvent les paires de bases insérées. Cela
induit une torsion a droite de la double hélice d’ADN ¢, || est donc possible de supprimer une
contrainte de traction par I'insertion de paires de bases. Inversement, il est possible de supprimer une
contrainte de compression par la suppression de paires de bases.

Figure I-8 : Principes de conception pour contréler la torsion et la courbure dans les faisceaux d'ADN 36,

En exploitant ces propriétés, Dietz et al. 1**! ont démontré la possibilité de créer des origamis
d’ADN de forme complexes possédant des torsions et des courbures & I’échelle nanométrique B¢, Dans
cette étude, ils ont présenté I'effet de la modification de I’hélicité sur le degré de torsion de filaments.
En partant d’'une hélicité de 10,5 pb/tour (sans torsion), ils sont parvenus a augmenter le taux de
torsions de leur origami en augmentant ou en diminuant le nombre de paires de bases supprimées. En
effet, pour une hélicité de 10 pb/tour, ils ont obtenu des filaments tordus a gauche avec des demi-
tours tous les 235 + 32 nm. Dans le cas d’une hélicité de 11 pb/tours, les filaments étaient tordus a
droite avec des demi-tours tous les 286 + 48 nm.

Cette étude a aussi fait état de la possibilité de coupler I'ajout d’insertions et I'ajout de
délétions. Cela dans I'optique de réaliser des origamis d’ADN courbés avec des valeurs d’angles
différents dépendant du nombre d’insertions et de délétions. L'idée étant que le gradient d’insertions
soit plus élevé que le gradient de délétions afin de permettre la courbure de la structure.
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Une autre méthode de courbure a été présentée par Wagenbauer et al.?”. Elle est basée sur
la suppression des paires de bases dans les couches intérieures de I’angle du design. Cette méthode
sera discutée plus en détail dans la section 11.2.2.1.1.

I.1.2.1.2 Les assemblages hiérarchiques d’origamis d’ADN

Afin de créer des suprastructures a partir de nanostructures d’ADN tels que des microfilaments
unidimensionnels (1D), des réseaux 2D, ou méme 3D deux méthodes principales de polymérisation
d’origamis d’ADN ont été mises en place: L’auto-assemblage par appariement de base par
I'intermédiaire d’extrémités cohésives (interactions fortes-irréversibles) et I'auto-assemblage par
complémentarité de forme via des interactions par empilement n- t des bases (interactions faibles-
réversibles).

< L’auto-assemblage par appariement de base, interactions fortes et assemblages
irréversibles

L’auto-assemblage par appariement de bases consiste a utiliser des extrémités collantes
complémentaires (Figure 1-9) pour permettre I'assemblage des nanostructures d’ADN de fagon
programmée et précise 138, Cette stratégie d’auto-assemblage est basée sur les liaisons hydrogéne
formées entre les bases nucléiques perpendiculairement aux doubles hélices de I’ADN 39!, Ces liaisons,
étant fortes, permettent la formation de réseaux 2D et 3D (Figure 1-9) périodiques rigides et
irréversibles qui pourraient étre utilisées en microélectronique 38 40,
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Large 2D lattice

Figure 1-9 : A) Modeéle 3D du principe de I'auto-assemblage par appariement de base 7. B) Principe de
Pauto-assemblage par appariement de base dans le logiciel CaDNAno 3’1, C) Structures hexagonales
monomeéres monocouches [*!, D) Réseau 3D d'ADN réalisé grédce a la méthode des extrémités collantes [4°],
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L’énergie de liaison de I’appariement de base est 10 — 20 kcal/mol selon le nombre de paires
de bases et la séquence des brins *®], d’ou leur caractére irréversible.

< L’auto-assemblage par complémentarité de forme, interactions faibles et
assemblages réversibles

L’auto-assemblage par complémentarité de forme a été présentée par Thomas Gerling et al.
en 2015 2, Cette méthode a été mise en place afin de permettre I’assemblage de structures d’ADN
complexes dynamiques et réversibles “?! (Figure 1-10). Elle est basée sur le principe de reconnaissance
entre la Ribonucléase P (RNase P) et I’ARN pré-transfert (ARNt). Ce dernier subit un clivage de son brin
5’ pour former un ARNt mature 2. ’ARNt dont la forme est semblable & une boucle en T se lie 3 la
RNase P en forme de pli ternaire par complémentarité. Les interactions mises en jeu dans ce
mécanisme sont des interactions plus faibles que celles de I'appariement de bases. En effet,
I’assemblage est rendu possible grace a I’exploitation des interactions d’empilement -t ayant lieu
entre les systémes aromatiques des bases nucléiques parallélement aux doubles hélices d’ADN B, par
exemple pour un triple empilement, I'énergie de liaison mesurée est de 8,6 kcal/mol !, Ces liaisons
ayant une énergie plus faible que celles des liaisons hydrogéne, les nanostructures créées peuvent étre
désassemblées en diminuant la concentration en Mg?* ou en augmentant la température du milieu
réactionnel 142,

Figure 1-10 : A) Schéma de principe de I'auto-assemblage par complémentarité de forme. B) Exemples
d’auto-assemblages hiérarchiques par complémentarité de forme 1“2,

Des analyses de transfert d’énergie par résonnance de type Forster (FRET) d’ensemble ont

permis de mettre en évidence les phénomeénes de réversibilité de cette méthode d’assemblage
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hiérarchique 2. A I'aide d’un origami d’ADN en forme de commutateur pouvant passer de I’état
ouvert a I'état fermé (Figure I-11), ils ont mis en évidence I'influence de la température sur I'auto-
assemblage par complémentarité de forme. A concentration en MgCl, constante, I'augmentation de
la température a fait passer de fagon réversible I'équilibre conformationnel de I’état ouvert a I'état
fermé.

La transition entre |’état ouvert et I’état fermé dépend aussi de la force d’interaction entre les
interfaces complémentaires de forme. En effet, plus cette interaction est forte et plus la concentration
en cations permettant la stabilisation de I’état fermé du commutateur est faible. Les analyses de FRET
d’ensemble ont permis de mesurer les différences d’énergie libre pour des commutateurs possédant
différents nombres de liaisons d’empilement. Dans le cas d’un commutateur avec 12 liaisons, la
différence d’énergie libre est de +2,8 kcal/mol a 5 mM en MgCl, et de +1,6 kcal/mol pour les versions
avec 16 liaisons d’empilement. Cette énergie libre varie de -0,36 kcal/mol aprés chaque augmentation
de 1 mM de MgCl, pour la version avec 12 contacts et de -0,42 kcal/mol pour la version avec 16
contacts. Cela démontre que I'augmentation de la concentration en MgCl, permet une meilleure
efficacité de fermeture pour la version avec 16 liaisons que celle avec 12 liaisons. De plus, pour une
version possédant trois sites d’hybridation a la place des liaisons d’empilement, la transition de I’état
fermé aI’état ouvert s’est faite entre 4 mM et 7 mM en MgCl,. Dans le cas d’une version statique dans

I’état ouvert, il n’y a aucune transition vers |’état fermé, comme attendu 12,

L’effet réversible de la température sur la transition de I’état fermé vers I’état ouvert a été
étudié a [MgCl,] = 10 mM entre 25°C et 50°C pour la version avec les sites d’hybridation, la version
avec 16 liaisons d’empilement et la version statique dans I’état ouvert. Seule la nanostructure avec 16
liaisons d’empilement possede cette transition réversible avec la variation de la température. Cette
derniére est de plus cyclique. En effet, elle a pu étre mis en évidence sur 1020 cycles de température
entre 25°C et 50°C en 4,25 jours 12,

10 15 20 25 25 35
© (MgCLy) [mM] Temperature [C]

D 0 days 425 days cycle 509
cycle 0 cycle 15  cycle 1005 cycle 1020

I

Figure I-11: A) Modélisation d’un origami d’ADN reconfigurable exploitant la complémentarité de forme.
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Analyses FRET des origamis reconfigurables : B) Par titrage de la concentration en MgCl,. C) Par variation de
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la température. D) Analyse cyclique de la réversibilité des états ouverts et fermés des origamis entre 25°C et
50°C 42,

Cette méthode rend donc la réalisation de structures dynamiques réversibles possibles et
permet d’envisager la possibilité d’étudier 'auto-réparation des assemblages d’origamis d’ADN. Cela
étant impossible avec I'auto-assemblage par appariement de base.

Un récapitulatif des deux méthodes d’assemblage hiérarchique est présentés dans le Tableau

I-1.
Méthode Activation de la Réversibilité Conditions de Energie
d’auto- réaction réversibilité d’interaction
assemblage (kcal/mol)
Appariement Montée en Non Aucune 10-20
de bases température kcal/mol
selon le
nombre de
Augmentation de la paires de
concentration en bases [16]
sels
Interactions Augmentation de la Oui Diminution de la 8,6 kcal/
d’empilement n- concentration en concentration en mol pour
n sels sels un triple
empilement
[43]
Incubation a Augmentation de la
température température

intermédiaire
(20°C-37°C)

Tableau I-1 : Tableau comparatif des deux méthodes d’assemblage hiérarchiques.

1.1.3 Applications des origamis d’ADN

La polyvalence de la méthode des origamis d’ADN offre des possibilités dans de nombreux
domaines tels que la nanophotonique “**°, la nanomédecine ®°>% mais aussi le domaine de la
nanoélectronique.

La vectorisation controlée des médicaments vers des cellules cibles est un des principaux défis
de la nanomédecine. Afin de faciliter I'administration des médicaments et donc I'efficacité de
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traitement, il est nécessaire de réfléchir a une méthode de vectorisation de qualité. Pour ce faire,
I'utilisation de différents types de nanovecteurs tels que des liposomes, des micelles ou encore des
nanoparticules polymeéres ou inorganiques a été étudiée. Néanmoins, tous ces types de nanovecteurs
possedent une faible sélectivité pour les cellules malades, une géométrie non homogéne et une faible
biocompatibilité %,

La réalisation de nombreuses formes complexes a I’aide des origamis d’ADN et leur possibilité
de fonctionnalisation diverses a permis de les envisager comme nanovecteurs. Par exemple, la
doxorubicine (DOX), une molécule anti-tumorale pouvant provoquer des lésions de I’ADN et
I’élimination des cellules cancéreuses °%. Cette molécule peut s’intercaler entre les paires G-C ou
interagir avec le sillon mineur de I’ADN double brin. Il est ainsi possible de I'incorporer dans un origami
2D ou 3D qui pourra, par fonctionnalisation, se fixer a des cellules cibles. Une étude, démontrant
I’efficacité thérapeutique de I'utilisation des origamis d’ADN comme nanovecteurs de DOX pour le
traitement de cellules tumorales mammaires chez des souris, a été réalisée par Qian Zang et al. en
2014 57 lls ont montré que I'utilisation de I’origami d’ADN comme nanovecteur du DOX permet une
meilleure accumulation des anti-tumoraux dans les zones contaminées et donc une meilleure efficacité
antitumorale et sans effets secondaires (Figure 1-12).

Tumor-bearing Orthotopic Breast tumor
Nude mice
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‘\ : ’ \ E N5 :»;
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Figure I-12: Schéma de principe du traitement anti-tumoral via I'utilisation d’origamis d’ADN chez la
ic [57]
souris 71,

L’avantage des origamis d’ADN pour la délivrance des traitements est qu’il est possible de
contrbler la forme du nanovecteurs et sa taille. Des géométries diverses et variées ont permis la
création d’un vaste catalogue de nanovecteurs afin d’améliorer la sélectivité des traitements et de fait
leur efficacité. Par exemple, une idée intéressante est d’utiliser des nanodispositifs dynamiques
pouvant se reconfigurer suite a des stimuli physiologiques (variation du pH, de la température, de la
concentration en sels, etc.). En 2021, une étude menée par Engelen et al. *® a démontré la possibilité
de contréler I'état de nanovecteurs en origamis d’ADN en forme de capsides de virus icosaédriques.
Ils ont pu maintenir les nanovecteurs dans des états métastables en incorporant dans leur structure
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des anticorps IgC. La reconfiguration a été permise par I'ajout d’antigenes solubles permettant le
déplacement des anticorps. Ainsi, ils ont montré que les anticorps permettent de stabiliser la structure
sous forme de capsides et que I'ajout d’antigénes entrainent le désassemblage des structures (Figure
I-13). Un autre fait notable est qu’ils ont aussi démontrer la possibilité de fonctionnaliser, avec des
molécules d’ADN monocaténaires, l'intérieur des monomeéres afin de permettre la création de
capsides contenant des particules centrales du virus de I'Hépatite B. Ces derniéres ont été
préalablement fonctionnalisées avec des brins d’ADN complémentaires.

Figure I-13: Schéma de principe de la libération de la charge virale déclenchée par I'antigéne %%,

La détection plasmonique est aussi un des domaines phares intéressant pour I'utilisation des
origamis d’ADN. En effet, les possibilités de fonctionnalisation des structures d’ADN avec des brins
adaptés permettent la création de nanostructures hiérarchiques composées de nanoparticules
métalliques *°. Par exemple en 2014, Thacker et al. ! ont mis en place une plateforme en origami
d’ADN possédant deux rainures. Ces dernieres permettent le placement de deux nanoparticules d’or,
fonctionnalisés avec des brins thiols, a 5 nm d’écart. IIs ont montré, via des mesures Spectroscopie
Raman Améliorée par la Surface (SERS pour Surface Enhanced Raman Spectroscopy), que ce dispositif
permet un fort couplage plasmonique. Ils ont pu aussi mettre en évidence le fait que |'utilisation de la
plateforme pour la réalisation du dimere de nanoparticules d’or permet I'amélioration de ses
propriétés plasmoniques %,
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Figure I-14 : A) Schéma de principe des mesures SERS sur la plateforme plasmonique en origami d’ADN.
[69], B) Schéma de principe de la nanoserrure rotative 1%,
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Des nanostructures plasmoniques dynamiques ont aussi été mises au point dans I'optique
d’avoir un contrdle spatio-temporel nanométrique et réversible de nanoparticules métalliques. Dans
ce sens, une nanoserrure plasmonique rotative a 360° (Figure 1-14) a été créée par Ling Xin et al. ¥ en
2019. Le principe de ce dernier est basé sur I’ATP synthase. La partie supérieure du dispositif est
composée d’un nanorod d’or servant de rotor fixé sur un origami d’ADN en forme de nanotube. Des
extensions de brins agrafes sont disposées sous le nanotube. La partie inférieure du dispositif contient
un nanorod d’or supportant une plateforme en origami rectangulaire et un anneau en origami. Les
parties inférieure et supérieure sont liées entre elles par deux brins d’ADN et I'anneau est
fonctionnalisé avec des extensions de brins agrafes L'ensemble de ces extensions permet la
reconfiguration du rotor suite a I’ajout de brins de blocage et d’enlevement (appelés enzymes d’ADN)
et d’une lumiere incidente polarisée circulairement.

[.2 La microélectronique et la nanostructuration de
surface

[.2.1 Introduction

Les transistors jouent un role essentiel dans I'industrie de la microélectronique. En effet, ils
permettent de contréler le courant électrique traversant un matériau semi-conducteur via
I"application d’une tension. Aujourd’hui, ils sont présents dans tous les composants électroniques de
notre quotidien (les smartphones, les ordinateurs, les voitures, etc.).

Le premier transistor a été inventé en 1947 par William Shockley, John Bardeen et Walter
Brattain permettant I'émergence du domaine de la microélectronique. Suite a cette invention, le
premier circuit intégré sur du germanium, a été mis au point en 1958 par Jack Wilby, chercheur a Texas
Instrument. En 1959, Robert Noyce a créé un circuit intégré planaire permettant, ensuite, la création
d’un systéme de transistors interconnectés sur une puce de silicium monolithique .

En 1965, le physicien Gordon Moore, cofondateur de I'entreprise Intel a énoncé la « loi de
Moore ». Cette loi prédisait la diminution par deux de la taille des transistors sur les puces de silicium

tous les deux ans. Il a ainsi prédit que cette croissance continuerait sur une période d’environ dix ans
[61]

Afin de suivre cette prédiction, de nombreuses améliorations dans les processus de conception
des circuits intégrées ont été réalisées. Ces améliorations sont supervisées et planifiées par
I'International Roadmap for Devices and Systems (IRDS), un consortium crée en 2016 ®?. Tout ceci est
fait pour permettre la coordination de tous les acteurs du domaine de la microélectronique tels que
les laboratoires de recherche nationaux, les fabricants, etc.
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1.2.2 Les méthodes de lithographie
1.2.2.1 La lithographie par approche descendante

La lithographie est un procédé dans lequel des motifs d’un support sont transférés dans un
substrat donné. Aujourd’hui, la méthode de lithographie la plus utilisée en microélectronique est la
photolithographie. Le principe de cette derniere est basé sur I’exposition d’une résine photosensible a
un rayonnement lumineux afin de permettre sa scission ou sa déprotection. Pendant cette exposition,
la solubilité de la résine évoluera selon son type. Les résines négatives deviennent insolubles aprés
exposition et les parties non exposées de la résine vont étre dissoute pendant I'étape de
développement. Dans le cas des résines positives, c’est le processus inverse qui a lieu. En effet, la
résine devient soluble aprés exposition et est donc retirée pendant I'étape de développement (Figure
I-15) 31, Ensuite, le motif de la résine est transféré dans le substrat par gravure. Enfin la résine est
retirée par voie humide. C'est I'étape de « stripping ».

Les propriétés
de la résine
changent au
niveau de la
zone insolée

Rayonnement - -
lumineux Utilisation

d'une résine

Masque Etape de positive.
développement “ _La zone
ll insolée du

¥ ‘ s matériaux est
enlevée.
- e
Utilisation d'une
ES résine négative.
Résine La zone non
photosensible E— iI'ISOJé.E du
matériaux
enlevée,

Figure I-15 : Schéma de principe du procédé de lithographie ¢3!,

Cette méthode de lithographie présente cependant des limites en termes de résolution. Ces
limites sont données par le critere de Rayleigh décrivant la résolution ou la dimension critique
minimale pouvant étre atteinte par le procédé :

A
CD = klm (I 1)

Avec,
NA = nsin(a) (1.2)

Avec CD la résolution minimale atteignable, k; une constante dépendante du procédé, A la
longueur d’onde de la source lumineuse, NA I'ouverture numérique du systeme optique, n I'indice de
réfraction du milieu et a le demi-angle maximal fait par la lumiére en sortie de la lentille 4,

Afin de diminuer la limite de résolution, il est possible dans un premier temps, de changer la
longueur d’onde A. La longueur d’onde utilisée aujourd’hui est de 193 nm et les résolutions atteintes
sont de 58 nm. La valeur de la constante k;, généralement supérieure ou égale a 0,28, est aussi
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modifiable. Cela est possible en augmentant la sensibilité des résines. Enfin, I'indice de réfraction n du
milieu peut aussi étre modifié pour 'amélioration de la résolution. En effet, classiquement, le milieu
ou est réalisé le procédé de lithographie optique est I’air (n = 1). Il est donc possible de changer de
milieu et de se placer dans I’eau (n =1,44). Nous I'appelons la lithographie optique 193 nm a immersion
ou encore 193i. Cette derniéere technique a permis d’atteindre des résolutions de motifs de 40 nm.

La diminution des résolutions sous les 15 nm, a été possible par le développement de la
lithographie Extréme Ultra-Violet (ou EUV) %!, Cette méthode est basée sur |utilisation de longueurs
d’onde plus faibles que celles de la lithographie optique classique. En effet, la plus utilisée aujourd’hui
est de l'ordre de 13,5 nm (proche de la gamme des rayons X mous). A cette longueur d’onde, les
matériaux sont quasiment tous absorbants Dans cette technique le systeme optique en transmission
est remplacé par un systeme en réflexion nécessitant |'utilisation de miroirs de Bragg.

En utilisant un faisceau d’électron comme source, il est possible de se dissocier de I'utilisation
de masques pour la réalisation des motifs. Dans ce cas, nous parlons de lithographie électronique (e-
beam). Cette méthode a permis 'obtention de motifs de formes et de tailles variées avec des
résolutions de moins de 10 nm ®%!, ’inconvénient de cette méthode est le temps d’écriture élevé. Elle
est en général utilisée pour la réalisation des masques servant pour les autres méthodes de
lithographie.

Une autre technique nommeée lithographie par nanoimpression (NIL) a été mise en place en
1995 par Chou et al. '”1. Son principe est d’imprimer les motifs d’un moule sur une fine couche de
résine polymere thermoplastique (La nanoimpression thermique) ou sensible aux UV
(nanoimpression assistée par UV) déposée sur un substrat.

Ces méthodes de lithographie dites par approche descendante (top-down) consistent donc a
la réduction des dimensions d’'un motif jusqu’a atteindre celles souhaitées. Une autre approche est
plutot basée sur I’'assemblage moléculaire afin de créer des systémes a plus grandes échelles. Dans ce
cas nous parlons d’approche ascendante (bottom-up).

I.2.2.2 La lithographie par approche ascendante

Comme nous l'avons signifié dans la partie précédente, certaines méthodes de lithographie
sont basées sur I'assemblage moléculaire. C'est notamment le cas de I'auto-assemblage dirigé
(Directed Self-Assembly en anglais ou DSA) des copolymeéres a blocs. Cette méthode permet de guider
I'auto-assemblage des copolyméres en exploitant les propriétés physico-chimiques et
thermodynamiques de ces matériaux. En effet, ces derniers peuvent se séparer a I'échelle
nanométrique du fait des affinités différentes qu’ils possedent. Ainsi, il est possible de réaliser des
motifs périodiques de I'ordre d’une dizaine de nanometres. La variation des fractions volumiques des
différents copolymeres a blocs entraine I’obtention de motifs en forme de lamelles, de sphéres et de
cylindres. Le guidage a longue distance de I'auto-assemblage des copolymeres est rendu possible en
le couplant a une nanostructuration chimique (par chemo-épitaxie) ou topographique (par grapho-
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épitaxie). Méme si cette méthode de lithographie permet aujourd’hui d’atteindre des périodes de
moins de 20 nm, elle n’autorise la réalisation que de motifs lighes/espaces ou contacts.

Afin de permettre la diversification de la forme et de la complexité des motifs, différentes
recherches se sont tournées vers I'auto-assemblage des protéines. Elles ont effet la possibilité de
former des assemblages organisés a grande échelle. Nous pouvons citer les travaux d’Elise Jacquier et
al. %8, Dans cette étude, les chercheurs ont étudié I’assemblage de réseaux 2D en nid d’abeille avec
une période de 8 nm et des pores 2D de 5 nm de diamétre. Ce réseau 2D a été formé en utilisant un
domaine d’oligomérisation de la protéine Ginkgo Biloba. Ils ont aussi montré que cet assemblage peut
avoir lieu sur différents types de surfaces telles que les grilles de TEM et sur des surfaces de Si. Malgré
les résolutions atteintes, cette technique n’offre pas, pour I'instant, beaucoup de marge quant a la
forme et a la complexité des assemblages réalisables.

De la méme fagon, I'auto-assemblage des nanostructures d’ADN est aussi une méthode trés
prometteuse pour la formation de nanostructures d’intérét pour la microélectronique. Contrairement
a l'auto-assemblage des protéines, le domaine des nanotechnologies de I’ADN est plus mature et
permet la réalisation de nanostructures de forme et de complexité variées avec des résolutions
minimales de 2 nm (le diamétre de la double hélice).

1.2.3 La gravure

La gravure permet, aprés I'étape de lithographie, de transférer les motifs réaliser dans les
substrats inorganiques (silicium, silice, etc.). Il existe deux types de gravures différentes : la gravure
humide et la gravure séeche.

Le principe de la gravure humide est basé sur la dissolution de matériaux a graver par réaction
avec une solution réactive (en général acide ou basique). Cette méthode posséde une bonne sélectivité
mais une anisotropie limitée.

La gravure seéche consiste au bombardement du substrat par un plasma. Un plasma est un gaz
composé de particules neutres (atomes ou molécules) ou de particules chargées électriquement (ions).
Ce type de gravure est anisotrope. La gravure ionique réactive (Reactive lon Etching ou RIE) est le
type de gravure séche le plus utilisé aujourd’hui. Elle possede une meilleure sélectivité.
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1.3 Les origamis d’ADN et la nanostructuration de
surface

[.3.1 Le transfert des nanostructures d’ADN dans des
substrats par gravure

Aujourd’hui, il est possible de graver des motifs dans le silicium a I'aide de masque en origamis
d’ADN. Ce procédé est découpé en six étapes clés 6579 ;

e L’adsorption des origamis d’ADN sur le substrat de SiO, thermique en présence de Mg** dont
une étape de séchage avec une solution composée d’eau et d’éthanol permettant de retirer
les ions en exces de la surface du substrat et d’un ringage avec un flux d’argon.

e Le transfert du motif en ADN dans le SiO; a I'aide d’une gravure HF en phase vapeur.

e Le transfert du motif masque dur en SiO, dans le Si a I’aide d’une gravure HBr/O.

e Leretrait du masque dur avec une gravure HF vapeur.

En premier lieu Surwade et al. VY ont développé une méthode de gravure permettant
I’obtention de formes triangulaires par tonalité positive ou négative dans le dioxyde de silicium en
fonction des taux d’humidité dans la chambre réactionnelle (Figure 1-16) ¥, Cette méthode est
réalisée par gravure HF (acide fluorhydrique) en phase vapeur. Elle est généralement utilisée dans le
cadre de la gravure sélective de différents substrats inorganiques. L’avantage est qu’elle peut étre
utilisée dans des conditions douces, permettant ainsi de garder les nanostructures d’ADN intactes "%,

HF vapor HF vapor
(high moisture) (low moisture)
B C

A A '“’V.v\‘r’"”"\w'“”ﬂ

Figure 1-16 : A) Schéma de principe de la méthode de gravure HF vapeur dfin de transférer des motifs
d’ADN dans du SiO;. B) Transfert de motifs d’origamis d’ADN dans du SiO, par gravure HF vapeur 74,

La réaction chimique mise en jeu dans ce procédé est la suivante :
Si0,(s) + 4HF(g) - SiF,(g) + 2H,0(g) (1.3)

En effet, le SiO, réagit avec le gaz HF afin de produire du SiF4 et H,0 . Grace a ce procédé de
gravure, Surwade et al. ont pu obtenir des profondeurs de gravures comprises entre 2 et 4 nm.
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Par la suite, différentes études réalisées par le CEA-Leti de Grenoble %772 se sont enchainées.
Dans un premier temps, les travaux de recherche réalisés par Diagne et al. "? se sont intéressés au
transfert dans du dioxyde de silicium de 200 nm d’épaisseur d’un trou de 9 nm x 14 nm situé au sein
d’un origami d’ADN cubique par gravure HF vapeur. lls ont pu observer qu’aprés 600 s de gravure, la
hauteur du motif obtenue de 16,6 + 5,3 nm est sept fois moins élevées que celle attendue. Cela
s’expliquerait par la formation de difluorure de magnésium (MgF,), un produit insoluble, formé par la
réaction entre le Mg?* sur la surface et I'acide fluorhydrique dans le milieu de gravure et agissant
comme un masque ralentissant la cinétique de gravure.

Des origamis d’ADN plus complexes ont été utilisés afin d’étre aussi transférer dans le silicium
tel qu’un motif en forme de «Monster Munch» (Figure I-17) [>7% Des gravures avec des motifs d’une
épaisseur de plus de 60 nm dans le Si ont pu étre obtenues.

Figure I-17 : Reconstruction 3D d’un motif d’ADN transféré dans le Si °°],

Dans ces procédés de gravure, différents parametres influant sur la qualité des gravures
obtenues ont pu étre mis en évidence [ :

e La purification des origamis d’ADN apres leur synthése : Il a été démontré que la présence
de brins en excés dans la solution d’origamis pouvait entrainer une augmentation de la
rugosité de surface aprés I’étape de gravure HF vapeur !¢,

e La composition en eau et en EtOH de la solution de ringage : La solution de ringage sert a
retirer les ions Mg?* en excés a la surface de I'oxyde avant les étapes de gravure. Un faible
taux en EtOH entraine la déstructuration et la désorption des structures de la surface du
substrat. Cependant, un fort taux en EtOH favorise les interactions attractives entre le Mg?*
et la surface du substrat durant le ringage " et donc le maintien des structures sur la
surface. Cet effet a été attribué au fait que I'EtOH posséde une polarité plus faible que celle
de I'eau permettant la réduction de I’état de solvatation du Mg?* 1973741,

e Le temps de gravure HF/vapeur : |l été démontré que le temps de gravure HF vapeur est
un parametre clé dans I'obtention de motif bien définie. En effet, un temps trop court de
gravure entraine |’'obtention d’une épaisseur de gravure trop faible et un temps trop long
provoque I’élimination du masque en ADN et la perte du motif de SiO, %72,
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e Le temps de gravure HBr/O,: L'augmentation du temps de gravure HBr/O, permet
I’obtention de motif dans le silicium de plus en plus épais 979,

Outre la gravure HF vapeur des motifs en origamis d’ADN dans le silicium, d’autres méthodes
de structuration de surface ont pu étre utilisées afin de réaliser des nanostructures plasmoniques.
Nous pouvons notamment citer la méthode BLIN (Biotemplated Lithography of Inorganic
Nanostructures) mise en place par Piskunen et al. *! et dérivée de la technique DALI (DNA-Assited
Lithography) % Le procédé BLIN est composé de différentes étapes permettant la réalisation des
structures plasmoniques. Dans un premier temps, une couche sacrificielle de PMMA
(polyméthacrylate de méthyle acrylique) est déposée sur le substrat d’intérét. Ensuite, une couche de
silicium amorphe est réalisée sur le PMMA par une étape de dépot chimique en phase vapeur (PECVD
pour Plasma-Enhanced Chemical Vapor Deposition). La surface de silicium est par la suite traitée par
une gravure plasma O, afin de la rendre hydrophile et de chargé électriquement dans le but de
permettre le dépot des origamis. Une étape de croissance sélective d’'un masque de SiO; est ensuite
réalisée par dépot chimique en phase vapeur) (CVD pour Vapor Phase Deposition). S’en est suivie une
gravure par RIE afin de permettre le transfert des motifs dans le PMMA et dans le silicium amorphe.
Les matériaux d’intérét (or, argent, titane, germanium ou aluminium) sont ensuite déposés en phase
vapeur afin de permettre la réalisation des structures plasmoniques. Enfin, la couche de PMMA est
retirée a I'aide de I'acétone permettant la révélation des motifs. Le principe de la méthode est
présenté sur la Figure [-18.

(a) (b) (d)
Nl S
Step 1 ./ Steﬂv Step 3
Substrate Spin-coating PMMA PECVD a-Si O, plasma
Vacuum treatment Deposit molecular template
(h)

(e) ®) (C)]

A
Step 5 Step 6 Step 7 Step 8 /
SiO, mask growth RIE of SiO,, Si and PMMA PVD material of choice Hot acetone Lift-off

Figure I-18: Schéma de principe de la méthode BLIN 7!,
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1.3.2 Les interactions entre les origamis d’ADN et les substrats
d’oxyde

L'utilisation des origamis d’ADN pour la nanostructuration de surface nécessite le dépot des
nanostructures sur les surfaces et donc la compréhension des interactions ayant lieu les deux. Cette
section sera donc consacrée a la présentation de la théorie descriptive entre deux surfaces chargées :
la théorie DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek). Ensuite, nous présenterons les cas des
interactions entre les origamis d’ADN et les surfaces d’oxyde que sont le mica et le SiO,. Enfin nous
présenterons les applications

I.3.2.1 Les interactions attractives et répulsives ayant lieu entre
deux surfaces chargées : La théorie DLVO

La théorie DLVO est un modele mis en place par Derjaguin et Landau dans les années 1940 et
développé par la suite par Verwey et Overbeek. Elle permet de décrire les phénomenes de stabilisation
ayant lieu au sein d’un systeme colloidal. Ce phénomene de stabilisation peut étre décrit au travers de
cette théorie par les forces attractives de Van der Waals et les forces répulsives électrostatiques 7.,

Cette théorie peut aussi étre utilisée afin de décrire les forces entre des interfaces de
différentes formes et le dépdt de particules sur des surfaces planes 178,

La courbe descriptive des énergies DLVO correspond a la somme des énergies de Van der
Waals (Evaw) et des énergies répulsives (Erp). Elle peut donc étre écrite comme suit :

Epivo = Evaw + Er¢p (1.4)

1.3.2.1.1 Les interactions attractives : Les interactions de Van der Waals

Les forces de Van der Waals sont des forces attractives présentes entre les molécules
considérées comme des dipéles. Il existe trois types d’interactions de Van der Waals (VdW) :

e Lesforces de Keesom : Ces forces mettent en jeu des dipbles permanent-permanent et
s’expriment comme suit :

TELE;

Ex = —
K 3(4mey)2kpTd®

(1.5)

e Lesforces de Debye : Dans ce cas, ce sont des dip6les permanent-induit qui sont exploités.
L’équation descriptive de ces forces est la suivante :
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2 2
A2l + A1 2

Ep= -
b (47r8,)2d6

(I.6)

e Lesforces de London : Ici, les dipoles sont des dipdles induit-induit et I’équation descriptive
est la suivante :

3A“e1“ez
Ep= ———M = 1.7
b 4(4mey)2do (.7)
L’énergie de Van der Waals est donc la somme de ces trois énergies :
Cc
Eyaqw = Ex +Ep +E; = ——¢ (1.8)

dé
Avec, u le moment dipolaire, g la permittivité diélectrique du vide, ks la constante de

Boltzmann, T la température, d la distance interdipodles, a. la polarisabilité électronique et 4 I'énergie
d’extraction d’un électron.

Il est a noter que ces expressions ne sont valables que pour des interactions entre molécules.
La description des énergies de Van der Waals dans le cas de surfaces solides n’est possible qu’en
insérant la constante d’Hamaker A. Ainsi, dans le cas de deux particules sphériques de rayons r; et r;
distantes de d (avec d < r; et d K r;), I'énergie de Van der Waals s’exprime :

—Ar1r2

Eyaw = ———2— L
vaw 6d(r1 +r2) ( 9)

La forme de cette expression est dépendante de la géométrie des particules. Si on considére le
cas de l'interaction entre un cylindre (modéle représentant un brin d’ADN) (de rayon r et de longueur
L) et une surface plane (la surface d’un substrat) (voir Figure 1-19) , I’expression de I'énergie de VdW
est 7982 (Figure I-19) :

2
nrcLegkgT
Evaw = ————— (Ol + 0 + ALy) (1.10)
4di,
Avec,
1
E.— &
Al = “28 L (1.11)
m
el —¢
AL = ¢ M .12
m= T e (1.12)
el—¢
AL = 5 M .13
m= Ty e (1.13)

Avec sﬂ la permittivité diélectrique du cylindre dans la direction paralléle a I’axe du cylindre,
e} la permittivité diélectrique du cylindre dans la direction perpendiculaire a I'axe du cylindre, £ la
permittivité diélectrique du substrat et Ap la longueur de Debye. Cette derniére sera définie dans la
section 1.3.2.1.2.
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Y

d

Figure I-19 : Schéma d’une molécule d’ADN interagissant avec une surface plane 7°!,

I.3.2.1.2 Les interactions électrostatiques

Dans le cas d’une surface chargée en contact avec un électrolyte, les ions se répartissent de
facon non uniforme. Cela entraine la création d’un potentiel électrostatique. Le premier modele
descriptif de ce phénomeéne a été introduit par Helmholtz en 1879. Selon cette théorie, les ions vont
former une seule couche et venir se placer parallélement a la surface chargée et compenser la charge
de cette derniére. C’est |la couche de Stern.

Un modele complémentaire est mis en place par Gouy (1910) et Chapman (1913). Il introduit
I’agitation thermique au sein de I’électrolyte. Cette agitation thermique est considérée comme étant
responsable de la mobilité des ions et a I'apparition d’une couche diffusive dans la région adjacente a
la couche de Stern. L’association de ces deux couches est nommée la double couche. Cette distribution
de charge est représentée sur la Figure 1-20. L'épaisseur de la double couche électrique se nomme la
longueur d’écran de Debye et s’exprime comme suit :

DeoRT
2e2IN,

-1 _

A= K (1.14)

Avec, D la constante diélectrique de la solution (D = 78 dans le cas de I'eau), Nale nombre
d’Avogadro, e la charge électrique élémentaire, g la permittivité du vide, R la constante des gaz
parfaits et T la température. / est la force ionique et est définit comme suit :

n
Z iz} (1.15)
n=i

Avec, ci la concentration molaire de I'ion i et zj le nombre de charge de I'ion i.

I =

N| =

L’équation de Poisson Boltzmann permet de décrire le potentiel électrique d’une distribution
de charges. Elle s’exprime comme suit :
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(ﬂ)z = szTZ Moo [exp (—Zielp) — 1] (I.16)

dz Eo&r kgT

Avec g, la permittivité relative et Y le potentiel de Nernst.

Solution principale

+ + g
Couchede Gouy TR PROY i -
Couche diffuse - £ T3 + -+
YT N\ - . + -
Plan de separation «-fu % A R
= +
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Figure 1-20: Schéma de la double couche électrique 3%,

Concernant I’énergie répulsive pour une molécule d’ADN en interaction avec une surface
plane, elle s’exprime :

[oe]

(ﬂf dx 1.17)

E,qp(d) = 2mrL J iz

d

1.3.2.2 Dépot de ’ADN sur des substrats d’oxyde

Diverses études se sont intéressées a le dépot des origamis sur des substrats d’oxyde (mica ou
dioxyde de silicium) afin de permettre I'association des techniques top-down et bottom-up pour la

fabrication de dispositifs en nanoélectronique 1707285881,

Le dioxyde de silicium étant I'un des substrats les plus utilisés dans le domaine, il a été
important de s’intéresser aux parametres influencant le dép6t des origamis d’ADN sur ce substrat. Les
interactions attractives entre I’ADN et Le SiO, sont permises par des ponts électrostatiques ayant lieu
entre les ions Mg?* et les groupements silanol de la surface du substrat et des ponts électrostatiques

ayant lieu entre ces mémes ions et le squelette phosphate de I’ADN. En 2010, Bjérn et al. 8

proposent
une étude portant sur les effets de la concentration en Mg?* et du pH sur les interactions ADN-surface.
Ce travail a été réalisée sur du SiO; natif, pour des concentrations en Mg?* comprises entre 20 mM et
150 mM et pour des valeurs de pH comprises entre 7,7 et 8,3. D’apres leurs travaux, le nombre
d’origamis d’ADN adsorbées sur la surface a augmenté avec la hausse de la concentration en ions

Mg?*a un pH de 8,3.
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L’élévation de la valeur du pH favorise la déprotonation des groupements silanol présent a la
surface du SiO,. Cela permet I'augmentation de la charge négative de cet oxyde. Ainsi, cette étude a
permis de mettre en évidence I'amplification du nombre d’origamis attaché a la surface avec
I’augmentation du pH du tampon de dépdt a une concentration en Mg?*de 100 mM.

Le dépot des origamis sur d’autres types de surface, comme par exemple le graphéne et
I’'oxyde de graphéne ), le mica ou encore les bicouches lipidiques ¢, a été étudié. Les deux derniers
cas seront présentés dans la section 1.3.2.4.

I.3.2.3 Le positionnement déterministe

Dans le domaine de la nanoélectronique, il est important de contréler le positionnement des
origamis d’ADN afin de permettre la réalisation de réseaux périodiques de dimensions nanométriques.
Diverses méthodes de contrdle du positionnement ont été étudiées °*°4. Nous pouvons dans un
premier temps parler de la création de zones hydrophiles et hydrophobes grace a I’ utilisation de HMDS
(hexaméthyldisilazane). Ce dernier permet I'adsorption sélective des origamis d’ADN sur les zones qui

n’en contiennent pas (soit des zones de Si0,) (69865,

Une étude menée par Kershner et al. en 2009 2% 3 mis en évidence la possibilité de contréler
le positionnement des origamis sur des substrats de Si ou de SiO, en modifiant la chimie ou la
structuration de surface (Figure 1-21). Pour ce faire, deux types de structuration ont été réalisées par
lithographie e-beam. En effet, dans le premier cas, la lithographie e-beam a permis la création de
motifs dans une monocouche de HMDS devenue une monocouche de triméthylsilyle (TMS) aprés une
réaction de silylation. Les zones oxydées de TMS sont hydrophiles, du fait de la présence de
groupements silanol. Les origamis d’ADN peuvent s’y adsorber (en présence de 100 mM de Mg**) au
contraire des zones non-oxydées. Concernant la deuxieme méthode, un film de DLC (Diamond Like
Carbon) a été déposé sur la surface d’un substrat de silicium puis a été gravé par lithographie e-beam.
Les motifs réalisés sont en DLC sur un fond DLC (d’oU I'appellation « DLC/DLC »).

b
Photoresist Exposure
| (e-beamoroptical) | |
Template layer - — E
(TMS monolayer ) \
or DLC film Substrate i ~
Sio,orSiy [ TMS/Si0, | Develop
¢ 0 (5 690969 F r ’7
saseees| [N
V A V A DLC/DLC on Si Pattern transfer
AA VAV R~ Binding sites for ! to template layer
VAV YV AV « DNA origami ‘ | (O, plasma or UV-05)
~100 mM / / \\ Resist strip = l: E
VAV meel, | VA Y . ‘

.l — Do

Figure 1-21: Schéma de principe du positionnement d’origamis d’ADN par contraste chimique ou

topographique sur une surface de SiO, ou de DLC %],
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Une autre méthode a été initiée en 2011 par Penzo Wang et al. °°.. Elle a offert la possibilité
de controler le positionnement des origamis d’ADN grace a un procédé de lithographie par
nanoimpression. Cette méthode consiste a la réalisation d’un moule de nanolithographie par
nanoimpression via 'utilisation de la lithographie e-beam. Cela est permis par 'utilisation d’une résine
a ton négatif a base d’hydrogene silesquinoxane (HSQ). Ensuite, le moule est répliqué par
nanoimpression thermique °,

Dans une autre étude menée par Scheible et al. ®®, des nanoparticules d’or ont été déposées
sur les zones ne contenant pas de HMDS afin que les origamis d’ADN, fonctionnalisés avec des brins
thiols, puissent y étre adsorbés. En effet, les brins thiols peuvent s’associer aux nanoparticules d’or et
permettre la création de réseaux périodiques. Les zones dont le SiO, est apparent sont appelées des
sites de fixation (Figure 1-22).
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SOEANLITAGRRERY Sposed st b AeM IMAGING OF THE GOLD ARRAY € CROSS-SECTION
Gold ——, E-beam ;
HMDS —» exposure Gold em""‘g WITH DNAORIGAMI
— — 1 é
Developmenl " :
Oxygen 7 ——‘——
Gold s.po|s £0C
Gold plasma Cross-saction =4
Resusl liftoff evaporation g =
4— 5 E
£2
DNA origami
0
=1 mps T 1

mam  SWITHOUT DNA ORIGAMI 9 ® i - 100
aigh grin)

structures l - A Origaml Thiokated
— e DN of g
) 4 = / strand

Figure 1-22 : Fabrication d’une micro-puce avec des origamis d'ADN °!,

I.3.2.4 L’Auto-assemblage-assisté par substrat des origamis
d’ADN

En paralléle des travaux sur le positionnement déterministe, un fort intérét s’est porté sur la
réalisation de systéemes nanostructurés complexes organisés a grande échelle directement sur les
substrats. Pour ce faire, I'auto-assemblage assisté par substrat de nanostructures d’ADN s’est trouvé
étre un bon candidat.

Dans un premier temps, il est important de signifier que différents groupes de chercheurs se
sont intéressés aux interactions entre I’ADN et le mica (substrat le plus utilisés pour I’analyses dans le
domaine des nanotechnologies de I’ADN) en présence de cations divalents et de cations monovalents
[80.97.98] Afin de comprendre le détail de ces études, il est important de bien définir certains paramétres
clés.

Premierement, le paramétre i, correspond a la densité de surface des cations possédant une
valence Z. Ce paramétre s’exprime de la fagon suivante % :

n
fig, = —= (1.18)
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Avec la concentration surfacique totale, nsz la concentration surfacique des cations ayant une
valence Z, fis; et fisz les densités de surface fractionnaires des cations monovalents et divalents. Les
deux derniers parameétres présentés sont liés par la relation :

figq + figy = 1 (1.19)

La compétition entre les cations monovalents et divalents au-dessus d’une surface chargée
négativement est modélisée par I’équation de Poisson-Boltzmann. Cette derniére permet de calculer

les concentrations effectives en surface pour les cations monovalents (ns;) et les cations divalents (ns)
[99] .

ey
ng = Ny, exp (——) (1. 20)
s1 b1 kBT
Et,
2e¥Y
ng, = Ny, exp (— ) (1.21)
s2 b2 kBT

Avec e la charge élémentaire, kg la constante de Boltzmann, T la température et np; et np; les
concentrations globales en cations monovalents et en cations divalents respectivement.

En résolvant I’équation quadratique pour fis;, nous obtenons 9!:

@2y +1) —-J@y +1)
B Y

figy > (1.22)
Avec
n Xn
y= 22 (1.23)
Ny,

Ce dernier calcul permet de montrer que le parametre As; dépend du ratio entre la
concentration en ions Mg?* et la concentration en ions Na* ([Mg?*]/[Na*]).

Nous pouvons maintenant mentionner I’étude réalisée par Pastré et al. °®! dans laquelle les
auteurs ont démontré 'influence du ratio cations monovalents/cations divalents. Pour ce faire, ils ont
réalisé des dépdts d’ADN sur des surfaces de mica en présence de Mg?*et de Na*. En modifiant le ratio
[Mg?*]/[Na*], c’est-a-dire pour deux valeurs de n;; différentes (0,65 et 0,95), ils ont pu, en mesurant la
distance bout-a-bout des brins d’ADN déposés, montrer I'effet de la variation de ce ratio. D’apreés les
résultats obtenus, avec un ns; = 0,95, un fort taux de brins d’ADN sont présents a la surface du mica
mais ceux-ci forment des croisements les uns avec les autres. La diminution de la valeur du ns;
entrainent par la méme occasion la diminution du taux de croisements. Cela montre que la diminution
du ns; favorise le rééquilibrage des brins a la surface du mica a la suite du dép6t.
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A

Figure 1-23:Dépositon de brins d’ADN sur des substrats de mica en présence de différentes valeurs de n;;
[%81_ A) Pour un ns; de 0,95 (a) [MgCl;] = 6 mM et [NaCl] = 9 mM, (b) [MgCl,] = 20 mM et [NaCl] = 15 mM, (b)
[MgCl;] = 60 mM et [NaCl] = 30 mM. B) Pour un ns; de 0,65 (a) [MgCl,] = 6 mM et [NaCl] = 90 mM, (b) [MgCl,]
=20 mM et [NaCl] = 150 mM, (b) [MgCl,] = 60 mM et [NaCl] = 300 mM.

En 2006, une étude complémentaire a été réalisée par Maria Sushko et al. %, Dans cette
derniére, les chercheurs proposent un modele descriptif des interactions entre des brins d’ADN et une
surface de mica, en présence de cations monovalents et divalents, basée sur la théorie DLVO a champs
moyen. Ce modele leur a permis de montrer que les sels monovalents ont une influence sur les
interactions répulsives entre les brins d’ADN et la surface de I'oxyde. Cette étude théorique a pu étre
liée a des résultats expérimentaux. Par exemple, a une concentration en NaCl constante égale a 100
mM, le pourcentage de recouvrement de la surface a pu étre augmenté avec I'augmentation de la
concentration en Mg?* entre 0 mM et 50 mM dans solution (Figure 1-23). De la méme facon, ils ont mis
en évidence qu’en faisant varier la concentration en MgCl, de 0 mM a 50 mM, ils ont pu augmenter le
pourcentage de recouvrement de la surface par les molécules d’ADN et que I'adsorption est plus
efficace qu’en présence de NaCl.

L’ensemble de ces études sur les interactions entre I’ADN et le mica en présence de cations
monovalents et/ou divalents a été utilisé par la suite pour mettre en place une méthode d’assemblage
des nanostructures d’ADN directement sur les surfaces d’oxyde. On parle « d’auto-assemblage assisté
par substrat ».

Cette méthode permet la réalisation de motifs structurés a grande échelle tels que des réseaux
2D a base d’ADN. Elle met en jeu des interactions électrostatiques ayant lieu entre les molécules
d’ADN, mais aussi celles ayant lieu entre les molécules d’ADN et le substrat utilisé ”?!. Cependant, elle
nécessite |'utilisation de contre-ions comme les ions monovalents (chlorure de sodium). La présence
d’ions divalents (Mg?*) engendre une forte interaction entre I’ADN et le substrat (adsorption). L’ajout
d’ions monovalents (Na*) permet la diminution des interactions attractives et favorise les effets de
diffusion.

Afin de mieux comprendre les interactions entre I’ADN et les surfaces d’oxyde (mica, SiO;) et
de démontrer I'efficacité de la méthode d’auto-assemblage par substrat, une étude a été réalisée en
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2012 par Shogo Hamada et al. %), Elle a eu pour but de mettre en place une simulation de I'auto-
assemblage assisté par substrat basée sur la théorie DLVO adaptée par Sushko et al. 8% gvant d’étre
convertie en un modeéle cinétique quasi-statique.

Pour ce faire, la structure utilisée est en forme de T et peut se polymériser par appariement
de bases pour former des anneaux fermés. Cette structure été mise en place par Hamada Murata et
al. en 2009 % Ce modéle a ainsi permis de mettre en évidence, par simulation numérique,
I’amélioration du rendement de formation des anneaux en utilisant un substrat de mica (en présence
de 12,5 mM de MgCl,) par rapport a un assemblage en solution. En effet, a la suite de la simulation
cinétique, I'assemblage a un rendement de 54 % en solution et de 74 % sur le substrat de mica. Ces
résultats ont ensuite été validés par des mesures spectroscopiques de I'assemblage en solution libre
et assisté par un substrat de mica.

Les concentrations en sels divalents (par exemple MgCl,) et en sels monovalents (par exemple
NaCl) sont des parameétres importants dans I'étape d’adsorption et celle de diffusion du procédé
d’auto-assemblage assisté par substrat de mica. Une étude menée par Sungwook Woo et al. ®* en
2014 s’est intéressée a l'influence de la concentration en ions magnésium et en ions sodium sur
I’efficacité d’assemblage des origamis d’ADN sur du mica (Figure 1-24).

=
b 3 '
ng 4.2 mij) Mg™ M,z = 5.6 mM Mg
—_ e =

i, n, i * "hy=0.1

3R] e AN y
=86 MMMR*| o ny; =12.5.mM Moit! Ny, = 0.28-0M Mg?*

Figure 1-24 : Formation du réseau en fonction des concentrations variables de Mg** et Na*
pendant I'étape de diffusion de surface *°.,

Il a pu étre observé que jusqu’a As; = 0.1, la taille des treillis augmente rapidement jusqu’a fis;
=0.25. Cela démontre qu’une faible concentration en MgCl, permet la formation des treillis du fait du
confinement des tuiles a la surface du mica empéchant leur mobilité. Cependant, une trop forte
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augmentation de cette concentration (équivalente a fis; > 0.1) provoque I'immobilité des tuiles a la
surface du mica empéchant la formation des réseaux °°..

Diverses études se sont intéressées a la réalisation de réseaux 2D serrés en origamis d’ADN en
utilisant différentes formes de motifs [1971%4 Ces études se sont surtout tournées vers la
compréhension du réle de la compétition entre les différents types d’ions et du temps d’incubation
sur I'ordre au sein des réseaux.

L’étude menée par Charlotte Kielar et al. %! a permis de montrer I'effet du ratio en cations
monovalents et en cations divalents sur la qualité des assemblages sur une surface de mica. Ainsi, pour
une concentration fixe en Mg?* (10 mM) il a pu étre observé que I'absence de Na* (voir la Figure I-25)
entraine une forte adsorption des origamis sur le substrat et donc une faible diffusion de surface. Cela
entraine la formation d’une monocouche avec un faible degré d’ordre. Pour une concentration en Na*
de 25 mM, il est possible d’observer la formation d’une monocouche présentant plusieurs domaines
trés organisés mais séparés par des régions riches en défauts apres 2524 s d’incubation. Cela est
attribué au fait que 'augmentation de la concentration en Na*favorise les effets de diffusion de surface
entrainant une meilleure organisation hexagonale !%!, En outre, pour une concentration de Na* de 75
mM un trés haut degré d’ordre a pu étre obtenu. Néanmoins, a partir de [Na*] = 100 mM, il est possible
d’observer une augmentation des défauts et des trous dans les réseaux. Cela montre qu’a partir de
100 mM en Na*, les interactions attractives entre le mica et les origamis d’ADN sont trop faibles
provoquant une diffusion trés importante et la désorption des origamis de la surface aprés adsorption.
Cela favorise la formation de défauts au sein des réseaux formés. Cette observation est validée par le
cas ol [Na*] =125 mM. En effet, a cette concentration, aucune monocouche n’est formée, illustrant la

diffusion rapide des origamis sur la surface*®,

Des données quantitatives ont pu étre tirées des images obtenues en calculant les fonctions
de densité spectrale (PSD) radiale des images AFM. Une fonction de densité spectrale radiale permet
de représenter la répartition fréquentielle de la puissance d’un signal en fonction des fréquences le
composant. Elle permet donc de montrer des fréquences qui se répétent sur une image.

Ainsi, un pic caractéristique a ~0,1 nm™ (correspondant a une longueur caractéristique
A= 65 nm) peut étre observé sur chaque image de la Figure 1-25 . La largeur a mi-hauteur de ces pics
permet de remonter a une longueur de corrélation (§). La meilleure longueur de corrélation (¢ = 350
nm soit une taille de domaine moyenne d’environ 5A)) a été obtenue pour une concentration en NaCl
de 75 mMm 11051,
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Figure 1-25 : A) Images HS-AFM des échantillons auto-assemblés sur des surfaces de mica en présence de
différents ratio Mg?**/Na*. B) PSD des images des échantillons réalisés aux différentes conditions en sels et en
temps d’incubation. C) Longueurs de corrélation calculée suite a la mesure de la largeur a mi-hauteur des
échantillons en présence de 10 mM Mg?*/75 mM Na* incubés pendant 2524 s 1293,

Par la suite, une étude de Xin Martinez et al. !%! 3 permis de montrer I'influence des types de
cations utilisés sur I'ordre au sein des monocouches (Figure 1-26). Ici ; afin de caractériser ce degré
d’ordre, une méthode informatique basée sur la détection des centres des origamis, une triangulation
Delaunay et des tracés de Lemaitre a permis de remonter a des valeurs de longueurs de corrélation en
fonction des conditions en sels. Un tracé de Lemaitre est un diagramme permettant la représentation
de la variance de la distribution des voisins proches en fonction de la proportion relative de d'origamis
d’ADN ayant le nombre maximum de voisins proches 193,

Cette étude a été réalisée en présence de Na*, Li* ou de K* pour les cations monovalents et de
Mg?* ou de Ca* pour les cations divalents. Ainsi, il a pu étre démontré que I'ordre au sein des
monocouches est lié aux types de cations utilisés. En gardant le ratio cations monovalents/divalents
constants, il a été observé que pour les couples de cations Mg?*/Li*, Mg?*/Na* et Mg**/K*, les cations
Na*® permettent de former des monocouches mieux ordonnées que les autres cations monovalents
avec I'obtention d’une taille de domaine moyenne de 3,4A. Dans le cas de I’étude de I'influence des
cations divalents, deux couples différents ont été utilisés : Mg?*/Na*, Ca?*/Na*. Dans ce cas |'ordre le
plus important a été obtenu avec les cations Ca?* avec une taille de domaine moyenne de 5,8A.
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Figure 1-26: A) Auto-assemblage assisté par substrat d’origami d’ADN en présence de différents couples
de cations monovalents et divalents. B) Longueurs de corrélation correspondantes déterminées a partir de la
méthode de triangulation Delaunay 1%,

Les ions Li* et les ions Na* interagissent tous avec les groupes phosphates de I’ADN %!, La plus
faible longueur de corrélation dans le cas des ions Li* a ainsi été attribué a leur plus faible rayon
atomique provoquant une plus forte densité de charge pour Li* et entrainant une plus forte hydratation
[103,107] Cette derniére permet une meilleure attraction avec les origamis d’ADN et donc une plus faible
probabilité d’étre adsorbée sur la surface de mica et de remplacer les cations divalents.

Les ions K* possedent quant a eux les mémes propriétés d’hydratation que les ions Na*
103,108,109 Cependant, les auteurs ont observé une monocouche peu ordonnée, la formation de
multicouches et une plus faible longueur de corrélation. Cela a été expliqué par le fait que ces ions
monovalents interagissent préférentiellement avec les nucléobases de la molécule d’ADN. La
compétition entre les ions K* et les ions Mg?* sur le squelette phosphate de I’ADN est donc moins
importante entrainant la réduction de la répulsion électrostatique entre les origamis d’ADN.

Enfin, concernant les cations divalents Ca?*, leur meilleure efficacité comparée aux ions
Mg?*est due au fait que le Ca*interagit moins avec les molécules d’ADN que les ions Mg?* permettant

un meilleur remplacement par les cations Na* [103110],

Afin d’éviter I'utilisation d’ions monovalents pour permettre la mobilité des origamis d’ADN
sur les substrats, plusieurs travaux sur I'utilisation d’une fonctionnalisation de surface par des
bicouches lipidiques zwitterioniques ont été réalisées *'*1%°_ Dans ce cas, nous parlerons d’auto-
assemblage assisté par membrane. Ces surfaces ont la particularité d’avoir une faible force
d’attraction avec les nanostructures d’ADN. Cette faible interaction attractive permet donc les
phénoménes de diffusion et I'ajout de Mg?* permet les interactions attractives entre les monomeres.
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En 2015, Suzuki et al. '3 ont montrer I'efficacité de cette méthode pour différents types de
nanostructures possédant différents types de méthodes d’assemblages hiérarchiques (Auto-
assemblage par empilement a bout émoussé, des origamis sans interactions spécifiques). Dans les
deux cas, des réseaux 2D hautement ordonnés a grandes distances ont pu étre obtenus. Cette
méthode a permis en 2022 (Figure 1-27) %8, ’auto-assemblage assisté par membrane monomeéres
hexagonaux s’auto-assemblant en réseaux 2D. lls ont pu mettre en évidence I'auto-assemblage par

diffusion des réseaux en présence uniquement de 50 mM de Mg?*.

Lipid

& & 7 bilayer
‘_.
— -

Adsorption

Diffusion

Self-assembly

Figure 1-27: Auto-assemblage assisté par une bicouche lipidique d’un réseau en nid d'abeille (A) Schéma

de la procédure expérimentale). (B) Images AFM des réseaux obtenus 11!,

Un récapitulatif des différentes méthodes d’auto-assemblage sur surface est présentés dans

le Tableau I-2.

Références Méthodes d’auto- Types de Typesde  Méthodes de Substrats
assemblage des cations cations  caractérisation utilisés
origamis monovalents divalents de I'ordre
79,100,117] Appariement 5, Mg?* Aucun Mica
de bases
(101] Empilement . Mg?* Tracer de la Mica
de bases ,
b Transformée
ar .
de Fourier
emballage
, (FFT) et des
rapproché

histogrammes
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des
orientations

des origamis
[99] o Empilement .. Mg?* Comptage des  Mica
de bases "
unités dans les
réseaux 2D
formés
[105] o Emballaﬁcle Na* Mg?* Tracer de la Mica
rapprocne Transformée
de Fourier
(FFT) et des
PSD radiales
(Calcul des
longueurs de
corrélation)
[103,118] * Emballag(? Na*, Li*, K* Mg?, Ca?* Calcul des Mica
rapproché
longueurs de
corrélation
avec la
méthode de la
triangulation
Delaunay et le
Tracé de
Lemaitre
[113]  Empilement ,,n Mg?* Aucune Mica
de bases . -
fonctionnalisé
e Par
avec une
emballage )
, bicouche
rapproché o
lipidique de
DOPC
[116] Complémentarité de  Aucun Mg?* Aucune Mica

forme

fonctionnalisé
avec une
bicouche
lipidique de
DOPC

Tableau I-2 : Tableau récapitulatif principales études réalisée sur I’'auto-assemblage par complémentarité

de forme de monomeéres en structures hiérarchiques a grandes échelles.
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1.4 Objectifs de la these

[.4.1 Contexte

Parmi les différentes méthodes d’auto-assemblages supramoléculaires hiérarchiques des
nanostructures a base d’ADN, il y a une méthode qui est couramment utilisée :

e L’auto-assemblage via des interactions fortes au sein des molécules d’ADN : L’auto-assemblage
par appariement de bases.

Il existe également une autre méthode introduite dans le domaine des origamis :

e L'auto-assemblage mettant en jeu des interactions faibles d’empilement it : L’auto-assemblage
par complémentarité de forme.

Notre but, ici, est d’explorer différents designs d’origamis d’ADN utilisant I’'une ou I’'autre des
méthodes d’assemblage hiérarchique, afin d’évaluer les principales caractéristiques de chacune des
méthodes qui permettront potentiellement de répondre aux problématiques de différents domaines
technologiques. Dans cette thése nous sommes intéressés a I'utilisation des origamis d’ADN pour la
nanostructuration de surface visant la mise en ceuvre d’ordinateurs quantiques et de la cryo-TEM.

[.4.2 Problématique

I.4.2.1 Application dans la caractérisation des biomolécules au
cryo-TEM

La Cryo-Microscopie électronique (Cryo-TEM) est une technique permettant de déterminer les
caractéristiques structurales biomoléculaires et supra-assemblages biologiques. Elle permet par
exemple la caractérisation a haute résolution de particules uniques de type protéines. Au cours de
cette thése, nous nous sommes intéressés uniqguement a |'analyse structurale par cryo-TEM de
particules isolées de type protéines. Je discuterai donc seulement de cet aspect en cryo-TEM. La
méthode de cotent de particules uniques est basée sur la vitrification a basse température de 3 uL de
particules ayant été déposée sur une grille de Cryo-Microscopie. Elles se retrouvent donc en
suspension dans la couche de glace vitrifiée [1912% Cette technique permettrait d’obtenir des
résolutions structurales d’environ 2-3 A. Cependant, la qualité de la couche de glace est un parametre
clé dans I'obtention de tres bonnes résolutions. En effet, lors de la congélation, il y a plusieurs
parametres physico-chimiques qui peuvent conduire a une qualité de glace non compatible avec une
analyse structurale des particules uniques. Par exemple, un des phénomenes le plus fréquemment
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observé dans le domaine est I'apparition d’un ménisque de glace voir Figure 1-28. Cela a pour effet

d’induire une superposition des particules sur le bord du trou, limitant drastiquement le nombre de

particules isolées observable compromettant I’analyse structurale des biomolécules 2%,

19200000 | [ Je = A—

Figure 1-28 : A) Dispersion des particules parfaites sur la grille de Cryo-TEM. B) Agrégation des particules
sur les bords du trou de la grille de cryo-TEM a cause du ménisque de glace 1?7,

Solution proposée :

La solution que nous proposons est d’utiliser des microfilaments formés a I'aide de la
polymérisation d’origamis d’ADN afin de les déposer a la surface des trous pour limiter la formation
des ménisques de glace (Figure 1-29).

Orlgaml d’ADN

Flbre

[
@

Refroidissement
cryogénique

EQQ

Figure 1-29 : Schéma de principe du dépét des origamis d’ADN sur les grilles de Cryo-TEM.

1.4.2.2 Applications dans les ordinateurs quantiques

Les ordinateurs classiques sont tres présents dans notre quotidien sous différents aspects : les
smartphones, les centres de données, les ordinateurs individuels, etc. *21. Néanmoins, un probléme
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d’efficacité se pose. En effet, ces machines sont limitées quant a la résolution de probléemes tres
complexes. Ainsi, diverses études se sont tournées vers le développement d’ordinateurs quantiques.
Ces derniers peuvent, par lI'intermédiaire d’algorithmes quantiques, résoudre plus efficacement les
problémes complexes en comparaison avec les ordinateurs classiques 22,

R/

< Les quantum bits (qubits)

Contrairement aux ordinateurs conventionnels qui stockent les informations en bits (1 ou 0),
les ordinateurs quantiques le font en bits quantiques (qubits).

Un bit classique est une unité d’information qui permet de stocker les données au sein des
ordinateurs classiques. Il peut prendre deux valeurs possibles : soit 0 soit 1. Il est possible de
matérialiser ces valeurs en y appliquant ou non une tension, une charge ou un courant.

Dans le cas des ordinateurs quantiques le bit est remplacé par un qubit. Ces derniers, posséde
deux états quantiques « propres » notés | 0 ) et | 1) [123], La particularité des qubits est qu’ils peuvent
exister dans une superposition des deux états propres :

[Yp)=al0)+ B|1) (1.24)

Avec a et B des nombres complexes.

< Les qubits dans les technologies SOI CMOS

Différentes études se sont intéressées a I'utilisation du silicium pour la réalisation de qubits de
spin. Ces qubits auraient un long temps de cohérence de rotation. Ainsi, c’est en 2012 que le premier
qubit simple confiné dans le silicium a été réalisé (Figure 1-30-A) 1124,

En 2016, Maurand et al. ?* créent un dispositif de double qubits en utilisant un procédé en
général utilisé pour la fabrication de transistors CMOS (Complementary Metal Oxide Semiconductor)
(Figure 1-30-B). Il est composé de deux quantum dots situés a I'intérieur d’un transistor en silicium de
type p avec deux portes. Le premier quantum dot sert a encoder un qubit de spin a trou et le second
sert pour la lecture du qubit. Ces dispositifs présentent, cependant, des limitations en termes
d’évolutivité du fait que la réalisation des mesures ne peut se faire que par la présence de deux
réservoirs en série.
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( Gatet |

Figure I-30 : A) Image MEB du premier qubit simple confiné dans le silicium *?*., B) a- Représentation 3D
Dispositif qubit CMOS représentant un transistor a effet de champs a nanofils en silicium sur un isolant avec
deux portes. b- Vu supérieure prise au SEM. c- Vue en coupe prise au TEM [125],

Afin d’aller au-dela de cette limite d’évolutivité, la solution est de réaliser un réseau 2D
permettant I'implémentation de codes de corrections d’erreurs nécessaire afin de limiter la perte
d’information quantique et la réalisation de calculs quantiques complexes. Ainsi, en 2017, Louis Hutin
et al. 12%), dépose un brevet d’invention proposant la mise en place d’un dispositif & qubits de spin en
trois dimensions (Figure 1-31). Ce dernier est composé de deux plans reliés entre eux par des piliers en
silicium. Le premier plan correspond a un réseau 2D de qubits de données et des qubits de mesure
reliés entre eux par des barriéres tunnels adressées en ligne/colonne. Celui-ci sert a coder I'information
qguantique. Le deuxieme plan est composé des points de détection et est nécessaire pour lecture des
qubits du premier plan. Cette architecture sur trois niveaux permettrait d’augmenter le nombre de
qubits dans le réseau et donc d’améliorer les capacités de calculs et de corrections 1?7, Ce type

d’architecture nécessite une couche de réseaux 2D uniforme et une variabilité faible a grande échelle.

B C D

Elementary ",

Cell B -QA | Line/column qubits
Q - 4 [ [ 1 [ coupling control
y Y 4 I 1 |
L J L ]

¢ & + Meas. & Data qubits layer
Q Q ’E E b Line/column addresing
«—— Sensing dots & reservoirs

] [ ] «——— Sensing dots control

Control gates to manage qubit manipulation

. . .
“ Control gates to tune detector/qubit coupling

Figure 1-31: Schéma du réseau 3D de qubits en deux couches. (A) Vue du dessus. B) Vue 3D de 'unité
élémentaire. C) Vue du dessus de I'unité élémentaire. (D) Vue de profil de I'unité élémentaire. E) Schéma d’un
réseaux 3D de qubits sur silicium %!,
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Solution proposée :

Nous proposons donc de réaliser un réseau bidimensionnel en origamis d’ADN qui servira de
masque de gravure dans le but de mettre en place le premier plan de ce dispositif soit le réseau 2D de
qubits sur silicium. Le réseau 2D en ADN sera former par la polymérisation d’une structure unitaire en
forme de carré.

Ce travail de thése sera divisé en deux parties. En premier lieu, le design, la synthése et la
purification des origamis d’ADN seront réalisés au Centre de Biochimie Structurale de Montpellier au
sein de I'équipe de Biophysique Intégratives des Membranes. Le développement du procédé de
préparation d’échantillon de cryo-TEM sera lui aussi mis en place au sein de cette équipe.

Les dimensions théoriques des réseaux 2D souhaitées seront proposées par le Départements
Composants Silicium (DCOS) du CEA-LETI. Le stockage des origamis et leur utilisation pour I'auto-
assemblage sur surface seront faites au laboratoire Biomade de I'IRIG, les mesures CD-SEM seront
faites dans la salle blanche du CEA et les caractérisations AFM seront réalisées sur la Plateforme de
Nano Caractérisation (PFNC).
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Chapitre II- Auto-assemblage
supramoléculaire a base d’origamis d’"ADN

L’objectif de ce chapitre est d’explorer les différentes méthodes d’assemblage hiérarchiques de
nanostructures permettant d’obtenir des supra-assemblages a I’échelle du micrométre.

Nous avons, dans une premiére partie, utilisé une méthode classique d’assemblage
supramoléculaire par appariement de bases pour former des microfilaments d’une taille de I'ordre du
micrométre. Ces filaments ont été développés pour des applications en Biologie Structurale. Plus
particulierement, ils seront destinés a la préparation d’échantillons de protéines pour une
visualisation en cryo-TEM. Ceci dans I'objectif de faciliter la caractérisation structurale des protéines
et de permettre une reconstruction 3D des protéines ciblées.

La seconde partie du chapitre se concentre sur une deuxiéme méthode d’assemblage développée
récemment dans le domaine des origamis-ADN. Cette méthode utilise des principes de
complémentarité de forme et présente I'avantage d’étre réversibles. Nous allons explorer ces
nouvelles propriétés d’assemblage supramoléculaire pour former des réseaux 2D d’origamis. Ces
réseaux ont pour objectifs d’étre utilisés comme masques de gravure pour la réalisation de réseaux
2D sur silicium pour les ordinateurs quantiques. D’autres types de nanostructures exploitant cette
méthode ont aussi été mises en place.
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II.1 Design, synthése, purification et auto-assemblage a
grande échelle de différents types d’origamis d’ADN

I1.1.1 Objectifs

L’objectif de ce chapitre est de proposer des designs d’origamis d’ADN pouvant répondre aux
problématiques posées dans la section 1.4.2. Nous avons ciblé deux applications intéressantes :

e Lapréparation de grilles de cryo-TEM pour la caractérisation de protéines,
e Laréalisation de réseaux 2D en origamis d’ADN pour la nanostructuration de surface.

Dans un premier temps, nous souhaitons créer un origami d’ADN monomérique qui aura la
capacité de former des microfilaments par appariement de bases. Ces microfilaments seront destinés
a étre utilisés en cryo-TEM.

Ensuite, nous voulons mettre en place le design de deux monomeéres carrés s’auto-assemblant
en réseaux 2D. Ces structures seront utilisées par la suite comme masque de gravure pour la création
des réseaux 2D de qubits de silicium.

Enfin, nous présenterons trois autres designs d’origamis d’ADN complémentaires de forme,
qui nous permettront de créer des structures hiérarchiques de différentes complexités.

I1.1.2 Matériel et méthodes

Pour rappel, la réalisation d’un origami d’ADN se déroule en cing étapes distinctes :

Y/

«+ Etape 1: Laconception du design de la nanostructure souhaitée.

«+» Etape 2 : La réalisation de la forme souhaitée du brin échafaud a I’aide du logiciel CaDNAno 2
B2 Lors de cette étape, il est aussi nécessaire de choisir le type de réseaux des doubles brins
d’ADN (monocouche ou multicouche, réseau carré ou en nid d’abeille). Ensuite, les séquences
et le chemin des brins agrafes sont déterminés. En général, |a taille des brins agrafes se situe
entre 18 et 60 nucléotides. La forme des nanostructures peut étre ensuite prédite grace au
logiciel CanDO.

«+» Etape 3: La synthése des brins échafauds et des brins agrafes. Les brins échafauds peuvent
étre synthétisés dans de I’ADN plasmidique double brin ou par séparation d’amplicons PCR. Ils
sont issus du bactériophage simple M13mp18. Dans notre cas, nous avons acheté nos brins
échafauds auprés de I'entreprise Tilibit Nanosystems. Les brins agrafes ont eux aussi été
fournis par cette entreprise.
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R/
0’0

0
0’0

Etape 4 : La purification des origamis synthétisés par électrophorese sur gel d’agarose ou par
précipitation au polyéthyléne glycol (PEG).

Etape 5 : La caractérisation des nanostructures au TEM.

I1.1.2.1 Design d'un origami d’ADN

I1.1.2.1.1 Le logiciel CaDNAno 2

Le logiciel CaDNAno 2 32 est un outil d’aide a la conception des origamis d’ADN. Grace a ce

logiciel, il est possible de positionner le brin échafaud pour obtenir la forme souhaitée et de déterminer

les séquences des brins agrafes. Ces derniers permettrontle repliement du brin échafaud dans la forme

ciblée (Figure 11-1).

ce logicie

Il existe différentes régles a respecter afin de réaliser le design d’un origami d’ADN a I'aide de
| [129]:

Il existe deux types de réseaux qu’il est possible d’utiliser : le réseau carré et le réseau en nid
d’abeilles.
La taille des agrafes doit étre comprise entre 18 et 60 bases. La limite inférieure est pour éviter
les problémes d’association. En effet, des tailles de brins trop courtes diminueraient la
probabilité d’appariement des brins lors de I'assemblage et diminuerait par conséquent la
stabilité des nanostructures. La limite haute sert a limiter les co(ts de synthése des brins mais
aussi éviter les erreurs de synthese.
Il est important de considérer le nombre de « cross-over » au sein des structures :
o Un nombre de « cross-over » optimisé favorise le repliement et |a stabilité structurale
de I'objet.
o Plus le nombre de « cross-over » est élevé, plus les contraintes et les déformations
internes peuvent étre élevées.
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Figure II-1 : Schéma descriptif d’un design sous caDNAno.

Il est possible de prédire la forme et |a flexibilité des nanostructures d’ADN en fonction de leur
design CaDNAnNo en utilisant I'outil de simulation par éléments finis CanDO.

Dans l'outil CanDO, les doubles hélices d’ADN sont considérées comme des faisceaux
élastiques isotropes contraints par leurs voisins les plus proches. Différents parametres pour chaque
double-hélice sont nécessaires afin de permettre la modélisation des nanostructures (Les valeurs
présentées sont celles par défaut) 112! ;

e Larigidité a I'étirement dont la valeur standard pour I’ADN-B est de 1100 pN.
e Llarigidité a la flexion qui est de 230 pN.nm?.

e Larigidité a la torsion qui est de 460 pN.nm?.

e Le diametre d’une double hélice d’ADN qui est de 2,25 nm.

e L’hélicité qui est de 10,5 pb/tour.

e L’élévation axiale qui est de 0,34 nm par paires de bases.

Via cet outil, la forme prédite de la structure est calculée grace au logiciel d'éléments finis
ADINA (Automatic Dynamic Incremental Non-linear Analysis, ADINA R&D Inc., Watertown, MA, USA).
Il donne aussi acces aux fluctuations quadratiques moyennes (Root-Mean-Square Fluctuation ou
RMSF) des paires de bases calculées a 298 K. Cet outil nous permettra donc de contréler la forme de
nos nanostructures avant les essais d’assemblage. Les valeurs de RMSF obtenues seront données a
titre indicatif. Pour des modélisations plus précises, des études plus poussées devront étre réalisées.
Ce ne sera pas le cas dans cette these.
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I1.1.2.2 Synthese et purification des origamis d’ADN

I1.1.2.2.1 Le recuit en température

Afin de permettre le repliement des origamis d’ADN, il est nécessaire de passer par une étape

de recuit en température. Pour ce faire, nous devons mélanger dans un tube Eppendorf ©, tous les
éléments nécessaires :

Une solution tampon (en général composé de Tris [pH = 8] et de EDTA).

Une certaine concentration de brins échafauds composé de 7560 (p7560) ou 8064 (p8064)
bases et issus du bactériophage M13.

Une certaine concentration de brins agrafes.

Une concentration de MgCl; (a définir pour chaque objet) issus d’une solution mére de 1 M en
MgCl..

«» Préparation de la solution tampon concentrée 20 fois (FB 20X):

La solution tampon est composée de :

100 mM de Tris-HCI (pH=8)
20 mM de EDTA

R/

«» Préparation de la solution tampon de repliement :

La solution tampon de repliement est composée de :

20 nM de brins échafauds.

200 mM de brins agrafes.

Un certain volume de FB 20X afin de permettre une dilution de 20 (FB 1X).
Un volume d’eau ultrapure (18 MQ.cm) afin de compléter la solution.

Une fois la solution préte, le tube est placé dans un thermocycleur PCR Biorad®©. Le

programme en température est composé de trois étapes :

Une montée rapide en température jusqu’'a 65 °C et un palier de 15 min a cette méme
température afin de dénaturer tous les brins d’ADN.

Une rampe en température dans une gamme comprise entre 60 °C et 40 °C. Dans ce projet,
elle est en général de 1 h/°C, 2 h/°C et 3 h/°C.

Un refroidissement rapide jusqu’a 10 °C et un stockage a cette température jusqu’a la
récupération des échantillons.

53



Chapitre Il — Auto-assemblage supramoléculaire a base d’origamis d’ADN

I1.1.2.2.2 Techniques de purification

R/

« La purification sur gel d’agarose

La purification sur gel d’agarose est une méthode d’extraction physique permettant la
séparation des origamis d’ADN intacts, des origamis d’ADN défectueux, des agrégats et des
oligonucléotides libres. Cette séparation se fait a I'aide d’'une méthode d’électrophorése permettant
la diffusion des espéces dans une matrice polymére en agarose. Tout ceci est permis grace a la charge
négative de I’ADN et a I'application d’un champ électrique dans un banc d’électrophorese.

Cette méthode se déroule en différentes étapes. Dans un premier temps, il faut verser dans
un flacon de 100 ml, 1,2 g d’Agarose en poudre, 24 g d’eau ultrapure, 120 g de solution de 5X TBE (Tris,
Borate, EDTA). Ensuite le flacon est chauffé pendant environ 1 min. Une solution de 1 M de MgCl; est
utilisée afin d’atteindre une concentration de 11 mM. La solution est ensuite déposée dans le trail
d’électrophoreése en présence de 12 ul de SYBR SAFE. Ce dernier est un intercalant utilisé pour la
révélation de '’ADN sous UV lors du procédé d’électrophorese.

L’échantillon d’ADN a analyser est ensuite mélangé avec une solution loading dye 6X qui permet
le maintien des échantillons sous la surface du gel d’agarose.

Aprés la solidification du gel d’agarose, 10 pl de marqueurs de tailles de 1 kb (Gene Ruler) sont
placés dans le premier puit du gel. Ceci permet d’évaluer le bon déroulement de I’électrophorése et
de référence sur le profil de migration des nanostructures. Les solutions a purifier sont placer dans les
autres puits (entre 20 et 50 pl).

A la fin du procédé d’électrophorese, les parties intéressantes du gel (observé sous un
rayonnement UV) sont coupées et placées dans des tubes filtrants. L'extraction de I’ADN du gel
d’agarose est réalisée par centrifugation pendant 5 min a 5000 g a 4 °C.

Le schéma de principe de la méthode de purification sur gel d’agarose est présenté sur la Figure
-2.
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Figure II-2 : Schéma de principe de la purification sur gel d’agarose.

« La purification par précipitation au PEG

La précipitation au PEG est une technique permettant la séparation des protéines en fonction
de leur solubilité. Ici, le PEG permet la réduction de la disponibilité du solvant.

Cette méthode, dans le cas des origamis d’ADN, se déroule en 5 étapes (voir Figure 1I-3):

1. |l faut d’abord mélanger la solution d’origamis d’ADN avec une solution de précipitation,
composée de 15% volumique de PEG-8000, 5mM de Tris-HCI (pH=7,8), 505 mM de NaCl et
1 mM de EDTA, avec un volume équivalent.

2. Ensuite la solution est centrifugée a 16000 g pendant 25 min a 8 °C.

Le surnagent est retiré.

4. Le cullot re-suspendu dans une solution tampon contenant 5 mM de Tris-HCIl, 5 mM de
NaCl, 1 mM EDTA et 11 mM de MgCl,. Les étapes 2, 3 et 4 peuvent étre répétées plusieurs
fois. Dans notre cas, nous effectuerons en général 3 cycles de précipitations.

5. Lare-suspension finale est faite avec un tampon 0,5X TBE contenant 11 mM de MgCl..

w
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_4le

Figure II-3 : Schéma de principe de la méthode de purification par précipitation au PEG 3%,

Il est possible mesurer la concentration en origamis d’ADN a la suite des étapes de purification.
Cela se fait grace a des mesures d’absorbance de I’échantillon a 260 nm (Valeur d’absorbance
caractéristique de I’ADN). La concentration en ADN est ensuite estimée grace a la loi de Beer-Lambert :

A= &lC

Avec A 'absorbance, € le coefficient d’atténuation molaire, / la longueur parcourue par la
lumiére dans le milieu et C la concentration de I’ADN.

I1.1.2.2.3 Caractérisation des origamis d’ADN : Le TEM

Suite a la purification des origamis d’ADN et aux différents protocoles d’assemblage
hiérarchique, les nanostructures ont été observées grace a la microscopie électronique a transmission
(TEM). Cette technique de caractérisation morphologique est basée sur l'irradiation d’un échantillon
par un faisceau d’électrons de densité de courant uniforme émis par un canon a électrons par émission
thermo-ionique, Schottky ou par émission de champ. L’échantillon est déposé sur une grille de carbone
préalablement déchargée, puis est recouvert de colorant ; en général de I'acétate d’Uranyl (Coloration
négative). Le TEM est aussi composé d’un systeme de condenseur-lentille permettant la variation de
I’ouverture d’illumination. Des capteurs situés a I’arriere du support de I'échantillon permettent la
détection des électrons transmis suites a I'interaction entre le faisceau et la surface de I’échantillon.

L’équipement utilisé pour ces analyses est un microscope JEOL 2200 FS FEG a 200 kV équipé
d’une caméra CDD 4k x 4k a faible scan. Cet équipement permet aussi de réaliser des analyses de cryo-
TEM. Dans ce cas, contrairement a la coloration négative, I'échantillon est dans des conditions
hydratées. En effet, les échantillons a observer sont au préalable vitrifié sur une grille de carbone grace
a l'utilisation d’azote liquide. Cela permet de garder I'intégrité des nanostructures en évitant leur
déshydratation.

Il est possible d’utiliser le logiciel EMAN 2 afin de réaliser des traitements d’image en niveaux
de gris a large base avec les images provenant des analyses au MET ou eu cryo-MET. Cet outil permet,
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ainsi, de réaliser des reconstructions 2D des images TEM mais aussi 3D des images prises avec le cryo-
TEM.

«+ Protocole de préparation des grilles de TEM

1. 3 ul d’échantillons sont déposés sur la grille de carbone de TEM déchargée par
incandescence (Qunatifoil Micro tools GmbH Germany) et laissés pendant 2 min a I'air.
2. Dépodtde 9 ul de solution de 2% volumique d’acétate d’Uranyle en 2 fois :
a. Pour le premier dép6t, une goutte de solution est déposée puis aspirée avec un papier
absorbant
b. Ensuite, nous réalisons le second dép6t et nous laissons reposer pendant 1 min

La seconde goutte est ensuite aspirée pendant 10 s.

R/

«» Protocole de préparation des grilles de cryo-TEM

1. Dépdt de 3 pl d’échantillon sur les grilles de cryo-TEM déchargée par incandescence
(Quantifoil Micro Tools GmBhH, Germany) R0,6 ou R1,2.

2. Lasolution est ensuite absorbée pendant 1s a I'aide d’un papier filtre.

3. Congélationdelagrille dans del’éthane liquide a I’aide d’un dispositif semi-automatique
de vitrification par plongeon.

I1.1.3 Auto-assemblage par appariement de base de
microfilaments en origamis d’ADN

Dans cette partie, nous souhaitons réaliser un origami en forme de « Toblérone » pouvant se
polymériser par appariement de bases en microfilaments (Figure 11-4). Ici, le choix de la structure 3D
de I'origami d’ADN est guidé par les propriétés mécaniques et la taille de I'objet que nous souhaitons
obtenir. Ces deux parametres sont dépendant de la longueur de persistance du filament final. La
longueur de persistance d’un polymére est un paramétre mécanique permettant la caractérisation de
sa rigidité. Elle correspond a la longueur en dessous de laquelle une chaine devient rigide. L'idée étant
d’avoir un filament avec une longueur de persistance supérieure a 1 um. Ce paramétre est directement
relié au nombre d’hélices impliqué dans I'origami, il est donc important de contrdler le nombre
d’hélices du design. Un nombre trop important peut pénaliser et limiter le rendement d’assemblage.
La longueur de persistance peut étre calculée comme suit *3%:

— EADNdb 1
kgT

Avec,
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2 T
_ 3 4
I = (nzn +n)zr

Avec | le second moment d’inertie, r =1 nm le rayon d’une double hélice, Eapnay = 3.10% Pa le
module d’Young en compression de I’ADN double brin, n le nombre d’hélices, ks la constante de
Boltzmann et T la température.

Nous avons décidé de réaliser un origami monomeére en forme de « Toblérone » (filaments
avec une section triangulaire) composé de 18 hélices. Cela correspond a une longueur de persistance
théorique de 68,7 um. Cela signifie que tous les filaments avec une taille en dessous de cette valeur
pourront étre considérés comme étant rigide. Cela nous permet d’obtenir des monomeres avec une
longueur de 209 paires de bases (soit 209 x 0,34 nm = 71,1 nm). Les dimensions latérales des faces
triangulaires sont de 3 réseaux en nids d’abeilles (soit 3 x 6 nm = 18 nm). L’épaisseur de la structure

est de 15,6 nm.
§
15,6 nm ~
’/
M

18 nm

Connecteurs

AT
+ cio.\:o DPG

——

\

Monomeére

Figure 1I-4 : Modélisation 3D des microfilaments a la suite de la polymérisation par appariement de bases
des monoméres en forme de Toblérone.

I1.1.3.1 Design, synthése et purification des origamis d’ADN en
forme de prisme triangulaire

Apres le choix du type de réseau a utiliser et de la forme de la nanostructure, nous allons
détailler le procédé de conception des Toblérones. Pour rappel, quatre autres étapes sont nécessaires
pour y parvenir :
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e Etape 2: Le design de I'origami d’ADN a I'aide du logiciel CaDNAno 2,

e Etape 3:L’'assemblage des origamis a I'aide d’un recuit en température,

e Etape 4 : La caractérisation et la purification des origamis d’ADN sur gel d’agarose,
e Etape5:Le contréle de I'intégrité des structures par TEM.

Le schéma de principe peut étre retrouvé sur la Figure II-5.

Brins agrafes en
exces

Brin échafaud Brins agrafes
/ P ]
S e A
bl TERDEY mRbE
——) ——) l
Recuit en Purification
température P 0 sur gel
e s
x’§’° 95" “’38:0 Dwv) d’agarose
1. Mélange des brins échafauds 2. Origamis d’ADN 3. Origamis d’ADN
et des brins agrafes dans le non purifiés purifiés

tampon de repliement

Figure II-5 : Protocole de synthése des origamis d’ADN en forme de Toblérone.

+» Etape 2 : Design des origamis d’ADN

A l'aide du logiciel CaDNAno 2, nous avons programmé |’enchainement des nucléotides
permettant la réalisation de la forme ciblée. Le design de la nanostructure dite « monomeére » est
illustré sur la Figure 1I-6. Afin de permettre la polymérisation des monomeres, des oligonucléotides
connecteurs ont été ajoutées aux extrémités de la nanostructure garantissant leur assemblage par

appariement de bases.

Brins
connecteurs

Figure II-6 : Schéma CaDNAno des Toblérones.
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D’apres la modélisation CanDO (Figure 11-7), cette structure posseéde une bonne stabilité. En
effet, elle a un RMSF minimum de 0,15 nm, un RMSF a 95% de 0,64 nm et un RMSF maximum de 1,89
nm. Cette modélisation nous permet aussi de constater qu’une torsion est présente. Cette torsion,
indésirable, est due au fait que le calcul réalisé dans le logiciel CaDNAno 2 est fait en considérant qu’il
y a 10,5 paires de bases pour chaque tour d’hélice alors qu’en réalité il y a 10,34 paires de bases par
tour d’hélice.

Figure II-7 : Modélisations CanDO du Toblérone 10,5 pb/tour. A) Vue de cété, B) Vue de haut. C) Vue de la
face triangulaire. D-F) Modélisation CanDO prenant en compte les valeurs RMSF de la structure.

Selon Dietz et al. 3%, |a suppression d’une paire de bases provoque une contrainte de traction
sur la partie ou se trouvait les paires de bases supprimées. Cela entraine une torsion a gauche de la
double hélice (Figure 11-8). A contrario, l'insertion d’une paire de base provoque une contrainte de
compression la ol se trouvent les paires de bases insérées. Cela induit une torsion a droite de la double
hélice d’ADN [3¢1,

Il est donc possible de supprimer une contrainte de traction par I'insertion de paires de bases.
Inversement, il est possible de supprimer une contrainte de compression par la suppression de paires
de bases.

- M @

7bp = B-Form DNA

&

-
L-Torque

Figure 11-8 : Principe de conception pour contréler la torsion et la courbure dans les faisceaux d'ADN ¢],
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Nous présenterons, dans la partie 11.1.3.3, I'application de ces principes de torsion et de
compression afin de supprimer la torsion présente dans la structure du monomere.

0

< Etape 3 : Synthése des origamis : Mélange des réactifs et recuit en température

Pour la synthése des monomeéres, nous avons mélangé dans un tube Eppendorf, une solution
tampon TE (composé de 10 mM de Tris et de 1 mM d’EDTA a pH= 8), 20 nM de brin échafaud nommé
« p7560 » composé de 7560 bases, 200 nM de brins agrafes et entre 12 mM et 20 mM en MgCl,. Le
reste de la solution a été complété avec de I’eau ultrapure. Ici les ions Mg?* ont pour réle de stabiliser
les jonctions Holliday mais aussi d’écranter les charges négatives des brins d’ADN afin de permettre
leur assemblage.

Le tube est ensuite placé dans un thermocycleur PCR afin de procéder a I'auto-assemblage.
Pour cela, un palier en température est réalisé a 65 °C pendant 15 min. Cette étape permet de
dénaturer I’ADN et d’éliminer les hybridations non-spécifiques afin de maintenir ’ADN simple brin.
Ensuite, une rampe en température (1 h/°C, 2 h/°C ou 3 h/°C) de 60 °C a 40 °C est réalisée pour
permettre les hybridations spécifiques. A la fin de la rampe en température, nous avons ajouté un
palier en température a 10 °C afin de stocker les échantillons.

«» Etape 4 : Caractérisation de I'efficacité de I’auto-assemblage et purification : Gel d’agarose

A la suite de cette étape d’auto-assemblage, la solution contient, en général, des
nanostructures avec des défauts d’assemblage, des agrégats et des oligonucléotides en exces. Il est
donc nécessaire de passer par une étape de purification afin de ne garder que les objets correctement
assemblés. Différentes méthodes de purification ont été mises en place telles que la purification sur
gel d’agarose, la purification par polyéthyléne glycol (PEG) ou encore I'ultrafiltration B7). Dans notre
cas, nous purifions les origamis d’ADN a I'aide de I'électrophorese sur gel d’agarose. Cette derniere est
aussi utilisée afin de vérifier la qualité de I’auto-assemblage.

12mM 14 mM 16 mM 20 mM

Gene 2h/°C 1h/°C 3h/°C !
2h/°C

DT Tl

> Monomeres
cocacacacssssacas —

- Puits

Wi

cibles
-

Olignucléotides
libres

Figure 11-9 : Gel d'agarose a 1% des monoméres 1D.
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Dans la Figure 11-9 nous pouvons observer que des bandes bien définies caractéristiques de

structures compactes et correctement auto-assemblés et une faible intensité de trainée indiquant un
faible taux d’agrégats.

«» Etape 5 : Caractérisation des objets auto-assemblés : Microscopie électronique a

Transmission (TEM)

Les observations faites sur le gel d’agarose sont complétées par des caractérisations au TEM
(Figure 11-10). Cette derniere montre que les structures sont déja bien définies avec une rampe a 1
h°/C. De plus, entre 12 mM et 18 mM, la stabilité de la structure n’est pas impactée. Elle est donc
stable avec les rampes a 1 h/°C, 2 h/°C et 3h/°C et entre 12 mM et 20 mM en MgCl,. Nous pouvons
aussi observer la torsion présente dans la structure du monomere, déja observée sur la modélisation
CanDO (Figure 11-7).

Nous avons aussi réalisé des classifications 2D des monomeres en utilisant plusieurs images
(Figure 11-10). Cela nous permet d’observer plus précisément les détails des nanostructures. Grace au
logiciel Image j nous avons pu mesurer les dimensions caractéristiques des monomeres :

e Longueur:70,94nm 0,97 nm
e Llargeur: 19,60+ 0,34 nm

Figure 1I-10 : Images TEM des monoméres auto-assemblés a 1h/ °C et 12 mM en MgCl, (A) et 18 mM
MgCl; (B).

Au regard des résultats obtenus, la suite des expérimentations a été réalisée avec une rampe
en température de 2 h/°C en présence de 18 mM de MgCl,.
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Nous avons mis en évidence, via les modélisations et I'imagerie TEM, que les monomeres
possedent une torsion au sein de leur structure. Par la suppression de paires de bases, il est possible
de la supprimer. Nous traiterons de cela dans la partie 11.1.3.3.

I1.1.3.2 Auto-assemblage de suprastructures 1D en forme de
microfilaments

Afin de permettre la formation des microfilaments, nous avons procédé de deux fagons
distinctes :

e La polymérisation directe des microfilaments, consistant a I'ajout des connecteurs
directement lors de I'étape d’auto-assemblage des monomeres.

e La polymérisation en deux étapes des microfilaments consistant, dans un premier temps, en
I’assemblage des monomeres sans les connecteurs. Ensuite, nous réalisons une incubation a
température constante en présence des connecteurs.

I1.1.3.2.1 Polymérisation directe des microfilaments

Dans le cas de la polymérisation directe des filaments en origamis d’ADN, les brins échafauds
et les brins agrafes (dont les brins connecteurs) ont été mélangés dans le méme tube en présence de
18 mM de MgCl,. Ensuite, nous avons réalisé le recuit en température (2 h/°C) comme pour la
synthése des monomeres. Le schéma de principe de cette méthode est présenté en Figure 1l-11.

Brins agrafes

dont les Brins agrafes en

Brin échafaud exces
connecteurs
i < ot p/ AT
+ ool SRR Sl
——
Recuit en
température —
=
v 2 5
’\.:"35"4‘) De?ﬂ A '35;00

1. Mélange des brins échafauds
et des brins agrafes dans le
tampon de repliement

2. Filaments non
purifiés

Figure II-11 : Schéma de principe de la polymérisation directe des filaments.
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Brins libres
en exces

Filament

Figure 1I-12 : A) Gels d'agarose a 1% des filaments. B) Images TEM des filaments formés a 18 mM en
MgCl; et avec une rampe en température de 2 h/°C. C) Images TEM des filaments récupérés dans le puit.

L’ajout de connecteurs a provoqué la non-migration des origamis d’ADN dans le gel d’agarose.
Cela nous donne quelques éléments concernant la polymérisation des nanostructures. En effet, les
chaines de polyméres ont un poids moléculaire plus élevé que les monomeres et ne peuvent donc pas
diffuser a l'intérieur du gel d’agarose lors de I'électrophorése (Figure 11-12-A). En observant
directement au TEM les échantillons apres I’assemblage (Figure 11-12-B), nous remarquons quelques
filaments, mais ces derniers sont mélangés aux oligonucléotides en exces du fait de I'absence de
purification. Ainsi, en récupérant la solution directement dans I'un des puits, nous pouvons observer
des filaments (Figure 11-12-C).

En prenant en compte le fait que nous synthétisons des filaments de grandes tailles, ne
pouvant pas étre purifiés sur gel d’agarose, nous avons fait un essai de purification par précipitation
au PEG. Nous avons réalisé une électrophorese sur gel d’agarose de |'échantillon sans purification,
mais aussi du méme échantillon a la suite de chaque cycle de purification (Figure 11-13). Cette
électrophorése nous permet de mettre en évidence |'efficacité de cette méthode de purification afin
de supprimer les oligonucléotides en exces. En effet, nous pouvons observer la diminution de
I'intensité de la bande des brins libres en exces avec I'augmentation du nombre de cycles de
purification. Cependant, ’observation au TEM de I’échantillon aprés le 3™ cycle met en évidence
I’enchevétrement et I'agrégation des filaments les uns avec les autres. Ces phénomenes d’agrégation
et d’enchevétrement sont caractéristiques de la méthode de purification au PEG.

64



Chapitre Il — Auto-assemblage supramoléculaire a base d’origamis d’ADN

Cycle1 Cycle 3

Non
purifié | Cycle 2

Diminution de I'intensité
de la bande des
oligonucléotides en excés

Figure 11-13 : A) Gels d'agarose a 1% des filaments apres chaque étape de purification au PEG. B) Images
TEM des filaments apres la derniéere étape de purification.

% Synthése

Les résultats obtenus montrent que ces méthodes de polymérisation ne sont pas adaptées a
ce type de nanostructures :

e Dansle cas de purification sur gel d’agarose, les filaments sont trop longs pour diffuser dans le
gel d’agarose et restent piégés dans le puit.

e Dans le cas de la purification au PEG, les filaments s’agrégent lors de I'étape de précipitation.

I1.1.3.2.2 Polymérisation en deux étapes des microfilaments

Une autre méthode de polymérisation est, de former les monomeres, de les purifier par
électrophorése sur gel d’agarose, de rajouter les connecteurs et de les laisser en incubation a une
température donnée (Figure 11-14).
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Figure 11-14 : Schéma de principe de la polymérisation en deux étapes des filaments.

Différents paramétres ont été étudiés :

e Letemps d’incubation,

e lLaconcentration en connecteurs,
e latempérature d’incubation,

e laconcentration en MgCls.

« Influence du temps d’incubation et de la concentration en connecteurs

Nous avons mis en incubation a 37°C environ 3 nM de solution de monomeéres. Ces monomeres
ont été mis en présence de différentes concentrations en connecteurs (50 nM, 100 nM, 200 nM)
pendant différents temps (1 h, 2 h, 5 h et 10 h).

1h 2h 5h 10h
Oh d’incubation d’incubation d’incubation d’incubation

50 100 200 50 100 200 50 100 200 :& :1?\2 ﬁ"’v‘:
nM nM nM nM nM nM nM nM nM

e e Uk W W

Figure II-15 : Gel d'agarose a 1% des monomeéres incubés a 37°C avec une variation de la
concentration en monomeéres et du temps d'incubation.

L'intensité de la bande des monomeres diminue avec I'augmentation du temps d’incubation
(Figure 11-15). Cela nous donne déja une premiere indication sur le mécanisme de polymérisation. En
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effet, plus le temps d’incubation est long et plus la longueur des filaments augmentent. De plus, nous
remarquons |'apparition de trainées avec l'augmentation du temps d’incubation. Ces deux
phénoménes montrent que la taille des filaments devient de plus en plus importante avec
I"augmentation du temps. En effet, plus la taille des filaments est importante et moins le taux de
monomeres disponible dans le milieu est important. La bande des monomeéres est donc de moins en
moins intense au cours du temps. De plus, les filaments de grande taille auront plus de difficulté a
diffuser dans le gel ; d’ou I"apparition de la trainée.

50 nM 100 nM 200 nM

10 h

Figure 11-16 : Images TEM des filaments apres une incubation de 10h et avec différentes concentrations en
connecteurs : 50 nM en connecteurs ; 100 nM en connecteurs ; 200 nM en connecteurs.
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Figure 11-17 : Image TEM de filaments formés en présence de 100 nM de connecteurs.

Nous avons observé certains échantillons au TEM (Figure 11-16). D’aprés les images TEM, le
temps d’incubation et la concentration en connecteurs exercent une influence sur la taille des
filaments. En effet, dans le cas de la concentration en connecteurs, nous observons qu’une forte
concentration entraine I’apparition de brins en excés dans I’échantillons (Figure 11-17). Ce résultat est
complémentaire des observations faites sur le gel d’agarose avec I'augmentation de I'intensité de la
bande des brins libres en fonction de I'augmentation de la concentration en connecteurs. De plus, la
hausse de cette concentration favorise aussi |’agrégation des filaments lors du processus de
polymérisation.

En mesurant la taille des filaments a I'aide du logiciel image j (Figure 11-18), nous remarquons
qgue I'augmentation de la concentration en connecteurs ralentie la cinétique de polymérisation des
filaments. Les barres d’erreurs présentés correspondent aux écart-type calculé entre les différentes
mesures. En effet, nous observons que pour des temps d’incubation de 5 h et 10 h, la longueur
moyenne des filaments est plus importante a une concentration en connecteurs de 50 nM qu’a 100
nM et 200 nM. En complément, la longueur moyenne des filaments est inférieure a 100 nM en
connecteur qu’a 50 nM entre 1 h et 10 h. Cela signifie qu’'une concentration en connecteurs trop
importante entraine un blocage cinétique de la polymérisation des filaments.
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Figure 11-18 : Longueurs moyennes des microfilaments en fonction du temps d'incubation a 37°C et avec 50
nM et 100 nM en connecteurs.

Partant de ces différentes observations, nous avons réalisé des incubations sur des temps
supérieurs a 10 h (24 h et 30 h) avec un faible excés en connecteurs (50 nM) et a 37°C. Apres
observation au TEM (Figure 11-19) et la mesure de la longueur des filaments (Figure 11-20), nous
observons un ralentissement et une stagnation de leur croissance. Leur longueur moyenne est

cependant supérieure a 1 um.
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Figure 11-19 : Images TEM des filaments sans Poly-T aprés une incubation a 37°C pendant 1h (A), 2h (B), 5h

(C), 10h (D), 24h (E), 30h (F) avec 50 nM en connecteurs.
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Figure 11-20 : Mesure des filaments aprés différents temps d’incubation a 37°C.

«» Influence de la température d’incubation et de la concentration en MgCl,

Dans le but d’améliorer I'assemblage des filaments, la concentration en MgCl, et la
température lors de I’étape d’incubation ont été modifiées. Les incubations ont été réalisées a 25°C et
30°C pendant 12 h et 15 h avec les monoméres avec une torsion de 10,5 pb/tour. La concentration de
ces derniers est de 2 nM ici. Les images TEM (Figure 11-21) nous montrent que la diminution de la
température a entrainé le ralentissement de la cinétique de croissance des filaments. Cela est confirmé
par la mesure de la longueur moyenne des filaments (Figure 11-22). En effet, nous observons des petits
filaments inférieurs a 350 nm a 25°C et 30°C et des filaments supérieurs a 1 um a 37°C.

Les variations de concentration en MgCl; ont, elles, été réalisées en utilisant les monomeéres
avec un paramétre de 10,34 pb/tour.
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Figure lI-21 : Images TEM des filaments 10,5 pb/tour sans Poly-T aprés une incubation & 25°C, 30°C et 37°C

pendant 12h et 15h.
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Figure 11-22 : Longueurs moyennes des microfilaments en fonction de la température d’incubation.

Le gel d’agarose présenté sur la Figure 11-23 montre que I'augmentation de la concentration en
ions magnésium augmente la cinétique de formation des filaments. En effet, a partir d’une heure
d’incubation pour des concentrations en MgCl, supérieures ou égales a 20 mM, nous n’observons pas
de trainées. Cependant, en observant les images TEM (Figure 11-24), nous remarquons que |’échantillon
incubé pendant 5 h avec 25 mM de MgCl; et celui incubé pendant 2 h avec 20 mM de MgCl, présentent
des filaments enchevétrés les uns aux autres. L’augmentation de la concentration en MgCl, favorise
les interactions ADN-ADN dans la solution ce qui entraine I'augmentation de la cinétique d’assemblage
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des filaments. Dans le méme temps, cela favorise aussi les interactions entre les filaments et donc leur
agrégation et leur enchevétrement.

Gene 11 mM MgCl, 20 mM MgCl, 25 mM MgCl, 30 mM MgCl,

F?"i?,' oh 1h 2h Sh f0h 1h 2nh Sh 10h b 2n 5k don Tho2h 5

L]

Figure II-23 : Gel d'agarose & 1% des monomeéres 10,34 bp/tour incubés a 37 °C avec une variation
de la concentration en MgCl; et du temps d'incubation.

Figure 1I-24 : Images TEM des filaments 10,34 bp/tour. A) Incubation pendant 5 h avec 11 mM MgCl,. B)
Incubation pendant 5 h avec 25 mM MgCl,. C) Incubation pendant 2h avec 30 mM MgCl,.

% Synthese

En conclusion, nous avons mis en évidence que cette méthode de polymérisation en deux
étapes est la plus adaptée pour nos applications. En effet, la purification des monoméres avant |'étape
de polymérisation permet de limiter le taux de brins libres en excés dans les échantillons.

Dans cette partie nous avons mis en évidence linfluence de différents parametres
(concentration en connecteurs, temps d’incubation, température d’incubation, concentration en
MgCl). Ainsi, nous pouvons conclure sur le fait que :

e L’augmentation de la concentration en connecteurs favorise I'augmentation du taux de
brins libres dans les échantillons mais aussi I’agrégation et une légere baisse de la cinétique
de polymérisation des filaments.
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o La hausse du temps d’incubation permet de former des filaments de plus en plus longs.
Pour des temps d’incubation inférieurs a 10 h, la taille moyenne des filaments évolue
linéairement avant un ralentissement et une stagnation a partir de ce temps. Nous avons
pu former des filaments de plus de 1 um a 24 h et 30 h d’incubation.

e Latempérature d’incubation a aussi une influence sur la taille des filaments. En effet, plus
la température est faible et plus la cinétique de polymérisation est faible. Pour former des
filaments de I'ordre du micrometre, il est nécessaire de travailler avec une température
« assez élevée » soit 37°C dans notre cas.

e L’augmentation de la concentration en MgCl, favorise I’écrantage des charges négatives
du squelette phosphate de I’ADN et donc I'agrégation des filaments méme si ces derniers
semblent assez longs en présence de 25 mM et de 30 mM de MgCl.. La meilleure solution
est donc de rester a une concentration de 11 mM en MgCl..

I1.1.3.3 Suppression des torsions indésirables des monomeres

Comme évoqué dans la partie précédente, une légére torsion est présente dans la structure
du monomeére (Figure 11-7). Cela induit la présence de plusieurs torsions dans la structure des filaments
(Figure 11-25).

Torsion

Figure 1I-25 : Images TEM des filaments 10,5 pb/tour aprés une incubation de 24h & 37°C. Exemple de
torsion au sein des filaments.
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Figure 11-26 : Méthode de mesure de la distance inter-nceuds des filaments.

Afin de caractériser la fréquence de torsion des filaments, la distance moyenne entre deux
noeuds consécutifs a été mesurée (Figure 11-26 et Figure 11-27). Cette derniére a une valeur moyenne
de 429 + 15 nm. En considérant le fait que la rotation par paire de bases de I’ADN-B est de 34,3° et que
la longueur d’une base est de 0,34 nm. Il est possible de remonter a la valeur de la torsion globale par
tour d’hélice. Cette derniére est de 4,25 + 0,07 °.
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Figure 1I-27 : Histogramme des distances nceud-a-nceud des filaments 10,5 pb/tour.

Notre objectif a été d’éliminer ces torsions indésirables afin d’avoir des monomeéres et des
filaments droits pouvant étre utilisés en cryo-TEM et pour la gravure. Ces torsions pourraient induire
des irrégularités ou des défauts lors du processus de transfert dans le silicium, d’ou la nécessité de les
supprimer.
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Afin de compenser cette torsion, il est nécessaire de supprimer des paires de bases dans la
structure des monomeres. Pour ce faire, nous avons considéré un fragment de double hélice composé
de 6 tours d’hélice avec un paramétre de 10,5 pb/tour. L’objectif était donc de calculer le nombre de
paires de bases a supprimer afin de permettre d’arriver a un parameétre de 10,34 pb/tour.

Le calcul permettant de connaitre le nombre de paires de base a supprimer est donc le suivant :

e 10,5x6=63pb.
e 10,34x6=062pb.

e Nombre de paires de base a supprimer =63 —-62 =1 pb.

Ainsi, il est nécessaire de supprimer une paire de bases toutes les 63 paires afin de passer d’un
paramétre de 10,5 pb/tour a un paramétre de 10,34 pb/tour, et ainsi de supprimer la torsion
indésirable de la structure. Cela nous a amené a la réalisation de trois zones de suppressions de paires
de base le long de la structure (Figure 11-28). Nous avons aussi ajouté une double hélice supplémentaire
dans la structure afin de compenser le manque de bases et d’atteindre 7560 pb (taille du brin
échafaudage). La modélisation associée (Figure 11-29) permet de montrer que nous avons bien
supprimé la torsion indésirable. De plus, elle nous indique que le RMSF minimum est de 0,15 nm, le
RMSF a 95% est de 0,88 nm et le RMSF maximum est de 1,96 nm.

Ajout d'une double
l hélice d'ADN afin
‘ ] d'atteindre 7560 pb

X Délétion | Zones de délétions |

Figure 11-28 : Structure CaDNAno du Toblérone de paramétre 10,34 pb/tour.
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Figure 11-29 : Modélisations CanDO du Toblérone 10,34 pb/tour. A) Vue de cété, Vue de haut. C) Vue de la
face triangulaire.

La synthése des nouvelles nanostructures a été réalisée avec 18 mM en MgCl, et avec une
rampe en température de 2h/°C comme dans le cas du Toblérone de paramétre 10,5 pb/tour.

10,34 pb/tour

10,5 pb/tour

Figure 11-30 : A) Gels d’agarose des monomeéres 10,5 pb/tour et de 10,34 pb/tour. B) Image TEM des
monomeres 10,34 pb/tour auto-assemblés a 2h/ °C en présence de 18 mM MgCl, (B). C) Classifications 2D des
monomeres.

L'image TEM des monomeéres (Figure 11-30) nous permet de confirmer la bonne suppression de
la torsion dans la structure simulée avec CanDO (Figure 11-29).

Enfin un test d’assemblage a été réalisé a une température de 37 °C pendant environ 20 h.
L'image TEM des filaments obtenus se trouve sur la Figure 11-31.
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Figure 1I-31 : Images TEM des filaments 10,34 pb/tour apreés une incubation de 20 h a 37 °C.

%

% Synthése

En conclusion, nous avons pu compenser la torsion présente au sein des monomeres en
supprimant des paires de bases dans leurs structures. Nous sommes passés d’un parametre de 10,5
pb/tour a 10,34 pb/tour pour les monomeéres. Cette suppression a ainsi permis la disparition des
torsions présentes dans les filaments permettant, ainsi, d’envisager leur utilisation dans des procédés
lithographiques ou en gravure. Cette méthode pourra étre utile pour les autres types de structures
gue nous souhaitons réaliser.

I1.1.3.4 Conclusion et perspectives

11.1.3.4.1 Conclusion

Dans cette partie nous avons mis en place une méthode de polymérisation « en deux étapes »
de monomere en forme de prisme triangulaire en exploitant la méthode de I'appariement de base.
Lors de la synthése et la caractérisation des monomeéres de parametre 10,5 pb/tour d’hélice, nous
avons observé une torsion au sein de leur structure, préalablement simulés grace a CanDO. Elle se
retrouve aussi dans la structure des filaments. Un autre design a été fait en réalisant trois zones de
suppression de paires de bases afin de passer a un parameétre de 10,34 pb/tour et supprimer cette
torsion.

Pour la polymérisation des microfilaments, I'influence de différents parameétres a été étudiés :

e La concentration en connecteurs,
e Letemps d’incubation,

e lLatempérature d’incubation,

e Laconcentration en MgCl,.
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Dans un premier temps, nous avons observé que plus la concentration en connecteurs est
élevée et plus la croissance des filaments est défavorisée. De plus nous observons aussi que cette
augmentation a entrainé la présence d’une forte présence de brins libres en excés dans les
échantillons. La concentration la plus adaptée est de 50 nm en connecteurs pour une température de
37 °C. Dans ce cas, nous avons pu obtenu des filaments de plus de 1 um pour des temps d’incubation
compris entre 10 h et 30 h.

Concernant la température d’incubation, seule la température de 37 °C nous a permis de
former des filaments de plus de 1 um pour une gamme comprise entre 25 °C et 37°C.

Enfin, dans le cas de la concentration en MgCl;, nous avons observé que plus elle est
importante et plus nous favorisons I'agrégation des microfilaments lors de la polymérisation. Il est
donc préférable de travailler avec une concentration de 11 mM en MgCl,.

Ainsi, pour obtenir des filaments de bonne qualité de plus de 1 um, nous avons décidé de
réaliser les incubations en présence de 50 nM en connecteurs a 37 °C pendant plus de 24 h et en
présence de 11 mM en MgCl,.

I1.1.3.4.2 Perspectives

En dehors de la microélectronique et de la lithographie, une des applications visées est la
préparation de grilles de cryo-TEM pour I'imagerie a haute résolution de protéines. Pour cela, nous
avons mis en place un protocole de préparation d’échantillons de cryo-TEM (Figure 11-32). Ce dernier
se compose de plusieurs étapes :

e Lapremiére étape consiste a former les filaments a une température de 37°C pendant 20h
a30h.

e Ladeuxiéme étape consiste a déposer les filaments en origami d’ADN sur la grille de cryo-
TEM.

e Apres une incubation des filaments sur la grille de cryo-TEM pendant 5 min a température
ambiante vient I'étape de dépot des protéines sur la grille. Dans notre cas, la protéine est
un protéine membranaire nommée CXCR4. La protéine CXCR4 est un récepteur
membranaire de la protéine CXCL12. Cette derniere intervient dans la réponse
immunitaire.

e Enfin, aprés une nouvelle incubation de 5 min a température ambiante, la grille est plongée

dans un bain d’éthane liquide afin de permettre sa vitrification.
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Figure 11-32 : Protocole de dépét des origamis d'ADN et des protéines GPCRs sur les grilles de cryo-TEM.

Protein
CXCR4

Figure 11-33 : Images de cryo-TEM des Filaments d'ADN et des protéines CXCR4 déposés sur une grille RO.6.

Les images de cryo-TEM présentées sur la Figure 1I-33 présentent les résultats obtenus avec le
protocole de préparation d’échantillons mis en place. Nous pouvons remarquer que les protéines sont
réparties de fagon homogéne dans les trous de la grille. De plus, nous n’observons pas d’agrégation
des protéines sur le bord des trous. Les filaments en origamis d’ADN ont ainsi permis d’empécher la
formation du ménisque lors de |'étape de vitrification.

Dans un second temps, nous avons procédé a l'acquisition de centaines d’images dans
I’objectif de réaliser des classes 2D des protéines sur un grand nombre de protéines. Le résultat de
cette étape est présenté sur la Figure 11-34. A partir de ces classes 2D nous avons pu modéliser la
structure 3D de la protéine. Cette derniére est en forme d’ellipsoide. Les vues rondes mesurent environ
10 nm et les vues allongées environ 14 nm de diameétre.
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Figure 1I-34 : Modélisation 3D de la protéine CXCR4.

La protéine imagée possede une structure ellipsoidale avec une densité additionnelle. L’objet
complet posséde des dimensions de 10 nm x 14 nm et 520 kDa. La partie micellaire a un poids
moléculaire de 380 kDa et une densité supplémentaire de 140 kDa.

En conclusion, cette méthode semble étre adaptée afin de permettre la bonne répartition des
protéines lors de la préparation des grilles de cryo-TEM. En effet, elle semble garantir la bonne qualité
de la glace formée en empéchant la formation de ménisques.

I1.1.4 Auto-assemblage par complémentarité de forme de
suprastructures d’ADN

I1.1.4.1 Design, synthése, purification et auto-assemblage d'un
réseau 2D en origamis d’ADN

Pour rappel, nous souhaitons réaliser un masque de gravure en origamis d’ADN (Figure 11-35)
afin de créer des réseaux 2D de qubits sur silicium. Pour y parvenir, nous avons mis en place deux
nanostructures monomeéres en forme de carrés pouvant se polymériser par complémentarité de forme

(Interaction faible réversible) grace a I’ajout de Mg?* ou a la diminution de la température d’incubation.

Les dimensions des monomeres ont été déterminées apres des discussions avec le
Départements Composants Silicium (DCOS) du CEA-LETI. En effet, afin de permettre de bonnes
performances de calculs et de correction d’erreurs, les qubits sur silicium doivent avoir des dimensions
avec une faible variabilité. Dans la modélisation de leur procédé de conception, les qubits ont une

période de 80 nm, une dimension critique de 20 nm et une épaisseur comprise entre 10 nm et 15 nm.
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Les valeurs de période et de dimension critique ont été déterminées du fait des limites dimensionnelles
imposées par les méthodes de lithographie. En utilisant des origamis d’ADN, il est possible de créer
des structures avec des périodes plus faibles. Dans notre cas, les dimensions ciblées des deux

monomeres seront les suivantes :

e Epaisseur: 14 nm,
e Longueur des cotés : 45 nm,

e Dimension critique : 7 nm (Afin d’avoir une dimension critique de 14 nm pour les réseaux 2D)
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Figure 11-35 : Modélisation 3D des deux monomeéres complémentaires pouvant se polymériser afin de
former des réseaux 2D par auto-assemblage par complémentarité de forme.

La premiere étape a eu pour objectif de réaliser le design des structures monomeres grace au
logiciel CaDNAno 2 (Figure 0-1, Figure 0-2 et Figure 0-3).

I1.1.4.1.1 Mise en place des structures monomeéres

Lors de la premiéere étape nous avons réalisé le design des structures monomeres. Pour cela,
nous avons décidé d’utiliser la méthode présentée par Wagenbauer et al. B”' (Figure 11-36). Cette
méthode est principalement basée sur la suppression de paires de bases dans les couches intérieures
de I'angle du design. La longueur des segments supprimés doit étre égale a un multiple entier de la
répétition de la double hélice soit environ 10,5 pb. Cette longueur doit correspondre a la distance entre
la couche pliée et |la couche la plus extérieure divisée par la tangente de la moitié de I’angle de pliage
souhaitée 7). La longueur de suppression est dépendante du diamétre hélicoidal.
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Figure 11-36 : Méthode de réalisation d’angles dans le cas d’un réseau en nid d’abeille a six hélices 571,

La Figure 11-36 présente le schéma de principe de la méthode permettant la création d’angles
dans la structure d’origamis d’ADN dans le cas d’un faisceau a six hélices. En considérant la distance
de pliage dj entre les doubles hélices d’ADN adjacentes, Ajcorrespond au nombre d’hélices devant étre
supprimées afin d’obtenir I’angle visé. Le calcul a réaliser est le suivant :
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Figure 11-37 : Méthode de création d’angle adaptée aux deux types de monomeres carrés.
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Dans le cas de nos nanostructures, nous souhaitons réaliser le pliage suivant le plan des hélices
0, 7, 8 et 15 pour 2Da et 6, 9, 14, 17 pour 2Dg et 2Dgy> (Figure 11-37). Dans la méthode présentée par
Wagenbauer et al 7, la distance entre deux hélices considérées est de 2,6 nm. Pour des raisons de
design, nous avons considéré que la distance entre deux hélices adjacentes d; est de 2 nm. Ainsi nous
obtenons :

e dy =2nm,
e d, =4nm,

e d; =6nm.

Soit pour un angle de 90°,

e A, = 6pb,
e A, =12pb,
e A;=18pb.

En suivant le protocole de création d’angles précédemment cité, nous avons réalisé deux
monomeres de forme carrés complémentaires de forme nommés 2D, et 2Dg (Figure 0-1 et Figure 0-2
respectivement). Ces deux structures sont composées de 524 paires de base soit 178 nm au total ou
encore environ 131 paires de base de c6té soit environ 45 nm. Elles possédent aussi un systeme de
protubérances et de cavités (Figure 11-38). Les protubérances de 2Da s’inserent dans les cavités de 2Dg
et vice-versa.
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Figure 11-38 : Structure CaDNAno du monomére 2D .
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Figure 11-39 : Modélisation CanDO des structures 2D .et 2Dg.

D’apreés les modélisations CanDO des structures 2Da et 2Dgv> (Figure 11-39), nous obtenons les
formes attendues. Les valeurs de RMSF sont présentées dans le Tableau II-1.

Type d’origami RMSF minimum (hm)  RMSF a 95 % (nm) RMSF maximum (nm)
2Da 0,71 4,37 5,99
2Dg 0,75 4,79 6,56

Tableau II-1 : Valeurs de RMSF obtenues pour 2D, et 2Dgy;.

La structure 2Dg a été modifiée pour des raisons que nous détaillerons dans la partie 11.1.4.1.2.
Elle sera nommée 2Dgy;.

I1.1.4.1.2 Auto-assemblage des monomeres 2Dx, 2D et 2Dpv>

Afin de réaliser les monoméres, nous avons procédé comme dans le cas des filaments avec la
réalisation de tests d’assemblage avec différents programmes en température (1 h/°C ;2 h/°C; 3 h/°C)
et différentes concentrations en MgCl, (12 mM ;14 mM ; 16 mM ; 18 mM ; 20 mM). La seule différence
est la longueur du brin échafaud utilisé. En effet, ici, nous utiliserons un simple brin appelé « p8064 »
composé de 8064 bases.
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Figure 11-40 : Gel d'agarose a 1% des monomeéres 2D .

D’apres le gel d’agarose sur la Figure 11-40, nous remarquons que toutes les conditions en
température et en MgCl, semblent étre idéales pour la réalisation de I'assemblage de la structure 2Da.
Afin de valider cette observation, nous avons observé au TEM la condition a 2 h/°C et 18 mM MgCl,
(Figure 11-41-A). Nous avons réalisé des classes 2D de la structure de 2Da. (Figure 11-41-B). Cette
derniére nous permet de contréler les dimensions moyennes de I'origami d’ADN qui sont de :

e 12,3+0,3 nm d’épaisseur,
e 47,7+0,7 nm de coté,
e 7,9+0,4 nm de dimension critique.

A

Figure 1I-41 : A) Images TEM de 2D, auto-assemblé & 2h/°C avec 18 mM MgCl,. B) Classes 2D de carrés
2D,.
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Figure 11-42 : Gel d'agarose a 1% des monomeres 2Dg.

La synthése de la structure 2D (Figure 11-42) génére beaucoup d’agrégats. En effet, de ’ADN
est présent dans les puits du gel. Ces molécules d’ADN n’ont, en effet, pas migré a I'intérieur du gel du
fait du phénomeéne d’agrégation. Nous observons aussi la formation de diméres pour chaque
condition. La condition a 1 h/°C et 18 mM MgCl, a été observé au TEM (Figure 11-43).

Figure 1I-43 : Images TEM de 2D auto-assemblé a 1h/°C avec 18 mM MgCl,.

Pour limiter cette agrégation nous avons optimisé la longueur moyenne des brins agrafes
composants la structure 2Dg en ciblant ceux proches des zones de courbures (structure 2Dgy>). Nous
sommes donc passés d’une structure avec une taille moyenne de brins agrafes d’environ 39 paires de
bases (2Dg) a une taille moyenne d’environ 33 paires de bases pour la structure 2Dgy;. (Figure 11-44-A).
Apres simulation sur CanDO, nous remarquons que |’'optimisation du design a une légere influence sur
la stabilité de la structure. En effet, pour 2Dg, le RMSF minimum est de 0,75 nm, le RMSF a 0,95% est
de 4,79 nm et le maximum est de 6,56 nm. Dans le cas de 2Dgy», ces trois valeurs sont de : 0,64 nm
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pour le RMSF minimum, 4,01 nm pour le RMSF a 0,95% et 5,61 nm pour le RMSF maximum (Figure
[1-44-B). Nous pouvons quand méme signifier que
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Figure 11-44 : A) Histogrammes de taille des brins agrafes des monomeéres 2Dg et 2Dgy,. B) Histogramme
des valeurs de RMSF des deux versions de monomeéres.

’auto-assemblage de cette structure a été réalisé a 2h/°C et a différentes concentrations en
MgCl, (entre 12 mM et 20 mM). Le gel d’agarose est présenté sur la Figure 11-45-A. Cette derniére nous
permet d’observer que dans le cas de la structure 2Dgy;,, il N’y a pas de formation d’agrégats restant
piégés dans les puits du gel. Cependant, nous observons toujours la formation de diméres. Des images
TEM des monomeres 2Dgy> sont présentées sur la Figure 11-45-B. La diminution des agrégats peut étre
liée a I'augmentation de la stabilité de la structure.

2h/°C
Gene 12 mM 16 mM 20 mM
Ruler
1kb 14 mM 18 mM

Figure II-45 : A) Gel d'agarose a 1% et Images TEM des monomeéres 2Dgy, auto-assemblé a 2h/°C avec 18
mM. B) Image TEM des monoméres.
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R/

% Synthese

Nous avons réalisé I'assemblage des deux monomeres complémentaires qui nous permettrons
de former les réseaux 2D. Cela est possible grace a un systéme de cavités et de récessions présent sur
les deux monomeres complémentaires. Ce systeme permettant leur assemblage complémentaire.
Nous avons, de plus, modifier la séquence CaDNAno de la structure 2Dg afin d’obtenir un meilleur
assemblage des monomeres (2Dgv2). En diminuant la taille moyenne des brins agrafes et en ciblant
ceux présents au niveau des angles, nous avons diminué la formation des agrégats lors de I'assemblage
des monomeres (disparition de la trainée dans le gel d’agarose). Pour donner suite a I’observation des
résultats, nous avons décidé d’assembler les monomeéres 2D et 2Dgv2 en présence de 18 mM de MgCl,
et avec une rampe en température de 2 h/°C. Le monomeére 2Dg sera quant a lui assemblé a 1 h/°C.

I1.1.4.1.3 Auto-assemblage des monomeres en réseaux 2D

Apres la synthése des monomeéres, notre objectif a été de réaliser I'assemblage des réseaux

2D en solution.

L’auto-assemblage par complémentarité de forme est dépendant de la concentration en
cations (monovalents ou divalents) ou de la température du milieu réactionnel. En effet, la formation
des assemblages hiérarchique dans ce cas est possible en augmentant la concentration en cations. A
contrario il est possible d’avoir la réaction inverse en diminuant la concentration en cations ou en

augmentant la température d’incubation (voir la section 1.1.2.1.2).

Y/

+» Influence de la concentration en MgCl,

Les premiéres expériences d’auto-assemblage ont été réalisées a I'aide des structures 2D et
2Dg. Afin d’y parvenir, les monomeres ont été formés avec 18 mM en MgCl, et avec des rampes en
température de 1 h/°C dans le cas de 2Dg et 2 h/°C dans le cas de 2Da. Ensuite, I'étape de formation
des réseaux 2D a été réalisée grace a une incubation a 20 °C pendant 2 jours avec différentes
concentrations en MgCl; (27 mM ; 35 mM ; 42 mM ; 50 mM ; 60 mM ; 70 mM). Tous les assemblages
ont été réalisés avec une concentration de 1,6 nM pour chaque monomere.
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Figure 11-46 : Images TEM des réseaux 2D formés a 20 °C pendant 2 jours avec différentes concentrations
en MgCl,:A) 27 mM ; B) 35 mM ; C) 42 mM ; D) 50 mM ; E) 60 mM ; F) 70 mM.

Figure 11-47 : Image TEM d’un réseau 2D formé en présence de 60 mM en MgCl, a 20 °C pendant 2 j.

D’apres la Figure 11-46 et la Figure 11-47, la concentration en MgCl; a une influence sur la taille
des réseaux formés au bout de deux jours d’incubation a 20 °C. En effet, plus la concentration en MgCl,
augmente et plus la taille des réseaux formés est importante. Nous passons d'un systeme
exclusivement composé de monomeres a 27 mM en MgCl; a des réseaux de I'ordre du um a partir de
50 mM en magnésium. L’aire moyenne des réseaux 2D a été mesurée pour chaque condition (Figure
11-48 et Figure 11-49). Ces mesures montrent I’évolution de la taille des réseaux en fonction de la
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concentration en MgCl,. Le paramétre mesuré augmente avec I'augmentation de la concentration en
sels divalents. Cependant, il commence a se stabiliser et a stagner a partir d’'une concentration de 50
mM en MgCl,. Il y a donc un ralentissement de la croissance des réseaux 2D aux fortes concentrations

en MgCly (> 50 mM). Un exemple de réseau 2D formé a 60 mM de MgCl, est présenté sur la Figure
11-47.

Figure 11-48 : Exemple de mesure de l'aire des réseaux 2D.

Remarque : Afin de mesurer I'aire moyenne occupée par les réseaux 2D, les cavités présentes dans

les monomeres ne sont pas prises en compte. Les origamis sont donc considérés comme des carrés
pleins.
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Figure 1I-49 : Evolution de I’aire moyenne occupé par les réseaux 2D en fonction de la
concentration en MgCl,.
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Nous avons aussi vérifié |'efficacité de formation des réseaux 2D en utilisant cette fois la
structure 2Dgyv,. Aprés une incubation de 48h en présence de 60 mM de MgCl; (Figure 11-50)

Figure 11-50 : Réseaux 2D formés avec les structures 2D, et 2Dgy, a 20 °C pendant 2 jours avec 60 mM
MgCl,.

« Influence du temps et de la température d’incubation

L'influence du temps d’incubation et de la température a aussi été étudiée. Concernant I’étude
du temps d’incubation, les réseaux ont été assemblés en présence de 60 mM en MgCl, a 20 °C pendant
1h,2h,1j,2j,3jet18](Figure lI-51).

Dans le cas de I'étude de I'influence de la température d’incubation, les réseaux 2D ont été
assemblés pendant 3 j en présence de 60 mM de MgCl,a 5 °C, 15 °C, 20 °C, 25 °C et 30 °C (Figure II-53).
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Figure 11-51 : Réseaux 2D formés avec les structures 2D, et 2Dgy, a 5 °C (A), 15 °C (B), 20 °C (C), 25 °C (D) et
30 °C (E) pendant 3 jours avec 60 mM MgCl,.

A 5 °C, nous observons des réseaux 2D de petites dimensions. Ces réseaux 2D sont de plus
agrégés les uns aux autres. Avec l'augmentation de la température (= 15 °C), nous pouvons aussi
observer une augmentation de la dimension des réseaux 2D. Cela signifie qu’a faible température, la
formation de nucléi est favorisée. Ces derniers vont ensuite s’assembler les uns aux autres. Pour des

températures comprises entre 15 °C et 20 °C, I'aire moyenne des réseaux augmente puis stagne entre
20 °C et 30 °C (Figure 11-52).
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Figure 11-52 : Evolution de I'aire moyenne des réseaux 2D en fonction de la température d’incubation.
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Figure 1I-53 : Réseaux 2D formés avec les structures 2D, et 2Dy, pendant 1h (A), 2h (B), 1j (C), 2j (D) et 3j
(E) et 18j (F) avec 60 mM MgCl,.
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Figure 11-54 : Evolution de I'aire moyenne des réseaux 2D en fonction du temps d’incubation.

Les images TEM (Figure 11-53) nous montrent que I'augmentation du temps d’incubation
entraine la formation de réseaux de plus en plus grands. De plus, nous observons que plus ce temps
augmente et plus les réseaux semblent entre agrégés entre eux. L'augmentation de leur taille est aussi
validée par la mesure de I’aire moyenne des clusters (Figure 11-54). Ainsi, nous remarquons que l'aire
moyenne obtenue augmente linéairement avec le temps entre 1 h et 1 j et commence a ralentir pour
des temps d’incubationde 2j, 3 jet 18].

Nous avons donc mis en évidence I'influence de la concentration en MgCl,, de la température
et du temps d’incubation sur la formation des réseaux 2D. Concernant la concentration en MgCl,, nous
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avons montré que plus elle augmente et plus nous favorisons les interactions ADN-ADN et donc la
formation des réseaux 2D par complémentarité de forme. En effet, pour des concentrations entre 27
mM et 35 mM en MgCl,, le systeme est dans un état monomérique. Néanmoins, a partir de 42 mM,
nous pouvons observer des réseaux 2D dont la taille augmente jusqu’a 50 mM avant de se stabiliser
entre 50 mM et 70 mM en MgCl,.

% Synthese

En conclusion, en adaptant la méthode de design des angles des structures d’origami a base
d’ADN, nous avons pu faire la conception de deux monomeres carrés. Ces deux carrés ont été congus
avec des systémes de complémentarité de forme sur chaque c6té des deux origamis (2Da et 2Dg). Ceci
dans I'objectif de controler leur auto-assemblage en réseaux 2D. Cette complémentarité de forme a
été réalisée grace a I'insertion, sur chaque monomere, d’un systéme de cavités et de protubérances
(Figure 11-38).

Dans cette partie, nous avons montré qu’il est possible d’améliorer la qualité de I'assemblage
des origamis en modifiant le design des brins agrafes (2Dsyv2). En effet, en diminuant la taille moyenne
des brins agrafes (passant de 39 paires de bases a 33 paires de bases), nous avons pu limiter la
formation d’agrégats lors de la synthese.

Concernant la formation des réseaux 2D, nous avons étudié l'influence de différents
parametres : la concentration en MgCl,, la température d’incubation et le temps d’incubation.

Nous avons mis en évidence que I'augmentation de la concentration en MgCl, permet de
passer d’'un systeme monomérique a un systéme composé exclusivement de réseaux 2D. Cela
s’explique par le fait que le MgCl, permet d’écranter les charges négatives des molécules d’ADN et par
conséquent de permettre les interactions attractives entre les monomeres. Dans notre cas, nous avons
observé des associations a partir de 35 mM en MgCl, mais ce n’est qu’a partir de 42 mM en MgCl; que
nous avons observé des réseaux 2D de taille conséquente.

Concernant la température d’incubation, nous avons montré qu’a « faible » température (5
°C), nous favorisons la formation de nucléi qui vont ensuite s’agglomérer aléatoirement. En
augmentant cette température (entre 15 °C et 30 °C), nous obtenons des réseaux 2D de taille plus
importante et nous limitons la formation d’agrégats désorganisés. Ici, il est donc plus intéressant de
travailler avec des température s comprises entre 15 °C et 30 °C.

Enfin, lors de I'optimisation du temps d’incubation, nous avons observé que I'aire moyenne
des réseaux 2D évolue linéairement entre 1 h et 1 j. Cette variation ralentie entre 1 j et 18 j.

Une étude quantitative grace a l'utilisation de la technique de transfert d’énergie entre

molécules fluorescentes (FRET) pourrait étre envisagée.
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I1.1.4.2 Conception de supra-assemblages métastables d’origamis
via la méthode de complémentarité de forme

Dans la nature, les supra-assemblages moléculaires sont formés via des interactions
réversibles permettant de corriger une éventuelle erreur. Ces structures métastables prennent
différentes formes, des assemblages finis par exemple des capsides de virus ou infinis. Parmi les
assemblages infinis, nous pouvons prendre I'exemple des cellules eucaryotes possédant un
cytosquelette composé de trois éléments (Figure 11-55) (132 ;

e Les microtubules,
e Lesfilaments d’actines,
e Les filaments intermédiaires.

Figure 1I-55 : A) Microtubules. B) Filaments d’actine. C) Filaments intermédiaires 32!,

Il est aussi possible de retrouver des nanostructures plus complexes comme dans le cas des
capsides de virus ou des particules en forme de « Vault » (Figure 11-56).
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Figure I1-56 : A) Schéma de principe de I'auto-assemblage des protéines en forme de « Vault » *°], B)
Images TEM et classifications 2D des protéines vault 134,

Les particules en forme de « Vault » ont été découvertes en 1986 par Kedersha et Rome. Ces
particules sont des grands complexes ribonucléiques en forme de tonneaux que |’on retrouve en

général dans les cellules eucaryotes 3],
Elles ont une masse de 13 MDa et sont composées d’au moins 3 protéines différentes :

e la protéine majeure du « Vault » (MVP),
e La poly(ADP-ribose) polymérase du Vault (VPARP),
e Laprotéine 1 associée a la télomérase (TEP 1),

e Plusieurs copies de petits ARN non traduits (ARNv).

Les tonneaux créés peuvent contenir de petites molécules et donc servir de vecteur de

médicaments.

L’objectif de cette partie est de créer de nouveaux origamis d’ADN pouvant s’auto-assembler
par complémentarité de forme afin de former de plus grandes structures avec des complexités

différentes.
Ainsi, nous avons mis en place trois types de motifs différents :

e Un monomere en forme de Z pouvant former des microfilaments 1D,

e Des monomeres carrés pouvant se polymériser dans une seule direction afin d’étre utilisés en
microélectronique,

e Des monomeres pouvant se trimériser afin de former des structures 3D fermées inspirées des
protéines en forme de « Vault ».
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11.1.4.2.1 Microfilaments 1D

La structure présentée dans cette partie est un monomere en forme de Z pouvant s’auto-
assembler afin de former des microfilaments.

Le modele CaDNAno de la structure est présenté et la modélisation CanDO obtenue sont
présentées sur la Figure 1I-57.
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Figure 11-57 : Modélisation CanDO du monomeére en forme de Z. A) Vue du cété 1, B) Vue du cété 2, C) Vue

du dessus.

D’apres la modélisation CanDO obtenue, la structure semble étre stable. Nous pouvons
observer la présence d’une légere déformation sur I’'une des extrémités de la structure. Elle ne semble
cependant pas géner le bon assemblage de la nanostructure. Afin de la valider, I'assemblage des
monomeres et celui des filaments (Figure II-58 et Figure 11-59) a été réalisé :

e Les monomeres ont été assemblés a I'aide d’'une rampe en température de 2 h/°C en
présence de concentration en MgCl, comprises entre 12 et 18 mM. L’échantillon traité en
présence de 18 mM en MgCl; a été observé au TEM.

e Les filaments ont été formés a I'aide d’une incubation de 2 jours en présence de 70 mM
de MgCl; a 20 °C.
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Figure 1I-59 : A) Image TEM des monoméres en forme de Z aprés un rampe de 2h/°C en présence de 18
mM de MgCl,. B) Image TEM des filaments aprés une incubation de 2 jours en présence de 70 mM de MgCl, a
20 °C.
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I1.1.4.2.2 Réseaux rectangulaires s’auto-assemblant en 1D

La structure présentée dans cette partie est un monomere en forme de rectangle s’auto-
assemblant dans une direction afin de former des microfilaments.

Le modele CaDNAno de la structure est présenté en Annexes sur la Figure 0-5 et la
modélisation CanDO obtenue est présentée sur la Figure 11-60.
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Figure 11-60 : Modélisation CanDO du monomeére en forme de rectangulaire se polymérisant en 1D. A) Vue
du cété court, B) Vue du cété long, C) Vue du dessus.

Cette modélisation nous permet de vérifier la stabilité de notre nanostructure. Cette derniéere
semble stable. Seules ses extrémités présentent un RMSF élevé (~ 0.9 nm). L'assemblage des
monomeres et celui des filaments sont présentés sur la Figure II-61 et la Figure 11-62.

Pour cette nanostructure, les monomeéres ont été assemblés a I'aide d’une rampe en
température de 2 h/°C en présence de concentration en MgCl, comprises entre 12 et 20 mM.
L’échantillon traité en présence de 18 mM en MgCl, a été observé au TEM. Les filaments ont été formés
a I'aide d’une incubation de 2 jours en présence de 50 mM de MgCl; a 20 °C.
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Figure 11-61 : Gel d’agarose des monomeéres en forme de rectangle.
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Figure 1I-62 : Images TEM des monomeéres rectangulaires se polymérisant en 1D aprés une rampe de 2h/°C
en présence de 18 mM de MgCl,.

I1.1.4.2.3 Des nanocapsules inspirées des protéines Vault

Ici, Le motif présenté est un monomere pouvant se trimériser afin de former des nanocapsules
possédant une cavité d’environ 10 nm de diamétre.

Le modele CaDNAno de la structure est présenté en Annexes sur la Figure 0-6 et la
modélisation CanDO obtenue est présentée sur la Figure 11-63.
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Figure 11-63 : Modélisation CanDO du monomeére composant la nanocapsule en origami d’ADN. A) Vue de
cété. B) Vue de l'intérieur, C) Vue de I’extérieur. D) Assemblage de I’origami en forme de « Vault ».
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Tout comme les nanostructures précédentes, la modélisation CanDO permet de mettre en

évidence la stabilité du monomere. Le gel d’agarose des monomeéres est présenté sur la Figure 11-64 et

les images TEM des monomeres et des trimeres sont présentés sur la Figure 11-65.
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Figure 11-64 : Gel d'agarose des monoméres DNA-Vault.

Figure 11-65 : A) Image TEM des monomeéres de la structure Vault aprés une rampe en température de
2h/°C et en présence de 18 mM de MgCl,. B) Image TEM des nanocapsules formées avec une incubation de 2

jours en présence de 50 mM de 60 mM de MgCl, a 20°C.
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R/

% Synthese

En conclusion, nous avons réalisé des nanostructures d’ADN possédant différentes
complexités. Tous ces origamis, dont les monomeres carrés s’auto-assemblant en 1D, possedent des
systémes de cavité et de protubérance permettant leur assemblage hiérarchique.

Ainsi, nous avons mis en place :

e Un origami en forme de Z formant des microfilaments 1D,

e Un origami rectangulaire pouvant former des réseaux linéaires,

e Un origami se trimérisant en nanocapsules inspiré des protéines en forme de
« Vault ».

Ces différentes structures pourraient étre utilisées pour différentes applications comme la
nanoélectronique pour les deux types de filaments ou encore la nanomédecine dans les cas des
nanocapsules.
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I1.1.4.3 Conclusion générale du chapitre

Ce chapitre est focalisé sur |"utilisation des origamis d’ADN afin d’apporter des solutions visant
a résoudre différentes problématiques: La préparation d’échantillons pour la cryo-TEM et la
réalisation de masque en origamis d’ADN pour la réalisation de qubits sur silicium. Deux méthodes
d’assemblage ont été explorées : I'auto-assemblage par appariement de base et I'auto-assemblage par
complémentarité de forme.

Dans la premiére partie, nous avons présenté la conception et syntheése de microfilaments en
origamis d’ADN en forme de prismes triangulaires. Ces microfilaments ont été formés en utilisant une
méthode d’auto-assemblage par appariement de bases. Cette méthode nous a permis de créer des
microfilaments qui ont directement été utilisés pour I'optimisation d’échantillons de protéines
analysées via cryo-TEM. La présence de ces microfilaments lors de la préparation des grilles cryo-TEM
a pour objectif de supprimer la formation d’'un ménisque. Nous avons ainsi mis au point le design de
la structure monomeére avec un parametre 10,5 pb/tour, réalisé la synthése et |a purification et mis en
place une stratégie de polymérisation « deux étapes » des microfilaments.

Lors des caractérisations au TEM, nous avons mis en évidence la présence d’une torsion au
sein de la structure du monomere entrainant la formation de plusieurs zones de torsion au sein des
microfilaments. Pour résoudre ce probléme, il a fallu supprimer des paires de bases dans le design des
monomeres afin de compenser et de supprimer cette torsion. Ainsi, en passant a un parametre de
10,34 pb/tour, nous avons pu supprimer cette torsion et obtenir des microfilaments exempts de zones
de torsion.

Linfluence de différents parameétres a été étudiée : La concentration en connecteurs, le temps
d’incubation, la température d’incubation et la concentration en MgCl,. Nous avons ainsi montré que
dans le cas des connecteurs, plus leur concentration est élevée et plus nous limitons la croissance des
microfilaments et nous favorisons la présence de brins libres en excés. Nous avons donc choisi de
travailler en présence de 50 nM en brins connecteurs. Concernant le temps d’incubation, nous avons
montré que pour une température de 37 °C, nous obtenons des filaments de plus de 1 um pour des
temps d’incubation de plus de 10 h. Pour la température d’incubation, en prenant en compte trois
températures différentes (25 °C, 30 °C, 37 °C), nous avons montré que la cinétique de polymérisation
est plus importante a 37°C. Enfin, nous avons mis en évidence le fait qu’une augmentation de
concentration en MgCl; entraine I'agrégation des microfilaments lors de la polymérisation.

Ainsi, pour obtenir des filaments de bonne qualité et d’une longueur supérieure a 1 um, il est
préférable de réaliser les incubations en présence de 50 nM en connecteurs a 37°C pendant plus de 24
h et en présence de 11 mM en MgCl..

La seconde partie de ce chapitre présente la réalisation de deux origamis d’ADN 2Dx et 2Dg
congus pour s’auto-assembler par une deuxieme méthode appelée « complémentarité de forme ».
L’auto-assemblage en 2D est initié en présence de MgCl, permettant d’obtenir des réseaux 2D. Ces
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réseaux 2D serviront de masque de gravure pour la création de réseaux 2D de silicium pour les
ordinateurs quantiques.

Lors de la synthése des monomeres, nous avons observé un faible rendement de synthéese de
la version B, avec la présence importante d’agrégats et de dimeéres ; que nous ne retrouvons pas dans
le cas de la version A. Nous avons attribué ces défauts de synthése au fait, qu’en moyenne, la taille des
brins agrafes est plus faible pour 2Da que pour2Ds diminuant la stabilité de ces derniers. Afin de limiter
la formation de ces défauts, nous avons optimisé le design des agrafes en diminuant la taille moyenne
des brins agrafes de 2Dg (passant de 39 paires de bases a 33 paires de bases) en ciblant ceux proches
des angles de la structure (2Dsyv2). Ainsi, nous avons pu limiter la formation des agrégats.

Nous avons pu mettre en évidence que la concentration en MgCl,, la température d’incubation
et le temps d’incubation sont des paramétres clés dans la formation des réseaux 2D. En effet, dans le
cas de la concentration en MgCl,, ce n’est qu’a partir de 35 mM que nous avons observé des
associations de monomeéres et a partir de 42 mM que nous avons observé des réseaux de taille
significative.

Concernant la température d’incubation, nous avons montré qu’a « faible » température (5°C),
nous favorisons la formation de nucléi qui vont ensuite s’agglomérer aléatoirement. En augmentant
cette température (entre 15 °C et 30 °C), nous obtenons des réseaux 2D de taille plus importante et
nous limitons la formation d’agrégats désorganisés. Ici, il est donc plus intéressant de travailler avec
des températures comprises entre 15 °C et 25 °C.

Enfin, dans le cas du temps d’incubation, nous avons observé que I'aire moyenne des réseaux
2D évolue linéairement entre 1 h et 1 j. Cette variation ralentie entre 1 j et 18 ].

Il est possible de quantifier les énergies d’association et de dissociation des monomeres en
fonction des conditions expérimentales grace al’utilisation de la technique de transfert d’énergie entre
molécules fluorescentes (FRET).

Il serait aussi intéressant d’étudier les propriétés d’autoréparation des réseaux 2D par
I’exploitation des propriétés de réversibilité des assemblages formés par complémentarité de forme.
Un étude similaire a déja été faite sur I'autoréparation de microtubules suite a I'application d’une

(o1,

contrainte mécanique Cette étude pourra ensuite nous servir afin de mettre en ceuvre

I"autoréparation de réseaux 2D déposés sur des substrats de SiO, thermique.

Dans le Chapitre Ill nous nous intéresserons a ['utilisation de ces réseaux 2D pour la
nanostructuration du silicium.

Enfin la troisieme partie de ce chapitre a été consacrée a la réalisation de différents types de
structures monomeres exploitant la complémentarité de forme pour la création de structures
hiérarchiques de différentes complexités. Nous avons créé, synthétisé et polymérisé trois structures
différentes :

e Un origami en forme de Z formant des microfilaments 1D,
e Un origami rectangulaire pouvant former des réseaux linéaires,
e Un origami se trimérisant en nanocapsules inspiré des protéines en forme de « Vault ».
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Cette partie nous a ainsi permis de montrer la polyvalence de cette méthode d’assemblage
hiérarchique.

105



Chapitre Ill- Application des origamis d’ADN au monde de la nanostructuration de surface

Chapitre III- Application = des  origamis
d’ADN au monde de la nanostructuration de
surface

Le but de ce chapitre est d’étudier I'auto-assemblage assisté par substrat de SiO; des réseaux 2D
en origamis d’ADN.

Tout d’abord, nous présenterons les différents protocoles et outils de caractérisations utilisés dans
ce chapitre. Ensuite, nous parlerons des méthodes de traitements d’image utilisées afin de permettre
I’analyse des images AFM et CD-SEM réalisées.

La seconde partie du chapitre sera consacrée a la présentation des résultats d’auto-assemblage
sur surface obtenus. Elle sera divisée en deux sous-parties :

e L'auto-assemblage assisté par substrat des origamis d’ADN en présence de MgCl,
e L'auto-assemblage assisté par substrat des origamis d’ADN en présence de MgCl, et de
NaCl.

Dans chaque cas, nous analyserons I'influence des conditions expérimentales sur le recouvrement
de surface et sur I'ordre d’assemblage observé.
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III.1 Objectifs

Pour rappel, des études ont été réalisées afin de démontrer la possibilité d’utiliser les origamis
d’ADN comme outils de nanostructuration de surface. Les énergies d’interactions origamis d’ADN-
surface ont été exploitées afin de permettre la réalisation de réseaux 2D organisés a grandes échelles
sur des surfaces de mica. Les chercheurs ont étudié le rGle des cations monovalents et divalents sur la
réorganisation des structures formées.

Les cations monovalents ont la capacité de remplacer les cations divalents sur certains sites de
fixation de la surface de I'oxyde. Cet échange permet la diminution du nombre de ponts salins entre
les origamis et I’oxyde induisant une augmentation des effets de diffusion des origamis sur le substrat
(Figure I1lI-1). Dans cette partie, le cation divalent utilisé sera le dichlorure de magnésium et le cation
monovalent sera le chlorure de sodium (NaCl).

Toutes les études portant sur ce sujet ont été réalisées sur des surfaces de mica ou des surfaces
de mica fonctionnalisées a I'aide d’une bicouche lipidique. L'objectif de ce chapitre est d’étudier la
possibilité d’utiliser le SiO, afin de permettre I'auto-assemblage assisté par substrat de nos origamis
d’ADN complémentaires de forme.

| Origami d’ADN | | Origami d’ADN |

Diminution des énergies @
© 0 e © © 6 6

i ©
OH 0" 0" " OH O OH attractives ., ° 5 0° OH O or
———
Si
Cations Mg?* uniquement Cations Mg?* et Na*

Figure IlI-1 : A) Schéma de I'auto-assemblage des réseaux 2D sur une surface de SiO;. B) Schéma de
principe du remplacement de cations Mg** par des cations Na* a la surface du SiO,.
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Dans une premiere partie, nous décrirons les protocoles de dépot et d’assemblage sur surface
gue nous avons utilisé. Ensuite, nous présenterons trois méthodes d’analyses d’images que nous avons
exploitées afin de permettre le traitement des images AFM et CD-SEM.

La seconde partie du chapitre s’intéressera aux différents résultats d’auto-assemblage assisté
par substrat obtenus. Cette partie s’articulera autour de deux axes d’études :

e |’'auto-assemblage assisté par substrat des réseaux 2D en présence de MgCl,,
e |’'auto-assemblage assisté par substrat des réseaux 2D en présence de MgCl, et de NaCl.

I11.2 Matériels et méthodes

III.2.1 Auto-assemblage assisté par substrat des origamis sur
la surface SiO;

IT1.2.1.1 Auto-assemblage en présence de MgCl.

Apres la synthese et |a purification, les deux types d’origamis d’ADN ont été concentrés a I’aide
d’'une méthode de centrifugation. Pour ce faire nous avons utilisé des filtres de centrifugation
Eppendorf ® 100 kDa. La centrifugation a été réalisée a4 °C a une vitesse de rotation de 5000 g pendant
8 min. Les deux types de monomeéres ont été ensuite mélangés dans le méme tube Eppendorf a une
concentration équimolaire en présence de MgCl,. En général, la concentration en monomeéres donnée
est celle d’un type d’'un monomeére. La concentration totale en origamis sera donc le double de celle
indiquée.

Le protocole de dépdt sur le SiO; est similaire & celui utilisé par Marie Marmiesse [*°! et par
Guillaume Thomas et al. "%, Dans un premier temps, 5 pl du mélange préparé sont déposés sur le
substrat de SiO; thermique de 5 nm d’épaisseur préalablement placé dans une enceinte humide pour
éviter I'’évaporation. L’humidité a I'intérieur de I’enceinte est garantie par I'introduction d’une lingette
imbibée d’eau et d’un réservoir d’eau. Ensuite, une incubation est réalisée afin de permettre I'auto-
assemblage sur substrat. La température d’incubation est controlée par I'utilisation d’une étuve. Le
schéma de principe de la méthode peut étre retrouvé sur la Figure IlI-2.

Apres |'étape d’incubation, I'échantillon est rincé pendant 30 s a I'aide d’une solution eau-
EtOH afin d’enlever les sels en exces de la surface. Il est ensuite séché sous un flux d’argon.
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Lingette
imbibée
1 2. d'eau 3.
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surface de SiO,
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Ringage avec
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Figure 111-2 : Schéma de principe de I'auto-assemblage des réseaux 2D en présence de MgCl..

II1.2.1.2 Auto-assemblage en présence de MgCl: et de NaCl

Dans le but de contréler les interactions attractives entre le SiO; et les origamis d’ADN, il est
possible de rajouter des cations monovalents a la solution de dépét. Cet ajout a pour conséquence
d’augmenter les propriétés de diffusion des origamis sur la surface et donc de permettre la formation
de larges réseaux 2D en évitant la formation de multicouches. Il a été nécessaire de rajouter une étape
supplémentaire afin de permettre la « re-fixation » des réseaux 2D. Au cours de cette étape, nous
avons rajouté plus d’ions magnésium dans la goutte déposée sur la surface. Le protocole dans ce cas
est le suivant (Figure 1l1-3) :

Dans un premier temps, une solution de 5 pl solution d’origamis d’ADN est préparée en
présence d’une certaine concentration en MgCl, et de NaCl Ici, nous travaillerons avec une
concentration de 4 nM pour chaque type de monomere (2Da et 2Dgv2).

La solution est déposée sur une surface de SiO, thermique de 5 nm d’épaisseur, elle-méme
située dans une chambre humide close. Une incubation est réalisée pendant 24 h a 25 °C (utilisation
d’une étuve) afin de permettre I’auto-assemblage.

A la suite de cette incubation, 15 pl d’une solution de 0,5X TBE complétée avec du MgCl; est
déposée par-dessus la premiere goutte afin de permettre la fixation des réseaux sur la surface.
L’échantillon est rincé dans une solution d’éthanol afin d’éviter la désorption des réseaux de la surface
et séché par un flux d’argon.
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1 2. U 3.
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Préparation de la Dépét sur la Incubation
solution d’origamis en surface de SiO,
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Figure 111-3 : Schéma descriptif du protocole d’auto-assemblage assisté par substrat des réseaux 2D en
présence de MgCl; et de NaCl.

Les plaques de SiO; thermique sont préparées a I'aide de plaques de silicium de 200 mm de
diametre. Ces dernieres sont alors oxydées afin d’obtenir différentes épaisseurs d’oxyde. Les deux
épaisseurs utilisées dans cette thése sont 5 nm et 10 nm par oxydation thermique O, + HCl a 800 °C et
900 °C respectivement. Les substrats oxydés sont ensuite protégés grace a I'utilisation d’un capot. Ce
capot a été réalisé par le collage hydrophile d’un autre substrat de silicium. Pour nos expériences des
couponsde 1 cm x 1 cm ou de 2 cm x 2 cm ont été utilisés.

[11.2.2 Méthodes de caractérisation

Apres les étapes de dépot des origamis sur le substrat, de séchage et de ringage deux méthodes
de microscopies différentes ont été utilisées : La Microscopie Electronique a Balayage (Scanning
Electron Microscopy ou SEM) et la Microscopie a Force Atomique (Atomic Force Microscopy ou AFM).

IT1.2.2.1 La Microscopie a Force Atomique

La Microscopie a Force Atomique est une technique d’analyse permettant la représentation
de la microstructure de la surface des matériaux. La résolution est de I'ordre du nanomeétre dans le
plan latéral de la surface et de I'ordre de la centaine de picométres dans le plan perpendiculaire a la
surface.

Cette méthode est basée sur I’exploitation des forces attractives et répulsives ayant lieu entre
la surface de I'échantillon et d’une pointe montée sur un levier. La topographie de surface détectée
estintimement liée ala flexion de ce levier. En effet, le levier peut se déplacer dans toutes les directions
de I'espace avec une précision nanométrique grace a un tube piézoélectrique. De plus, les interactions
pointe-surface induisent la modification de la déflexion du levier. Cette modification est quantifiée via
la déviation d’un faisceau lumineux (diode laser) incident au levier et I'utilisation d’un détecteur
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(photo-diode). L'imagerie AFM peut étre aussi réalisée en milieu aqueux, a I’air libre ou sous
ultravide *¢!, Un schéma de principe de cette méthode est présenté sur la Figure 1lI-4. Deux modes
différents ont été utilisés au cours de cette thése :

¢ Le mode contact intermittent (Tapping Mode) qui est basé sur le balayage de la surface de
I’échantillon par le levier. Ce dernier oscille a une fréquence proche de sa fréquence de
résonnance 3%, Ici, ce sont les forces attractives entre la surface et la pointe qui sont utilisées
pour réaliser la caractérisation. La force d’interaction entre la surface et |la pointe entraine une
variation de I'amplitude de la fréquence d’oscillation. Afin de la garder constante, la fréquence
d’oscillation est constamment réajustée. Cette méthode est adaptée pour la caractérisation
d’échantillon présentant une surface fragile car elle permet d’éviter le contact entre la pointe
et I'’échantillon 3¢,

¢ Le mode Peak Force Tapping qui est basé sur le méme principe de contact intermittent que le
mode Tapping. La différence résidence dans le fait que, dans ce cas, la fréquence d’oscillation
estinférieure a la fréquence de résonnance du levier. L’avantage de cette méthode est qu’elle
permet un contrdle direct des forces d’interactions entre la surface et la pointe via la mesure
de la force maximale exercée. Cela permet de controler et de minimiser les interactions entre
la pointe et la surface et I'obtention d’une meilleure résolution 1371381,

AFM Cantilever

Height

Tip radius

|
| Photodiode Real geometry

Liquid

= Half-cone angle of the tip

Sample

Measurement signal

Figure lll-4: A) Schéma de principe de I'AFM en milieu humide %!, B) Effet de la convolution de la pointe sur
les dimensions des motifs observés 114,

Dans cette thése, I’équipement généralement utilisé est le Bruker Dimension lcon. L'imagerie
a été réalisée a I'aide de pointe VTESPA-300 en mode Tapping a l'air. Cette pointe posséde une
fréquence de résonnance de 300 kHz, un rayon nominal de 5 nm et une constante de raideur de 42
N/m.

Certains cas ont été analysés en milieu aqueux a I’aide d’un équipement FastScan. Dans ce cas,
nous avons utilisé une pointe FastScan C en mode PeakForce Tapping. Cette pointe possede une
fréquence de résonnance de 300 kHz, un rayon nominal de 5 nm et une constante de raideur de 0,8
N/m.

111



Chapitre Ill- Application des origamis d’ADN au monde de la nanostructuration de surface

Les images AFM obtenues ont été remises a plat a I'aide d’une approximation polynomiale
d’ordre 6 de type « Plane Fit ». Ce degré de d’approximation a été choisi afin de permettre une bonne
remise a plat des images AFM méme en présence d’une forte densité d’origamis d’ADN sur la surface
d’oxyde.

II1.2.2.2 La Microscopie Electronique a Balayage

La Microscopie Electronique a Balayage est une technique d’imagerie basée sur I'exploitation
des interactions électron-matiere. En effet, un faisceau d’électrons est focalisé sur le substrat et balayé
sur la surface du substrat permettant I'émission d’électrons secondaires. Ces derniers sont détectés
par des détecteurs situés au-dessus du porte-échantillon. L'intensité du signal est dépendant du type
de matériau observé et de la topographie de surface. Cette méthode permet I'obtention d’'images a
haute résolution (~2-3 nm). Le schéma de principe de cette méthode est présenté sur la Figure IlI-5.

Pour I’étude des origamis déposés sur le SiO, nous avons utilisé un Microscope Electronique
a Balayage a Dimension Critique (CD-SEM pour Critical Dimension Scanning Electron Microscopy). Ce
type de microscope électronique permet de mesurer les dimensions critiques des motifs observés.

Dans ce projet, I'équipement généralement utilisé est un CD-SEM Hitachi CG9300 a une
énergie primaire de 300 eV.

Détecteur

Everhart-Thornley Faisceau

d'électrons

Electrons L
- . - N kY
rétrodiffusés k\
Electrons —

secondaires| ol ANTILLON

Figure IlI-5 :Schéma de principe de la Microscopie Electronique a Balayage **.

II1.2.3 Traitement d’images

Les images AFM et CD-SEM peuvent étre analysées en utilisant différentes méthodes de
traitement. Ces dernieres seront dépendantes du type d’imagerie utilisées mais aussi des informations
recherchées. Dans cette these trois méthodes différentes seront utilisées :

e Le tracé des histogrammes des hauteurs des images AFM,
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o L’analyse de I'ordre des réseaux 2D avec le tracé des fonctions de densité spectrale de
puissance radiale des images AFM et CD-SEM,

o L’analyse de I'ordre des réseaux 2D avec la détection des centres des origamis sur les
images AFM et CD-SEM.

La suite de ce chapitre va donc porter sur la description des ces méthodes de traitement.
II1.2.3.1 Histogrammes des hauteurs

Une image AFM peut étre décrite en utilisant la fonction de distribution des hauteurs p(h).
Cette fonction décrit la probabilité d’une hauteur de surface comprise entre h et h + dh en tout point
d’une surface p(h)dh 142, Cette distribution est normalisée de telle sorte que *4?!;

f_ :op(h)dh -1

Un exemple de tracé d’histogramme des hauteurs d’une image AFM (Figure IllI-6-A) est
présenté sur la Figure IlI-6-B. Sur cette figure, différents pics significatifs peuvent étre observés. On les
associe a la surface de SiO;, aux monocouches d’origamis ou encore aux multicouches d’origamis. Ces
derniéres correspondent a des origamis empilés ou agrégés.

10 nm B 04
R2=0,998
9 7. 4 \ . ++++ Courbe

03 ity > Monocouches expérimentale
— 3 —Pic1
£ -
= 02 Pic2
2 ——Pic3
2
8 —Pic4

0,1 Multicouches

—Fit

Hauteur (nm)

Figure 111-6 : A) Image AFM de réseaux 2D auto-assemblés sur une surface de SiO,. B) Histogramme des
hauteurs et décomposition correspondante.

L’histogramme des hauteurs de I'image AFM a été décomposé a I'aide de trois gaussiennes de
la forme :

2In(2)

(x, xo, FWHM) = In (2 ( X~ %o )2
f G %o, = oxrwnm &P @\ 2
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Avec xo le centre de la gaussienne et FWHM la largeur a mi-hauteur (Full Width at Half-
Maximum) de la courbe.

Aprés décomposition, nous observons qu’un pic n’est associé a aucune des caractéristiques
réellement présentes sur la surface (le pic vert sur la Figure 111-6-B). Ce pic est d{ au fait que I’entrée
de la pointe dans le trou central de I'origami n’est pas compléte. Cela entraine la détection d’une
hauteur de surface plus élevée au centre de |I’origami. Ce pic ne sera pas pris en compte dans le calcul
des taux de présence. Le centre de la gaussienne nous permet de remonter a la hauteur des motifs, et
son aire permet de calculer le taux de présence du composant considéré. Les données qu'il est possible
de déterminer avec cette méthode sont présentées dans le Tableau lll-1. L'erreur communiquée
correspond a I"’écart-type déterminé lors de I'approximation.

Hauteur (nm) Taux de présence (%)
Surface 0,0+0,1 13,4 +0,6
Monocouches 3,5%0,1 59,6 £+ 0,6
Multicouches 57+%0,1 27,0+0,2

Tableau Ill-1 : Tableau récapitulatif des hauteurs et des taux de présence issus de la décomposition des
histogrammes des hauteurs.

I11.2.3.2 Densité spectrale de puissance radiale (PSD radiale)

I11.2.3.2.1 Méthode de traitement

La densité spectrale de puissance est une fonction permettant de représenter la distribution
des différentes fréquences spatiales composant un signal. Cette fonction est en fait la transformée de

Fourier de la fonction d’auto-covariance. L’expression de la densité spectrale de puissance est 142! :

PSD() = o | 6@ exp(-ikp)ap

Avec k le vecteur d’onde et G(p) la fonction d’auto-covariance 1142,

Pour une surface bidimensionnelle h(m, n) de taille Nxx N,, la fonction de densité spectrale

PSD(ky, ky) s’exprime cette fois-ci 142 :
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Ny Ny
1
PSD, (ks ky) = e Z Z h(m, n)exp(—imk,Ax — ink,Ay)
m=1n=1

Pour une surface isotrope,

1
PSD,(k) = —ZP ky k
s(k) N, skx y)lks ’k§+k§s k+dk
k
Avec Nile nombre de points a un vecteur d’onde constante k. Ce dernier est lié a la longueur
d’onde A par la relation 2 :

_27‘[
)

Ici, nous parlerons de densité spectrale de puissance radiale (PSD radiale). Ce type de PSD nous

k

permettra d’avoir une distribution des différentes fréquences spatiales dans toutes les directions.
Ainsi, nous pourrons prendre en compte les effets de la rotation des structures sur les images
obtenues.

Les PSD peuvent prendre différentes formes en fonction du type de surface. Dans notre cas,
une surface recouverte d’origamis d’ADN sera considérée comme une surface dite « bosselée » 142,
Une surface bosselée présente des monticules de tailles caractéristiques. Cela signifie que leurs PSD

présentent des pics caractéristiques a certaines valeurs de k. Dans ce cas, la PSD radiale s’exprime 1421 ;

2 2¢2 2 z2
w_f [exp <— (k - 2—7T) f—) + exp <— (k + 2_71) st—)] , pour 1+ 1dimensions

22 A 4 A/ 4
PSD() w?&? 4m? + k2% mké&? 2 +1di )
> [exp YT & 1o i 1, pour imensions

Avec € une longueur de corrélation, w la largeur de l'interface, A une distance caractéristique
et Jo(x) la fonction de Bessel d’ordre 0.

La longueur de corrélation du systeme permet de déterminer le caractére aléatoire de la
répartition des monticules sur la surface ', En d’autres termes, plus la valeur de ce paramétre est
importante et plus les objets observés sont ordonnés a grande distance.

Il a été démontré que la longueur de corrélation du systéme est inversement proportionnelle
au FWHM de la PSD d’une surface bosselée!*?],

21 _
FWHM

§ 3
Nous avons ici une relation de proportionnalité. Cela signifie que la valeur de longueur de
corrélation obtenue ne sera pas une valeur absolue. Dans la suite de nos travaux, nous présenterons

la longueur de corrélation ¢&”.

Afin de tracer la PSD radiale d’images AFM ou CD-SEM, nous avons mis au point un code
Python. Dans un premier temps, les images sont mises a plat a I'aide d’un fit polynomial. Ensuite, la
suppression du bruit sur I'image est rendue possible par I'utilisation d’une convolution gaussienne. Les
niveaux de gris des centres des origamis sont modifiés via la réalisation d’une convolution avec un filtre
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« chapeau mexicain » 1, Ceci, afin de rendre I'identification des centres des origamis plus aisée.
L'image est ensuite binarisée. Enfin, nous tracons I'amplitude de la FFT 2D de I'image binaire et la PSD
radiale correspondante.

I11.2.3.2.2 Validation de la méthode de traitement

Dans le but de valider notre méthode de traitement, nous avons créé une image binaire (Figure
[11-7) d’un origami avec des dimensions se rapprochant de celles que nous avons mesurer avec le TEM
et ce, a I’échelle du nanométre. A I'aide de Python nous avons pu simuler I'assemblage des origamis
d’ADN avec différentes probabilités d’association P. Elle correspond a la probabilité qu’un origami
puisse s’associer a un autre origami (0 < P < 1). Cela nous permettra de simuler les effets de
I"assemblage des réseaux 2D en origamis d’ADN sur la forme des PSD radiales obtenues.

51 nm

8 n

I

4n

Figure IlI-7 : Schéma de I'origami d’ADN utilisé pour les simulations d’assemblage.

Un réseau parfait a aussi été créé (Figure 111-8-A) et analysé avec la méthode de la PSD radiale
afin d’observer les pics caractéristiques de la période des réseaux 2D.

1 I
0.4 1/ym

Figure 11I-8 : A) Réseau parfait créé a partir du schéma de I'origami d’ADN. B) Image de I'amplitude de la

FFT 2D correspondant au réseau parfait. C) PSD radiale correspondante au réseau.
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A N =50 N=250 B N =50 N =250

N =500 N =1000 N =500 N =1000

Figure 111-9 : A) Images représentant différentes densité d’origamis déposés sur une surface. B) Images de
I'amplitude des FFT 2D correspondants a chaque cas.

En approximant la PSD radiale du réseau parfait (Figure IlI-10-A) a I'aide de deux gaussiennes,
nous observons un pic caractéristique a 51,8 + 0,1 nm et un autre pic caractéristique a 36,7 £ 0,1 nm.
La longueur caractéristique du premier pic est proche de la période du réseau 2D et celle du deuxiéme
pic est proche d’une des dimensions interne au monomere (39 nm). De plus, le premier pic possede
une longueur de corrélation §‘ de 2,78 + 0,01 um et le second une valeur de 1,94 + 0,09 um.

Toutes les PSD ont été normalisées par rapport a la densité d’origamis présents sur I'image.
Ceci afin d’éviter que le nombre d’origamis n’influe sur 'intensité des pics caractéristiques de la PSD.
Avec une probabilité d’association P = 0 (i.e. sans assemblage entre les origamis), nous avons réalisé
cing images avec différents nombres d’origamis N€&{50, 150, 250, 500, 1000/ Les images sont
présentées sur la Figure I11-9-A, 'amplitude des FFT 2D correspondantes est observable sur la Figure
[11-9-B et les PSD associées sur la Figure 111-10.

Comme visible sur la Figure 11I-10, pour chaque PSD d’image sans assemblage, présente un pic
situé entre 0,1 nm™ et 0,2 nm™ a pu étre observé. Il est caractéristique des dimensions de I'origami
(Les distances de 39 nm et de 45 nm). Nous notons que |'intensité du pic caractéristique ne varie pas
avec la variation de la densité d’origamis avec la normalisation. Cela valide la normalisation des PSD
par la densité d’origamis sur la surface et nous permettra de ne détecter que les variations dues a
I’assemblage des origamis d’ADN en réseaux 2D.
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Figure 111-10 : PSD radiales des images avec les différentes densités d’origamis A) sans normalisation, B)
avec normalisation.

Dans le cas des PSD radiales associées aux images avec différentes probabilités d’association
(Figure 111-11), les pics ont été décomposés a |’aide deux courbes gaussiennes (Figure 111-12-A et Figure
I11-12-B). L"évolution de la position des pics (xo) et de leur longueur de corrélation ¢ “ sont présentées
sur la Figure I11-12-C. Dans un premier temps, nous observons que la position des deux pics varie avec
I’augmentation de la probabilité d’association. En effet, a P =0, la longueur caractéristique associée au
pic d’assemblage est de 44,1 + 1,2 nm alors qu’a P = 0,99 elle est de 50,7 = 1,2 nm. Dans le premier
cas, cette valeur correspond au monomere alors que dans le second cas, elle proche de la période des
réseaux 2D. Concernant le pic des monomeres, la longueur caractéristique associée passe d’une valeur
de 37,2 £ 3,5 nm (P =0) a une valeur de 41,0 £ 0,3 nm. Ici, les valeurs obtenues sont des longueurs
caractéristiques issues du monomere. Leur évolution en fonction de la probabilité d’association n’est
due qu’a l'interaction entre les deux gaussiennes de |’approximation.
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Figure 1lI-11 : A) Images synthétiques représentant des origamis déposés sur une surface avec différentes
probabilités d’assemblage. B) Images de 'amplitude des FFT2D correspondantes. C) PSD radiales
correspondantes.

Concernant les longueurs de corrélation ¢, nous observons que celle du pic 1 augmente avec
la hausse de la probabilité d’association. Cela est synonyme d’une augmentation de I'ordre au sein des
nanostructures. Celle associée au pic 2 reste constante quel que soit la probabilité.

Finalement, trois zones différentes peuvent étre observées sur les graphiques de la Figure
[11-12-C et de la Figure IlI-12-D :

e Lazonel(0<P<0,4)quicorrespond a un taux d’assemblage faible ou nul. Dans cette zone,
la longueur caractéristique associée au pic d’assemblage varie de 44,1 +1,2 nm a 47,1+ 0,5
nm. La longueur de corrélation, elle, passe de 142 + 32 nm a 188 + 24 nm.

e Lazone2(0,4<P<0,6)quicorrespond a un taux d’assemblage intermédiaire. Ici la longueur
caractéristique du pic d’assemblage est stable. En effet, elle de 47,1 + 0,5 nm pour P = 0,4 et
de 47,3+ 0,3 nma P =0,6. Concernant la longueur de corrélation associée au pic 1 elle est de
188,1+t24nmaP=0,4etde197+18nma P=0,6.

e Lazone3(0,6 <P<1)correspondant a un taux d’assemblage élevé. Dans ce cas, les différents
parameétres augmentent de fagon significative. La valeur de la longueur de corrélation varie de
197 £+ 18 nm (P = 0,6) a 380 + 16 nm (P = 0,99). La longueur caractéristique associée au pic
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d’assemblage augmente entre P = 0,6 et P = 0,99 pour des valeurs de 47,3 + 0,3 nm a 50,7
0,1 nm respectivement.
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Figure 11I-12 : Double approximation gaussienne réalisée sur les images avec les probabilités P= 0 (A) et P =
0,99 (B). Evolution des parameétres d’ordre en fonction de la probabilité d’association. C) Les longueurs
caractéristiques. D) Les longueurs de corrélation. Les barres d’erreur correspondent aux écart-types
déterminés lors de 'approximation.

La Figure IlI-13 présente I'utilisation de cette méthode pour une image AFM d’origamis

déposés sur une surface de SiO; et les parametres d’ordre déterminés peuvent étre retrouvés dans le
Tableau Il1-2.
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Figure 11I-13 : A) Image AFM de réseaux 2D en origamis d’ADN auto-assemblés sur une surface de SiO,. B)
Décomposition de la PSD radiale correspondante.

Longueur Longueur de corrélation
caractéristique (nm) € ‘(nm)
Pic 1 : Assemblage 49,6 £0,3 384+ 73
Pic 2 : Monomeére 40,4+0,3 96,9 + 3,3

Tableau IlI-2 : Tableau récapitulatif des longueurs caractéristiques et des longueurs de corrélation associées a
chaque pic.

II1.2.3.3 Détection des centres des origamis

Nous avons mis au point, en interne, un code Python permettant la détection des centres des
origamis afin de déterminer différents paraméetres d’ordre. Le principe de cette méthode de traitement
repose sur différentes étapes. Dans un premier temps, les images (AFM ou CD-SEM) sont traitées de
la méme facon que la méthode de la PSD avec I'aplanissement, les méthodes de convolution et la
binarisation.

Ensuite, une zone de détection est paramétrée afin de pouvoir choisir les dimensions des
structures a détecter **4, Une fois cette étape réalisée, les centres repérés sont connectés les uns aux
autres a 'aide d’une méthode de triangulation Delaunay ™*3! et d’un filtrage des distances de
connexions. Enfin un second filtrage sur les angles des connexions est réalisé afin d’éviter les fausses
liaisons. La Figure IlI-14 présente les différentes étapes de la méthode de détection des centres sur
une image CD-SEM d’origamis d’ADN déposés sur une surface de SiO,.

Via cette méthode, différents parametres d’ordre peuvent étre déterminés :
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e Le taux d’organisation : ce parameétre correspond au nombre d’origamis connectés divisé
par le nombre d’origamis détectés sur la surface.

e Le taux de carrés : cette donnée est calculée en divisant le nombre de carrés détectés par
le nombre d’origamis présent sur la surface. La détection des carrés a été rendue possible
en utilisant la méthode « Depth First Search limité en profondeur » 14,

e Laconnectivité moyenne : elle correspond au nombre moyen de voisins proches de chaque
origami. Dans un cas parfait, ce parametre est de 4.

Les valeurs déterminées avec cette méthode pour I'image CD-SEM de la Figure 111-14 sont
présentées dans le Tableau IlI-3.

Taux d’organisation (%) Taux de carrés (%) Connectivité moyenne

91,1% 11,9% 2,2

Tableau II-3 : Tableau récapitulatif des paramétres d’ordre issus de la méthode de détection des centres.

Carré

4. Détection des
origamis et des fausses carrés.

détections. Filtrage par les angles.
Filtrage par les distances.

Figure 1lI-14 : Schéma descriptif de la méthode de détection des centres.
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III.3 Auto-assemblage assisté par substrat des réseaux
2D en origamis d’ADN

II1.3.1.1 Auto-assemblage assisté par substrat des réseaux 2D en
présence de MgCl»

Dans un premier temps, mon objectif a été d’étudié I'auto-assemblage des réseaux 2D
uniquement en présence de MgCl,. Différents paramétres ont été étudiés :

1. Lacomposition de la solution de ringage eau-EtOH,
2. laconcentration en MgCl,,
3. Laconcentration en monomeres.

R/

« Influence de la composition de la solution de rincage

Comme nous I’avons évoqué dans la section 1.3.1, la composition de la solution de ringage (eau-
EtOH) a une forte influence sur la désorption des origamis d’ADN de la surface du substrat de SiO,.
Lors de sa thése, Marie Marmiesse *°! a pu mettre cela en évidence en utilisant des réseaux 2D
hexagonaux auto-assemblés par appariement de bases. La diminution de la proportion volumique
(Xetor) en EtOH de Xeron = 1 @ Xeton = 0 @ provoqué la baisse du taux de présence de la surface et la
dépolymérisation des réseaux 2D. Cela a été attribué au fait que la premiére sphére de coordination
de Mg?* posséde quatre molécules d’éthanol pur. En sachant que le nombre moyen de coordination
de I’eau pour Mg** est de 6 3], une solution de ringage composé d’eau et d’éthanol provoque la liaison
du Mg?* avec une molécule d’eau et trois molécules d’éthanol 74, L’état de solvatation de ce dernier
est donc réduit . La présence d’un fort taux d’EtOH dans la solution de rincage a donc pour
conséquence de permettre la stabilisation des origamis sur la surface du SiO, durant le ringage.

Il est important pour nous de faire cette caractérisation dans le cas de nos nanostructures. En
effet, la complémentarité de forme exploite des interactions faibles. Il est donc nécessaire d’avoir une
idée de I'influence de I’EtOH sur la stabilisation des réseaux 2D sur le substrat.

Afin de mettre en évidence cela, nous avons déposés les origamis ([2Da] = [2Dg] = 6 nM) sur les
substrats en présence de 40 mM de MgCl,. L'incubation a été de 24 h a 25 °C. La proportion volumique
en EtOH (xeon) dans la solution de ringage a été variée de Xeon = 0,1 A Xetow = 1. Les images AFM des
échantillons sont présentées sur la Figure 111-15.

123



Chapitre Ill- Application des origamis d’ADN au monde de la nanostructuration de surface

[[T10nm

N W A 0N ®

o

Figure 11I-15 : Images AFM des échantillons rincés avec différentes proportions en eau et en éthanol : A) Xeton
=0,1, B) Xeton = 0,5, C) Xeton = 0,6, D) Xeron = 0,7, E) Xeron = 0,8 et F) Xeron = 0,9, G) Xeron = 1.

A 2,5
2
—Eau9:1EtOH
—Eau5:5EtOH
-’El.s —Fau 4 :6 EtOH
[= —Eau3:7EtOH
@ g Eau 2 : 8 EtOH
g Eau1:9 EtOH
v —EtOH
a
0,5
0
4 2 0 2 4 6 8

Hauteur (nm)

C Evolution du taux de présence des monocouches
100

Pl
X g0 v
> !
o
c
g 60
g
o
o 0
° Ja—
x ,
= 20
0 =
0 0,2 04 0,6 08 1

Proportion volumique en EtOH (u.a.)

B  Evolution du taux de présence de la surface

100 B
T ]
= g0 :
8
c b |
¢ 60
o }
o A
TR
x A
3 4
20 L8
0 e
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Proportion volumique en EtOH (u.a.)
D Evolution de la hauteur des origamis
10
8
E
£ 6
g
>
]
S 4 .- N .
E: - PR

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Proportion volumique en EtOH (u.a.)

Figure 1lI-16 : A) Histogrammes des hauteurs des échantillons rincés avec différentes proportions en EtOH.
B) Evolution du taux de présence de la surface en fonction de la composition de la solution de rin¢age. C)
Evolution du taux de présence des monocouches en fonction de la composition de la solution de ringage. Les
barres d’erreur correspondent aux écart-types déterminés lors de I’approximation.
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La Figure I11-16-C nous montre que le taux de présence des monocouches augmente avec la
hausse de la proportion en EtOH dans la solution de rincage. Cette augmentation est assez lente entre
Xeton = 0,1 et xeon = 0,7 puis nous observons une trés forte montée du taux de présence des
monocouches a partir de xeon = 0,8. Cela veut donc dire que la présence d’EtOH dans la solution de
rincage limite la désorption des réseaux sur la surface du SiO,. Nous pouvons aussi remarquer que
I’épaisseur des nanostructures se situe entre 2,7 et 4,0 nm (Figure 1lI-16-D). Cette épaisseur est
différente de celle observée en TEM dans la section 11.1.4.1.2 (12,3 + 0,3 nm). L'erreur correspond a
I’écart-type.

L’épaisseur des motifs a été mesurée de fagon plus précise avec une pointe Ultrasharp et le
mode Peak Force Tapping. L'image obtenue est présentée sur la Figure IlI-17. Des sections ont été
tracées sur les origamis afin de connaitre leur épaisseur (hauteur de la gaussienne) et les dimensions
critiques des bords (largeur a mi-hauteur de la gaussienne). Ces derniéeres ont été déterminées en
approximant chaque pic par une courbe gaussienne. Les origamis ont donc une épaisseur de 5,1 £ 0,7
nm (N = 16) et la dimension critique des bords est de 16,6 + 2,1 nm (N = 16). Cette perte d’épaisseur
est associée aux conditions a sec menant a une déshydratation des molécules d’ADN 2461,
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Figure 1lI-17 : A) Image AFM d’origamis d’ADN déposés sur une surface de SiO; en présence de 40 mM de
MgCl,. B) Distribution des hauteurs retrouvées sur un origami a I’aide de la coupe en section.

Dans le cas des longueurs caractéristiques, nous observons qu’elles sont stables entre xeon =
0,1 et xezon = 0,5. Dans cette gamme, la longueur caractéristique associée au pic d’assemblage est
d’environ 45 nm et celle associée au pic des monomeres est d’environ 36 nm. D’aprées la méthode
présentée dans la section I11.2.3.2 les valeurs trouvées sont caractéristiques des périodes internes au
monomere sans assemblage. Les mesures de ces périodes sur lesimages binarisées n’a pas été possible
car il est difficile de différencier les différents composants au sein des origamis. Néanmoins, la période
moyenne, sans prendre en compte la dissymétrie du monomeére, est de 38,9 + 3,4 nm (N = 25). Entre
Xeron = 0,5 et xeron = 0,9, la dimension caractéristique associée au pic d’assemblage augmente et atteint
une valeur maximale de 49,9 + 0,6 nm. Celle associée au pic des monomeéres atteint une valeur
maximale de 41,0 + 0,8 nm. Concernant la longueur de corrélation, celle associé au pic des monomeres
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est quasiment stable a toutes les conditions. Dans le cas du pic d’assemblage, la longueur de
corrélation associée est stable entre xgon = 0,1 et Xgton = 0,5 avec une valeur autour de 100 nm. A partir
de xeon =0,5, le parametre augmente jusqu’a Xeton = 1 avec une valeur de 366 £ 101 nm. Les parameétres
d’ordre obtenus permettent d’observer le passage d’un systeme faiblement assemblé a un systeme
avec un taux d’assemblage élevé avec I'augmentation de la proportion en EtOH. Autrement dit,
|’augmentation de la proportion en eau dans la solution de ringage favorise la dépolymérisation des
réseaux 2D en plus des effets de désorption de la surface.
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Figure 111-18 : A) PSD radiales des images AFM des échantillons en fonction de la composition de la solution
de ringage. Evolution des paramétres d’ordre en fonction de la composition de la solution de rin¢age. B) La
longueur caractéristique. C) La longueur de corrélation §’. Les barres d’erreur correspondent aux écart-types
déterminés lors de I'approximation.

Les observations faites avec la décomposition des PSD radiales des images AFM ont été
complétées avec la méthode de détection des centres des origamis d’ADN (voir la Figure 11I-19). Dans
un premier temps, nous observons que la hausse de la proportion volumique en EtOH entraine
I'augmentation du taux d’organisation a la surface du substrat. Nous observons que le taux
d’organisation s’intensifie entre xgon= 0,1 et xeon = 1 avec des valeurs respectives de 5,7 % et de 55,4
%. Dans le cas du taux de carrés, nous observons qu’il augmente entre Xgon = 0,1 et Xgon = 1 avec des
taux passant de 0,4 % et 2,3 %. Cependant, nous observons un point particulier pour xgon = 0,7 avec
une valeur de 1,1 %. A cette condition, il y a assez d’EtOH dans la solution de ringage afin de garantir
la fixation des origamis sur la surface lors du ringage. De plus, la structure des réseaux 2D est stabilisée.
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Cela permet de mettre en évidence que ce sont les nanostructures désorganisées qui se désorbent
préférentiellement de la surface d’ou I'augmentation du taux de carrés de Xeon = 0,6 @ Xeron = 0,7 et sa
diminution de Xeon = 0,7 A Xeon = 0,8. Dans le cas de la connectivité moyenne nous observons qu’elle
s’amplifie entre xegon = 0,1 et xeon = 1, la valeur maximale atteinte étant de 1,7. Cela valide la

désorganisation des réseaux avec la baisse de la proportion volumique d’EtOH dans la solution de
ringage.
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Figure 11I-19 : Evolution des parameétres d’ordre en fonction de la proportion volumique en EtOH. A) Le taux
d’organisation. B) Le taux de carrés. C) La connectivité moyenne.

«» Influence de la concentration en MgCl»

En solution, la concentration en MgCl, permet la formation des réseaux. Lors de |'auto-
assemblage sur surface d’oxyde, cette concentration garantie la fixation des nanostructures sur le
substrat. Afin d’autoriser I'auto-assemblage sur surface il est donc primordiale de contréler a la fois les
interactions ADN-surface et les interactions ADN-ADN.

Pour mettre en évidence l'influence de la concentration en MgCl,, nous avons réalisé le
protocole d’auto-assemblage avec des concentrations comprises entre 20 mM et 100 mM en MgCl,.
La concentration en origamis est de 6 nM pour chaque type de monomeére. Les échantillons ont ensuite
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été observés a I’AFM (Figure 111-20). L’analyse des images a été réalisée en calculant les histogrammes

des hauteurs (Figure 111-21 ), mais aussi les PSD radiales (Figure 111-23).
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Figure 111-20 : Images AFM des réseaux 2D auto-assemblés sur surface en fonction des différentes
concentrations en MgCl,. A) 20 mM. B) 30 mM. C) 40 mM. D) 60 mM. E) 80 mM. F) 100 mM.
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Figure 11I-21 : A) Histogrammes des hauteurs des images AFM des échantillons auto-assemblés sur surface en
présence de MgCl,. Evolution des paramétres en fonction de la concentration en MgCl,. B) Le taux de
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présence des monocouches a la surface du substrat de SiO,. C) Le taux de présence des multicouches a la
surface du substrat de SiO,. D) La hauteur des motifs.

Dans un premier temps, les images AFM des échantillons (Figure 111-20) permettent d’observer
la formation de multicouches en fonction de la concentration en MgCl,. En tracant les histogrammes
des hauteurs des échantillons et en décomposant les courbes obtenues (Figure I1I-21), nous avons pu
mettre en évidence le fait que le taux présence des multicouches augmente entre 20 mM et 60 mM
en MgCl,. Cependant, il diminue étonnement entre 40 mM et 100 mM. Ce résultat s’explique par le
fait que I'interaction ADN-SiO,, se fait aussi via la formation de liaisons hydrogene entre les nucléotides
de I’ADN et les groupements silanol du substrat (47!,

En outre, une étude menée par Hang Zhai et al. 8! a permis de montrer que la formation de
ces liaisons hydrogéne pouvait étre limitée par I'’augmentation de la concentration en MgCl,. Un dépot
d’ADN double brin a été réalisé sur une surface de mica avec des concentrations en MgCl, comprises
entre 0,1 et 100 mM (voir la Figure 111-22). En mesurant I’énergie libre de liaison pour chaque cas a
I'aide de I’AFM, ils ont montré qu’elle augmentait entre 0,1 mM (33,57 kJ/mol) et 10 mM (44,36
kJ/mol) en MgCl, et gu’elle diminuait entre 10 mM et 100 mM en MgCl, (38,58 kl/mol). Cette
observation a aussi été faite dans le cas du piégeage de la minocyline au sein d’un double brin d’ADN
(1491 Cette molécule peut se lier aux brins d’ADN par I'utilisation de MgCl; et la formation de ponts
électrostatiques entre ces deux éléments. Pour une concentration en MgCl,, ils ont montré que le
pourcentage d’efficacité de piégeage augmentait entre 0 mM et 8 mM en MgCl; puis diminuait pour
des concentrations plus élevées. Cela a été attribué au fait que I'augmentation de la concentration en
MgCl, favorisait une accumulation des ions dans la structure de la double hélice. Ce phénomeéne a
entrainé une diminution de I'interaction électrostatique entre la minocycline et I’ADN 4%,
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Figure 111-22 : A) Schéma de principe de la méthode de mesure des forces de rupture avec I’AFM. B)

Evolution des forces de rupture entre des molécules d’ADN déposées sur une surface de mica en fonction de

la concentration en MgCl, %%,

Dans notre cas, nous pouvons donc attribuer la baisse du taux de présence de multicouches a
partir de 40 mM en MgCl, a une accumulation des ions Mg?* dans les origamis. Cela aurait pour
conséquence d’empécher la formation de liaisons hydrogéne entre les origamis et la surface et de
diminuer les interactions attractives entre ces deux surfaces chargées négativement.
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Figure 111-23 : A) PSD radiales des images AFM des images AFM en fonction de la concentration en MgCl,.
Evolution des parameétres d’ordre en fonction de la concentration en MgCl,. B) Les longueurs caractéristiques
C) Les longueurs de corrélation.

Sur la Figure 1lI-23-C, nous observons qu’entre 20 mM et 80 mM en MgCl,, la longueur de
corrélation & associée au pic d’assemblage augmente. Elle passe de 150 + 19 nm a 411 £ 73 nm. Nous
observons une légere baisse a 100 mM en MgCl, avec une valeur de 384 + 76 nm. Ainsi, aux faibles
concentrations en MgCl; (a 20 mM et 30 mM), les origamis sont déposés aléatoirement sur la surface.
Un ordre plus important apparait pour les concentrations plus élevées (a partir de 40 mM). Selon nous,
a 20 mM et 30 mM nous favorisons les interactions ADN-surface par rapport aux interactions ADN-
ADN. Cela entraine la formation de monocouches d’ADN peu organisées qui sont ensuite recouvertes
par des multicouches. L'établissement de ces multicouches est favorisé par I'augmentation de la
concentration en MgCl,. Entre 40 mM et 100 mM en MgCl,, nous permettons les interactions ADN-
ADN par rapport aux interactions ADN-surface. Ainsi, des réseaux 2D se forment dans la goutte de
tampon avant de se déposer sur la surface de I’oxyde d’ou I'organisation plus importante %Y. Au vu

des résultats obtenus, nous pouvons dire que nous passons d’un systéme peu organisé a un systéme
hautement organisé.
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Figure 111-24 : Evolution des paramétres d’ordre en fonction de la concentration en MgCl,. (A) Le taux
d’organisation, (B) Le taux de carrés, (C) La connectivité moyenne.

Les résultats de la détection des centres sont montrés dans la Figure IlI-24. Nous remarquons
que le taux d’organisation est d’environ 40 % a 20 mM, 30 mM et 60 mM en Mg?* avec un décrochage
a 28,5% pour 40 mM en Mg?*. Ce décrochage peut étre attribué a la forte présence de multicouches.
Ce paramétre augmente 3 78,5 % pour 80 mM en Mg?** et diminue légérement a 100 mM avec une
valeur de 68,8 %. Dans le cas du taux de carré, nous observons des valeurs inférieures a 1 % pour les
concentrations comprises entre 20 mM et 60 mM en MgCl,. Une forte augmentation est observée en
présence de 80 mM en Mg2*avec une valeur de 7,9 %. Cette valeur est de 3,7 % a une concentration
de 100 mM. Concernant la connectivité moyenne, nous observons qu’elle estde 1,3a20 mM et de 1,4
a 30 mM en MgCl,. Elle passe a 0,9 pour une concentration de 40 mM et augmente jusqu’a 2,3 en
présence de 80 mM en MgCl,. Cependant elle repasse a 2 pour 100 mM en MgCl,. Toutes ces
observations montrent que la hausse de la concentration en MgCl, favorise la formation des réseaux
2D a la surface du substrat. Nous observons que la présence de multicouches entraine la détection de
parametres d’ordre plus faibles que celles attendues (a 40 mM et 60 mM en MgCl,). Outre ces deux
conditions, I"laugmentation de la concentration en Mg?* de 20 mM a 80 mM permet de favoriser les
interactions ADN-ADN et donc de former des réseaux 2D plus larges. Concernant les valeurs obtenues
a 100 mM, nous attribuons cela a une plus forte répulsion entre les nanostructures d’ADN provoquée
par I’écrantage des charges des molécules d’ADN par les cations divalents. Dans ce cas, |'organisation
totale est sensiblement la méme mais les carrés sont moins présents.
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R/

s Influence de la concentration en monomeére

Nous avons montré que I'augmentation de la concentration en Mg?* de 20 mM a 40 mM permet
de favoriser les interactions attractives ADN-SiO,. Cependant, en augmentant cette concentration de
40 mM a 60 mM, la formation des liaisons hydrogéne entre I’ADN et le substrat est limitée. Afin de
mettre en évidence ce phénomene, nous avons étudié I'influence de la concentration en monomeére
et de la concentration en MgCl; sur le recouvrement de surface et sur I'ordre observé. Pour ce faire,
nous avons fait varier la concentration en monomeéres (2 nM ; 4 nM et 6 nM pour chaque type de
structure) et la concentration en Mg?* (40 mM ; 80 mM et 100 mM). Les images AFM des échantillons
sont présentées sur la Figure 111-25.
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Figure 111-25 : Images AFM des réseaux auto-assemblés sur la surface de SiO; en présence de différentes
concentrations de monomeéres et de MgCl,.
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La mesure du taux de présence de chaque composant des images est présentée sur la Figure
[11-26. Dans un premier temps, nous observons qu’a 2 nM pour chaque monomere, le taux de présence
des monocouches maximum est atteint en présence de 40 mM de Mg?* avec une valeur de 69,8 + 1,7
%. Elle est de 34,6 £ 0,4 % a 80 mM et de 38,7 £ 0,4 % a 100 mM. A 4 nM pour chaque monomere,
nous observons une augmentation du taux de présence des monocouches. Cependant, nous
remarquons aussi une augmentation du taux de multicouches surtout dans le cas a 40 mM en MgCl,
(avec une valeur de 22,4 + 0,5 %). Cette valeur passe a 38,5 + 0,4 % pour la méme concentration en
MgCl, mais pour une concentration de 6 nM pour chaque monomere. Pour les autres concentrations
en monomere, le taux de présences des multicouches reste faible (< 3 %) en présence de de 80 mM et
100 mM en MgCl,. Toutes ces observations nous permettent de valider le fait que I'augmentation de
la concentration en ions magnésium limite la formation des liaisons H entre les origamis et la surface.
Ainsi, pour des concentrations supérieures a 40 mM, le recouvrement de surface sera plus faible. De
plus, pour de fortes concentrations en origamis, nous notons des taux de présence des multicouches
plus élevés a 40 mM qu’a 80 mM et 100 mM. Il est donc possible de dire que la formation des
monocouches est favorisée par rapport a celle des multicouches.
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Figure 111-26 : A-C) Histogrammes des hauteurs des images AFM des réseaux auto-assemblés sur la surface de
SiO, en présence de différentes concentrations en MgCl, et en monomeéres. Evolution des taux de présence de
la surface(D), des monocouches (E) et des multicouches (F) en fonction de la concentration en MgCl, et en
monomeres.

L’étude des PSD radiales (Figure 111-27) permet de voir que la longueur de corrélation a 2 nM
pour chaque type de monomeére est similaire pour chaque concentration en MgCl,. Elle inférieure a
190 nm pour cette concentration en monomeéres. Cependant nous observons qu’en augmentant la
concentration en MgCl; (4 nM et 6 nM) nous amplifions grandement la valeur de ce parametre d’ordre
a 80 mM et 100 mM en MgCl,. Nous obtenons, en effet, des longueurs de corrélation supérieures a
380 nm avec un maximum a 451,7 + 80,5 nm pour 80 mM en MgCl, et 6 nM pour chague monomere.
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Figure 111-27 : A-C) PSD radiales des images AFM des réseaux 2D auto-assemblés sur le SiO; en présence de
différentes concentrations en MgCl, et en monoméres. E-F) Evolution des longueurs de corrélation et de la
longueur caractéristique associée au pic 1. Les barres d’erreur correspondent aux écart-types déterminés lors
de I'approximation.

Nous obtenons les mémes tendances avec la méthode de détection des centres (Figure 111-28).
En effet, concernant le taux d’organisation, les valeurs a 2 nM en monomeéres sont trés proches. Elle
varie entre 50% et 42%. En augmentant la concentration en monomeres, la différence d’organisation
est plus marquée entre 40 mM et 80 mM en MgCl,. Entre 80 mM et 100 mM nous avons sensiblement
le méme taux d’organisation a 4 nM et 6 nM en MgCl,. Pour le taux de carrés nous observons qu’a 2
nM en monomere, sa valeur croit entre 1 % et 3,7% entre 40 mM et 100 mM en MgCl,. En augmentant
la concentration en monomeéres, nous notons la hausse des valeurs de ce paramétre d’ordre. Les
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variations les plus significatives se trouvent a 80 mM et 100 mM en MgCl; et a 4 nM en monomeres.
Cependant, le cas a 6 nM en monomeres est un peu différent. En effet, pour 100 mM en MgCl,, nous
observons une valeur égale a celle a 2 nM. Cela signifie qu’a cette concentration en monomeres, la
formation de réseaux 2D est plus limitée. Cela est sGrement due a la saturation de la surface par les
origamis d’ADN provoquant a 100 mM en MgCl, une légere désorganisation des réseaux 2D.
Concernant la connectivité moyenne, a 2 nM les valeurs sont comprises entre 1,2 et 1,4. A 4 nM en
monomeres elles sont comprises entre 1,9 et 2,4. Le cas particulier se trouve a 6 nM en monomeéres.
En effet, a 40 mM en MgCl; la connectivité moyenne est de 0,9 et passe au-dessus de 2 pour les
concentrations en MgCl, plus élevées. Cette faible valeur observée a 40 mM peut étre attribuée au
fort taux de présences des multicouches pouvant géner la détection des centres et diminuer les
parametres d’ordre obtenus.
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Figure 111-28 : Evolution des paramétres d’ordre en fonction de la concentration en MgCl; et de celle en
monomeres. A) Le taux d’organisation. B) Le taux de carrés. C) La connectivité moyenne.

% Synthése

Dans un premier temps, nous avons montré I'influence de la composition de la solution de
ringage eau-EtOH sur la dépolymérisation des réseaux 2D et sur la désorption de la surface des
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origamis de la surface. En présence de 40 mM de MgCl,, nous avons pu observer que le taux de
présence des monocouches augmentent avec I’élévation de la proportion volumique en EtOH dans la
solution de ringage. En effet, ce parametre est passé de 3 % a xeton = 0,1 a plus de 60 % a partir de Xeton
= 0,8. Concernant I’évaluation des parametres d’ordre, les deux méthodes utilisées (PSD radiales et
détection des centres) nous ont permis de montrer que la présence d’EtOH dans la solution de ringage
permet de stabiliser la structure interne des réseaux 2D et d’éviter leur dépolymérisation. Ainsi les
meilleurs parameétres d’ordre ont été obtenus pour des proportions volumiques en EtOH supérieures
0,9. Cela montre I'effet couplé de la dépolymérisation des réseaux 2D et de la désorption des origamis
de la surface et donc le passage d’un systeme ordonné a un systéme peu ou pas ordonné.

Ensuite, nous avons mis en évidence I'effet de la concentration en MgCl; et en monomeres sur
le taux de présence et sur les paramétres d’ordre. Nous avons observé que I'augmentation de la
concentration en MgCl, entre 20 mM et 40 mM favorise la formation de multicouches. Nous I'avons
attribué a I'amplification du nombre de ponts électrostatiques entre les origamis d’ADN et la surface
de SiO; avec I'ajout d’ions Mg?*. Cependant, pour des concentrations supérieures a 40 mM, le taux de
de présence des multicouches a diminué. Cela est d(i au fait que I'interaction ADN-SiO; se fait aussi via
des liaisons hydrogéne. La formation de ces dernieres peut étre limitée par une trop forte
augmentation de la concentration en MgCl,. Ainsi, cela permet d’expliquer la baisse des multicouches
avec la hausse de la concentration en MgCl, au-dessus de 40 mM. Cependant, nous avons montré que
les paramétres d’ordre ont augmenté entre 20 mM et 100 mM en MgCl,. Cette observation a mis en
évidence que I’enrichissement de la solution en MgCl,a permis I'écrantage des charges des molécules
d’ADN et permis une meilleure interaction entre les origamis. Une légere décroissance a pu étre
observée entre 80 mM et 100 mM en MgCl,. Cela peut étre d{l & une trop forte présence d’ions Mg?*
provoquant une légére inversion de charge des molécules d’ADN et donc une légére amplification de
la répulsion. L’augmentation de la concentration en MgCl, a permis le passage d’un taux
d’assemblage faible a un taux d’assemblage élevé. Ces observations ont été validées par les résultats
obtenus en couplant la variation de la concentration en monomeéres et de la concentration en MgCl..
En effet, en présence de 2 nM pour chaque type de monomeére, le taux de présence le plus important
a été observée en présence de 40 mM en MgCl,. A 4 nM en monomeres, tous les échantillons ont
présenté des monocouches avec un faible taux de présence de multicouches. A 6 nM en monomeéres
seul le cas a 40 mM a présenté un tres fort taux de présence des multicouches. Cela nous oriente vers
le fait que la formation des monocouches est favorisée par rapport a celles des multicouches. De plus,
cela valide nos observations quant a la limitation de la formation des liaisons hydrogene entre I'’ADN
etle SiO; et la diminution des interactions attractives entre les deux surfaces aux fortes concentrations
en MgCl..
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IT1.3.1.2 Auto-assemblage assisté par substrat des réseaux 2D en
présence de MgCl: et de NaCl

Pour rappel, les ions Na* possédent la propriété de remplacer les cations Mg?* sur certains sites
de fixation a la surface du substrat de SiO,. Cela permet la baisse des interactions attractives entre le
substrat et les origamis d’ADN garantissant une plus forte diffusion des nanostructures et donc des
assemblages de meilleure qualité.

La méthode d’imagerie par AFM demande beaucoup de temps pour I'acquisition d’une image.
Dans cette partie, I'imagerie a été réalisée a I'aide du CD-SEM afin de permettre I’acquisition de
plusieurs images par échantillon et d’augmenter la statistique. Le taux de présence des monocouches
et des multicouches a été mesuré a l'aide du logiciel Image J. Les barres d’erreur dans ce cas seront
déterminées en calculant I’écart-type entre les différentes mesures.

Concernant I’analyse de I'ordre au sein des échantillons, nous avons montré que la méthode
de la PSD radiale peut étre utilisée avec ce type d’image. Dans ce cas, nous utilisons la PSD radiale
moyenne de plusieurs images pour un seul et méme échantillon avant de passer par I'étape de
décomposition. La Figure IlI-29 montre les résultats obtenus a partir des PSD radiales des échantillons
rincés avec différentes proportions volumiques en EtOH. Dans ce cas, ce sont les PSD radiales
moyennes des échantillons qui ont été tracées et décomposées. Nous observons que la longueur de
corrélation associé au pic 1 pour les images CD-SEM varie avec la méme tendance que celle des images
AFM avec I'augmentation de la proportion en EtOH. Tout comme pour les images AFM, la longueur de
corrélation associé au pic 2 ne varie quasiment pas. Enfin, les mémes tendances sont aussi observées
concernant la position des pics. Nous avons donc pu mettre en évidence que cette méthode de
caractérisation de I'ordre est aussi adaptée a I'utilisation d’image CD-SEM.

Dans le cas de I'analyse des centres, nous n’avons pas comparé les résultats obtenus pour les
deux types d’image. Dans les deux cas, nous sommes parvenus a détecter les centres des origamis. Les
barres d’erreur présentées seront aussi obtenues grace aux calculs des écart-types entre chaque

mesure.
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Figure 11I-29 : Comparaison de I’évolution des longueurs caractéristiques (A) et des longueurs de corrélation
(B) obtenues avec les images AFM et avec les images CD-SEM des échantillons rincés avec différentes
solutions de ringage. Les barres d’erreur correspondent aux écart-types déterminés lors de I’approximation.
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B3

% Influence du temps d’incubation lors de 1’étape d’auto-assemblage

Nous avons réalisé la premiére incubation en présence de 20 mM en MgCl, et de 256 mM en
NaCl ; des conditions proches de celles rencontrées dans la littérature. Ces conditions ont été choisies
afin de permettre la diffusion des réseaux sur la surface du substrat. L'incubation est réalisée a 25 °C
pendant 1 h, 2h, 5 het 24 h. Ensuite, une solution de 15 pl de 40 mM de MgCl, est ajoutée afin d’éviter
la désorption des origamis de la surface lors du ringage. Cette incubation dure 24 h toujours a 25 °C.
Les images CD-SEM des images obtenues sont présentées sur la Figure 111-30.
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Figure 111-30 : Images CD-SEM des réseaux en origamis d’ADN auto-assemblés en présence de 20 mM en
MgCl, et de 256 mM en NaCl a 25 °C pendant : A) 1 h, B) 2 h, C) 5 h et D) 24 h, et fixés avec 40 mM en MgCl,
pendant 24 h. E) Evolution du taux de présence des réseaux 2D en fonction du temps d’auto-assemblage. Les
barres d’erreur correspondent aux écart-types entre les différentes mesures.

A 1 h d’incubation, la Figure [1I-30 nous permet d’observer des réseaux 2D de I'ordre du
micrométre a la surface du substrat. Cependant, entre 2 h et 24 h d’incubation nous n’observons plus
ces réseaux. Nous attribuons cela a la réorganisation des réseaux a la surface du substrat. En effet, les
réseaux 2D présent a la surface du substrat a 1 h se sont formés dans le liquide surnageant avant de
se déposer sur la surface du substrat. Ensuite, ils se déstructurent et se réorganisent afin de recouvrir

toute la surface du substrat sous forme de réseaux plutét linéaires. Ces observations seront validées
lors de I'analyse de I'ordre.
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Nous avons mesuré le taux de présence des monocouches en fonction du temps d’assemblage

(voir Figure 111-30-E). Nous passons, de 27 £ 15 % a 55,6 + 4,0 % de taux de présences des monocouches.
Afin d’expliquer cela, il est nécessaire de quantifier les différents parametres d’ordre.
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Figure 111-31 : A) PSD radiales des échantillons formés apreés différents temps d’auto-assemblage. B) Evolution
des longueurs caractéristiques correspondantes. C) Evolution des longueurs de corrélations correspondantes.
Les barres d’erreur correspondent aux écart-types déterminés lors de I'approximation.

Dans la Figure IlI-31, nous observons que la longueur de corrélation du pic d’assemblagea 1 h
d’incubation est la plus élevée. Elle est de 321 + 49 nm. Cette valeur diminue a 139 £ 23 nm a 2 h et
remonte a 172 + 36 nm a 24 h. Malgré le taux de présence des monocouches trés bas a 1 h, nous
observons un ordre plus élevé. Cela signifie que des réseaux se sont formés dans la goutte avant de se
déposer sur la surface. La diminution de cette valeur a 2 h puis sa hausse jusqu’a 24 h, nous indique
gu’a la suite du dépot des réseaux sur la surface ces derniers se réorganisent par diffusion sur la
surface. Cette réorganisation nous permet d’expliquer les valeurs de taux de présence obtenues. En
effet, a 1 h d’incubation, des réseaux sont observés sur une faible partie de la surface. Cela s’explique
par le fait que les origamis sont en majorité sous forme de petites structures ou de monomeres. Ainsi,
lors du ringage, seuls les réseaux trés organisés restent sur la surface. Avec la hausse du temps
d’incubation, la surface est de plus en plus couverte par les origamis d’ADN mais avec une diminution
de la taille des réseaux (d’ou la diminution de la longueur de corrélation).
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La méthode de détection des centres (Figure 111-32) nous a permis d’étudier la morphologie
des structures de facon plus précise. En effet, le taux d’organisation le plus élevé se situe a 1 h
d’incubation avec une valeur de 60,1 * 2,8 %. Nous observons une diminution a 2 h avec une valeur de
25,4 + 3,2 % et une augmentation a 43,5+ 1,4 % a 24 h. Dans le cas du taux de carrés, a 1 h, la valeur
estde 9,1+2,8%.Elleestnullealhet2hetde0,4+0,4% a24 h. Cela signifie que pour des temps
supérieurs ou égaux a 2 h, les réseaux observés sont en majorités linéaires.
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Figure 111-32 : Evolution des parameétres d’ordre en fonction du temps de I'étape d’auto-assemblage. A) Le
taux d’organisation. B) Le taux de carrés. C) La connectivité moyenne. Les barres d’erreur correspondent aux
écart-types entre les différentes mesures.

«» Influence de la variation de la concentration en MgCl, lors de I’étape de fixation

En 2021, Shuo Yang et al. ™>° ont montré que I'étape de fixation est essentielle quant a
I'intégrité des nanostructures observées sur la surface. Les auteurs ont étudié le transfert, dans un
milieu sec, de réseaux 1D en origamis d’ADN préalablement formés sur des surfaces de mica via des
interactions par empilement rt-rt. Pour ce faire, a la suite de la formation des réseaux 2D, des solutions
tampons, contenant entre 5 mM et 40 mM de MgCl,, ont été ajoutées afin de permettre la fixation des
réseaux sur le substrat avant une étape de rincage a I'eau ultrapure. Il a été observé que plus la
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concentration en MgCl, diminue et plus I'étape de rincage entraine la dépolymérisation des réseaux
et la désorption des origamis de la surface du substrat.

Dans notre cas, |'étape de fixation permet d’augmenter la concentration en MgCl, tout en
diminuant celle en NaCl. Nous nous sommes aussi intéressés a I'influence de la concentration en MgCl,
dans la solution de fixation sur la deuxiéme étape d’incubation. La premiére incubation a été faite en
présence de 20 mM en MgCl, et de 256 mM en NaCl durant 24 h a 25 °C. La seconde étape d’incubation
a été faite durant 1 h a 25 °C avec des solutions de fixation composées de 20 mM, 40 mM, 60 mM, 80
mM, 160 mM et 320 mM en MgCl,. Les images CD-SEM sont présentées sur la Figure I11-33.
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Figure 111-33 : Images CD-SEM des réseaux en origamis d’ADN auto-assemblés en présence de 20 mM en
MgCl, et de 256 mM en NaCl durant 24 h a 25°C pendant 24 h et fixés en présence de : A) 20 mM, B) 40 mM,
C) 60 mM, D) 80 mM, E) 160 mM et F) 320 mM de MgCl,. Evolution du taux de présence des monocouches (G)
et des multicouches (H) en fonction de la concentration en MgCl; de I’étape de fixation.
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La mesure du taux de présence des monocouches (Figure 111-33) nous montre que I'adsorption
des structures sur la surface du substrat augmente entre 20 mM et 80 mM en MgCl,. Cependant, ce
pourcentage diminue entre 80 mM et 320 mM. Cela peut étre attribué au fait qu’a 160 mM et 320 mM
en MgCl, nous favorisons un écrantage des charges des molécules d’ADN et de celle de la surface du
SiO; entrainant ainsi des effets de répulsions entre les deux objets. Cet écrantage de charges peut étre
couplé a la limitation de la formation des liaisons hydrogéne entre le SiO; et les nanostructures d’ADN
génant I'établissement des interactions attractives.
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Figure 111-34 : A) Evolution des PSD radiales des échantillons en fonction de la concentration en MgCl, de
I'étape de fixation. B) Evolution des longueurs caractéristiques correspondantes. C) Evolution des longueurs
de corrélation correspondantes.

En complément des taux de présence, nous observons, sur la Figure 111-34, que la longueur de
corrélation associé au pic d’assemblage augmente avec la concentration en MgCl,. Elle est stable entre
20 mM et 60 mM en MgCl, avec une valeur d’environ 130 nm dans les deux cas. Cette valeur hausse
entre environ 150 nm et 167 nm en présence de 80 mM en MgCl, et 160 mM en MgCl,. Une forte
augmentation est observée a 320 mM en MgCl, avec une valeur de 405 + 40 nm. Ces valeurs
permettent de mettre en évidence I'amélioration de I'ordre avec I'augmentation de la concentration
en Mg?*. Cela est di aux plus fortes interactions entre les origamis d’ADN du fait de I’écrantage de leur
charge négative. La structure des réseaux 2D est donc plus stable.
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Dans le cas de la méthode de détection de centres (voir la Figure 111-35), les valeurs obtenues
nous permettent de valider les observations précédentes. En effet, dans un premier temps, le taux
d’organisation augmente de fagon linéaire entre 20 mM et 80 mM en MgCl; en passant de 0 % a 32,4
+ 1,1 %. Sa valeur passe ensuite a 52,1 £ 5,9 % a 160 mM et a 66 + 12 % en présence de 320 mM de
MgCl,. Concernant le taux de carrés, il est quasiment nul entre 20 mM et 80 mM en MgCl, avant
d’augmenter et d’atteindre une valeur de 8,4 + 3,5 % avec 320 mM en MgCl,.
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Figure 111-35 : Evolution des paramétres d’ordre en fonction de la concentration en MgCl; de I'étape de
fixation. A) Le taux d’organisation. B) Le taux de carrés. C) La connectivité moyenne.

Au final, nous avons décidé de nous placer a 80 mM en MgCl, car a c’est a cette condition que
nous obtenons le meilleur taux de présence des monocouches.

Nous avons fait une analyse d’AFM liquide afin de vérifier la morphologie des nanostructures
en milieu liquide et sans étape de ringage. Pour ce faire, nous avons réalisé I'étape d’auto-assemblage
en présence de 20 mM et de 256 mM de NaCl pendant 24 h a température ambiante. L’étape de
fixation a été réalisée avec I'ajout d’une solution de 80 mM de MgCl,. Une image AFM de I’échantillon
et I'histogramme des hauteurs associée peuvent étre retrouvés sur la Figure Il1-36. La décomposition
nous a permis de remonter a une valeur de taux de présence des monocouches de 94,8 + 0,8 % avec
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une hauteur de motifs de 7,1 + 0,1 nm. Nous pouvons remarquer que |I’épaisseur obtenue ici est
supérieure a celle observée a sec. Ce point sera discuté plus loin dans cette partie.
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Figure 111-36 : A) Image AFM en milieu liquide de réseaux 2D auto-assemblés par substrat en présence de 20
mM de MgCl, et de 256 mM de NaCl pendant 24 h et fixés a I'aide d’une solution de 80 mM de MgCl,
pendant 1 h. B) Histogrammes des hauteurs correspondants.

En tracant la PSD de plusieurs images de cet échantillon, nous avons mis en évidence que
I’étape de ringage entraine la dépolymérisation des réseaux 2D et la désorption des origamis de la
surface. Le Tableau lll-4 recense les différentes valeurs de parametres issues de la méthode de
décomposition des PSD radiales.

Longueur Longueur de corrélation
caractéristique (nm) (nm)
Pic 1 : Assemblage 48,4+ 0,3 28552
Pic 2 : Monomeére 39,5+0,4 95,2+3,4

Tableau IlI-4 : Tableau récapitulatif des paramétres d’ordre obtenus avec la méthode la PSD suite a I'analyse
d’AFM liquide.

La valeur de la longueur de corrélation associé au pic d’assemblage montre qu’il y a de
I’assemblage sur la surface malgré I'ajout de NaCl dans la solution. Cette observation est de plus

complétée par la méthode de détection des centres. Les valeurs mesurées sont présentées dans le
Tableau IlI-5.
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Taux d’organisation (%) Taux de carrés (%) Connectivité moyenne

74,8+1,2 4,9+0,5 2,2+0,1

Tableau IlI-5 : Tableau récapitulatif des paramétres d’ordre obtenus avec la méthode de détection des
centres suite a I'analyse d’AFM liquide.

Un volume de 200 pl de solution composée de 4 nM de monomeéres 2Da et de 40 mM de MgCl,
a été déposé sur la surface d’un substrat de SiO,. L’échantillon a ensuite été mis en incubation pendant
1 h a température ambiante. La Figure 11I-37 montre une image AFM de I'échantillon obtenue ainsi que
le tracé des hauteurs suivant la coupe d’'un monomeére. Ainsi, nous avons obtenus une épaisseur de
motif de 8,5 £ 0,9 nm (N = 39) et une dimension critique de 12,9 + 2,4 nm (N = 39). Il est intéressant
de noter, méme si les techniques de mesures sont différentes, que I'épaisseur des monomeres
obtenue en phase liquide est plus élevée que celle a sec. Des observations similaires ont été rapportées
par Sonderskov et al. [1*¢], Dans cette étude, ils ont pu mettre en évidence les différences de structure
d’origamis planaires triangulaires dans des conditions humides et dans des conditions a sec. Ainsi, ils
ont montré qu’a sec, I'épaisseur des origamis a diminué de moitié par rapport au cas en solution. lls
ont aussi montré que les dimensions critiques des bords de la structure ont augmenté. Cette
diminution de I'épaisseur a été accompagnée d’une légere augmentation des dimensions critiques des
bords de la structure d’ADN. Ces observations vont donc dans le sens d’un affaissement de la structure
d’ADN sur elle-méme a sec. Ces modifications de morphologies ont été attribuées a la déshydration
des molécules d’ADN avec le passage a I'état a sec.
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Figure 111-37 : Image AFM en milieu liquide d’origamis d’ADN déposés sur du SiO; en présence de 40 mM de
MgCl, B) Distribution des hauteurs retrouvées sur un origami a 'aide de la coupe en section.
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% Influence de la variation de la concentration en MgCl, lors de I’étape d’auto-
assemblage

Dans cette partie nous nous sommes intéressés a I'influence de la variation de la concentration
en MgCl; sur I'auto-assemblage. Contrairement aux précédentes conditions. La concentration en NaCl
a été largement abaissée afin de permettre une réduction des forces répulsives et d’éviter la
dissociation des réseaux formés lors du ringage. Ainsi, I'étape d’auto-assemblage a été réalisée en
présence de 35 mM en NaCl avec une concentration en MgCl, de 40 mM, 60 mM, 80 mM ou 100 mM.
Les images CD-SEM sont présentées sur la Figure [11-38.
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Figure 111-38 : Images CD-SEM des réseaux 2D formés en présence de 35 mM de NaCl et de différentes
concentrations de MgCl, : A) 40 mM, B) 60 mM, C) 80 mM, D) 100 mM. Evolution du taux de présence des
monocouches (F) et des multicouches (G) en fonction de la concentration en MgCl, de I'étape d’auto-
assemblage.

Nous observons sur la Figure 111-38 que |'élévation du taux présence des monocouches avec
I’augmentation de la concentration en MgCl,. En présence de 40 mM en MgCl,, elle est de 13,8 + 3,5
% et passe a 57,7 1,7 % a 60 mM en MgCl,. Un phénoméne de saturation commence a partir de cette
concentration et nous aboutissons a un taux de présence de de 68,7 + 2,6 % avec 100 mM en MgCl..
Cette saturation s’accompagne d’une hausse du taux de présence des multicouches avec une valeur
nulle a 40 mM et de 3,0 £ 1,7 % a 100 mM en MgCl,. En enrichissant la solution de dépot ions
magnésium, nous avons permis I'amplification des interactions attractives entre la surface d’oxyde et

147



Chapitre Ill- Application des origamis d’ADN au monde de la nanostructuration de surface

I’ADN. Cela a permis une meilleure accroche des origamis sur la surface lors de I'étape de rincage.
Cependant, cela s’accompagne d’une amplification du taux de multicouches.
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Figure 111-39 : A) PSD radiales des échantillons préparés en présence de 35 mM de NaCl et de différentes
concentrations en MgCl, lors de I'étape d’auto-assemblage. B) Evolution des longueurs caractéristiques
correspondantes. C) Evolution des longueurs de corrélation correspondantes.

Nous nous sommes intéressés a l'influence de la variation de la concentration en MgCl; sur la
valeur de la longueur de corrélation associé au pic d’assemblage (Figure 111-39). Nous remarquons que
cette derniere augmente avec cette concentration. La valeur est de 122 + 69 nm a 40 mM en MgCl..
Entre 60 mM et 100 mM, ce paramétre d’ordre atteint une valeur comprise entre 325 et 338 nm
caractéristique d’un taux d’assemblage élevé. Cela signifie que I'amplification de la concentration en
MgCl; a permis 'augmentation de I'ordre présent mais aussi une meilleure attraction avec la surface.
Ce dernier point permettant de modérer la dépolymérisation des réseaux et la désorption des origamis
de la surface.

Nous avons validé ces observations avec la méthode de détection des centres (Figure 111-40).
Le taux d’organisation est faible a 40 mM en MgCl,. En effet, sa valeur est de 21,9+ 2,6 % a 40 mM en
MgCl,. Ce taux d’organisation augmente au-dessus de 69 % pour des concentrations comprises entre
60 mM et 100 mM en MgCl,. Le taux maximum (76,2 + 1,6 %) se situe a 80 mM en MgCl,. Concernant
le taux de carrés, il croit aussi avec la concentration en MgCl; avec une valeur supérieure a 6 % a partir
de 80 mM en MgCl..
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A Evolution du taux d'organisation
100

& 80 .

5 A -
= 60

@ /

c 7

1]

a0 40

o s

o ’,’

5 20 H

K]

20 40 60 80 100 120
[MgCl;] (mM)

Evolution du taux de carrés

o)
@)

Evolution de la connectivité moyenne

w

N
[%.]

Taux de carrés (%)
s
Connectivité moyenne (u.a.)
o =
‘Lﬂ - Iﬂ )
.
o

[=]

20 40 60 80 100 120 20 40

60 80 100 120
[MgCl;] (mM)

[MgCl,] (mM)

Figure 111-40 : Evolution des paramétres d’ordre en fonction de la concentration en MgCl; de I’étape d’auto-
assemblage et de 35 mM de NaCl. A) Le taux d’organisation. B) Le taux de carrés. C) La connectivité
moyenne.

5

% Influence de la variation de la concentration en NaCl lors de 1'étape d’auto-
assemblage

Dans cette partie, nous avons étudié l'influence de la concentration en MgCl, sur I'auto-
assemblage assisté par substrat des réseaux 2D. En contrdolant la concentration en NaCl, I'objectif est
de permettre une bonne mobilité de surface afin de permettre la formation de large réseaux 2D en
évitant la formation des multicouches. De plus, il faut bien prendre en compte la fait qu’une faible

énergie attraction entre I’ADN et le substrat entrainera la dépolymérisation et la désorption de
origamis de la surface.

Les conditions initiales de la purification des origamis ont été modifiées. Les résultats obtenus
dans cette partie ne sont donc pas directement comparables avec ceux obtenues précédemment. Ici
la concentration en MgCl, a été gardée constante a une valeur de 74 mM et la concentration en NaCl
a été variée entre 0 mM et 60 mM avec un incrément de 10 mM. Concernant la concentration en
MgCl,, une valeur de 80 mM était visée, cependant du fait du changement des conditions initiales de

la purification, sa valeur a été finalement estimée a environ 74 mM. Les images CD-SEM des
échantillons sont présentées sur la Figure 111-41.
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Figure 11I-41 : Images CD-SEM des réseaux 2D formés en présence de 74 mM de MgCl, et de différentes
concentrations de NaCl : A) 0 mM, B) 10 mM, C) 20 mM, D) 30 mM, E) 40 mM, F) 50 mM, G) 60 mM. Evolution
du taux de présence des monocouches (H) et des multicouches (1) en fonction de la concentration en MgCl, de

I'étape d’auto-assemblage.

Nous observons sur la Figure IlI-41 la baisse du taux de présence des monocouches avec
I’élévation de la concentration en NaCl. Cette augmentation s’accompagne de la décroissance du taux
de présence des multicouches. A partir de 30 mM en NaCl, cette valeur est inférieure a 2 %. Cela
montre qu’en augmentant la concentration en ion sodium, nous avons favorisé |'établissement des

interactions répulsives entre les nanostructures et la surface du substrat. Cela entraine une plus forte
désorption des origamis de la surface lors du ringage.

Au-dela des variations de taux de présence des monocouches, les résultats les plus
intéressants concernent l'influence de la variation de la concentration en NaCl sur les différents
parametres d’ordre. Le tracé des PSD et la méthode de décomposition (Figure I1-42) nous ont permis
d’observer qu’entre 0 mM et 30 mM en NacCl, la longueur de corrélation associée au pic d’assemblage
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augmente légerement. Elle passe de 330 + 40 nm a 340 * 49 nm pour 0 mM et 40 mM de NaCl
respectivement. A 50 mM en NaCl, une forte diminution de longueur de corrélation est observée avec
une valeur de 183 £ 22 nm. Le cas a 60 mM en MgCl, possede une valeur plus élevée (270 + 49 nm)
que celle a 50 mM. Ces résultats permettent de mettre en évidence le role du NaCl sur la qualité des
assemblages. En effet, malgré la désorption lors du ringcage, nous avons pu obtenir des longueurs de
corrélation élevées. Cela traduit I'existence d’ordre important a ces conditions. De plus les valeurs plus
élevées obtenues a 30 mM et 40 mM permettent de dire qu’il y a eu un meilleur assemblage en amont
du fait d’une meilleure mobilité des origamis lors de I'étape d’assemblage sur substrat. Globalement,
entre 0 mM et 40 mM en NaCl, le taux d’assemblage peut étre considéré comme élevé et entre 50 mM
et 60 mM, il peut étre considéré comme intermédiaire.
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Figure 111-42 : PSD radiales des échantillons préparés en présence de 74 mM de MgCl; et de différentes
concentrations en NaCl lors de I’étape d’auto-assemblage. B) Evolution des longueurs caractéristiques
correspondantes. C) Evolution des longueurs de corrélation correspondantes.

Grace a la détection des centres (Figure 111-43), nous avons pu mettre en valeur les meilleurs
parametres d’ordre obtenus a 30 mM et 40 mM en NaCl. En effet, le taux d’organisation est le plus
élevé a ces conditions en sels avec des valeurs supérieures a 85 %. Ce taux évolue entre 70 et 77 %
pour des concentrations en MgCl, comprises entre 0 mM et 20 mM en NaCl. Les valeurs les plus faibles
ont été obtenues a 50 mM et 60 mM en NaCl. Concernant le taux de carrés, les valeurs les plus hautes
sonta 30 mM et 40 mM et sont supérieures a 10 %. Les autres conditions en NaCl ont des valeurs entre
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3 et 7%. Cela permet de dire qu’aux faibles concentrations en NaCl (inférieures a 30 mM), les
interactions attractives sont trés élevées et limite le réarrangement des origamis sur la surface. Pour
les concentrations supérieures a 30 mM, I'augmentation des interactions répulsives permet
I’augmentation de la diffusion de surface et donc de meilleurs assemblages. Cependant, Pour des

concentrations supérieures a 40 mM, la désorption lors du rincage est plus forte provoquant une
importante désorption des structures de la surface.
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Figure 111-43 : Evolution des paramétres d’ordre en fonction de la concentration en NaCl de I'étape d’auto-
assemblage et en présence de 74 mM de MgCl,. A) Le taux d’organisation. B) Le taux de carrés. C) La
connectivité moyenne (C)

% Synthése

Dans cette partie, mon objectif était de mettre en place un protocole permettant I'utilisation
simultanée de MgCl; et de NaCl pour I'auto-assemblage sur surface des réseaux 2D en origamis. Ainsi,
nous avons pu mettre en évidence l'influence de différents parametres sur les pourcentages de

présence (monocouches et multicouches) et sur I'ordre observé sur la surface. Les différents
parametres étudiés sont :

e Letemps de I'étape d’auto-assemblage,
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e La concentration en MgCl, de I'étape de fixation,
e La concentration en MgCl, de I'étape d’auto-assemblage,
e La concentration en NaCl de I'étape d’auto-assemblage.

Dans le cas du temps de I'étape d’auto-assemblage, les analyses ont permis de mettre en
évidence la modification de la morphologie des réseaux 2D a la surface du substrat. En effet, nous
avons observé que le taux de présence associé aux monocouches a augmenté avec la hausse du temps
d’incubation entre 1 h (27 + 15 %) et 24 h (56 + 4 %). Cette élévation est accompagnée d’une
modification des différents paramétres d’ordre obtenus avec la méthode de la PSD radiale et avec la
méthode de la détection des centres. Concernant la longueur de corrélation associée au pic 1, sa valeur
est au maximum a 321 + 49 nm. Ensuite sa valeur diminue entre 2 h et 24 h avec des valeurs situées
entre 138 nm et 173 nm. Cela démontre dans un premier temps que lors de I'assemblage, des réseaux
2D se forment dans la goutte avant de se déposer aléatoirement sur la surface. Puis, I'accroissement
du temps d’incubation permet une réorganisation des réseaux sur la surface. Néanmoins, nous
supposons qu’une forte proportion de monomere est toujours présente pour les faibles temps
d’assemblage. Le ringage entraine la désorption préférentielle des monomeéres de la surface expliquant
le faible recouvrement de surfaceal het 2 het5 h d’incubation. A 24 h d’incubation le recouvrement
est plus élevé du fait d’'une forte présence de réseaux assemblés sur la surface. Ces observations ont,
bien entendu, pu étre validées par la méthode de détection des centres. En effet, le taux d’organisation
a une valeur maximale a 1 h d’incubation (60,1 + 2,8 %), diminue a 2 h d’incubation (25,4 + 3,2 %), et
réaugmente jusqu’a 24 h (43,5 + 1,4 %). Cette tendance peut aussi étre observée pour la connectivité
moyenne. Un autre fait intéressant concerne le taux de carrés qui estde 9,1+ 2,8 % a 1 h et quasiment
nul ensuite. Cela montre qu’a 1 h d’incubation une forte proportion de réseaux est présent sur la
surface, ce qui n’est pas le cas pour les autres temps d’incubation. Ces résultats font ainsi ressortir la
réorganisation des réseaux sur la surface.

Le temps de d’incubation de I'étape de fixation avait été fixé a 24 h. Afin de minimiser ce temps
a 1 h, j’ai fait varier la concentration en MgCl; de la solution tampon de fixation entre 20 mM et 320
mM. Dans un premier temps, nous avons pu observer que le taux de présence des monocouches était
maximum en présence de 80 mM en MgCl, (44,2 + 1,2 %). Entre 20 mM et 80 mM, I"augmentation de
la concentration en MgCl; a favorisé le remplacement de certains ions Na* a la surface du SiO,. Cela a
entrainé une amplification des forces attractives électrostatiques entre la surface et le substrat et donc
une meilleure accroche **%, Cependant, entre 80 mM et 320 mM, la formation des liaisons hydrogéne
entre I’ADN et le SiO; a été défavorisée entrainant un abaissement des forces attractives malgré la
hausse de la concentration en MgCl,. Cependant, en nous intéressant aux valeurs des différents
parametres d’ordre, nous avons pu montrer qu’avec I’élévation de la concentration en MgCl; nous
augmentions leurs valeurs. Cela nous a informé du fait que nous favorisions les interactions ADN-ADN
et le maintien de certains réseaux sur la surface.

Malgré les effets observés, les conditions en sels utilisées pour I'étape d’auto-assemblage
n’ont pas permis une bonne fixation des réseaux 2D sur la surface lors du rincage. Afin d’y remédier,
nous avons choisi de diminuer la concentration en chlorure de sodium lors de I'auto-assemblage Ainsi
pour une concentration fixe en NaCl de 35 mM et pour des concentrations en MgCl, (entre 40 mM et
100 mM), la morphologie des structures observées était différente des précédentes. Nous avons pu
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remarquer que pour une concentration croissante de la concentration en MgCl, nous avons dans un
premier temps augmenté le taux de présence des monocouches et aussi celui en multicouches. En
paralléle, cela a aussi eu une influence sur les valeurs des parameétres d’ordre mesurées. En effet,
concernant la longueur de corrélation associée au pic d‘assemblage, cette derniére a augmenté avec
I’augmentation de la concentration en MgCl, en passant de 122 + 69 nm (40 mM en MgCl) a 337 £ 47
nm (60 mM en MgCl,). Cette derniére reste assez stable entre 60 mM et 100 mM en MgCl,. Avec la
méthode de détection des centres, nous avons pu mettre en évidence que le pourcentage
d’organisation a augmenté entre 40 mM et 60 mM puis est resté quasiment stable entre 60 mM et
100 mM en MgCl,. La méme observation a pu étre faite pour la valeur de la connectivité moyenne.
Dans le cas du taux de carrés, il a cri entre 40 mM et 80 mM puis sa valeur a stagné entre 80 mM et
100 mM en MgCl,. Cela valide le fait que la hausse de la concentration en MgCl; a permis d’augmenter
les interactions ADN-ADN permettant de favoriser la formation des réseaux 2D et leur stabilisation sur
la surface lors de I'étape de ringage.

Notre derniere expérience a été de mettre en évidence I'influence de la concentration en NaCl,
sur le taux de présence des monocouches et des multicouches ainsi que sur les parametres d’ordre.
Nous avons observé que le taux de présence des monocouches a progressivement diminué entre O
mM et 40 mM en NaCl avant une baisse drastique a 50 mM. En paralléle, nous avons aussi observé
une diminution du taux de multicouches avec I'augmentation de la concentration en NaCl. Elle a
entrainé une décroissance des interactions répulsives entre I’ADN et la surface du SiO; limitant la
formation des multicouches. Cependant, cela a aussi entrainé la désorption des origamis de la surface
lors du ringage. L'augmentation des forces répulsives a autorisé I'observation d’'une meilleure
organisation de surface. En effet, la longueur de corrélation est restée stable méme entre 0 mM et 40
mM, méme avec la désorption de la surface. Cela a montré que, malgré la désorption, les réseaux ne
se sont pas beaucoup désassemblés. Cela n’a pas été le cas pour une trop grande concentration en
NaCl (a partir de 50 mM en NaCl). La méthode de détection des centres nous a permis de mettre en
évidence une zone de concentration en NaCl (entre 30 mM et 40 mM en NaCl). En effet, dans le cas du
taux d’organisation, la valeur est supérieure a 80 % a 30 mM et 40 mM en NaCl, ce qui n’est pas le cas
pour les autres conditions. Entre 0 mM et 20 mM, les valeurs sont comprises entre 70 % et 77 %. Cela
a accentué la meilleure qualité d’assemblage a 30 mM et 40 mM. Ces réseaux 2D n’ont pas pu étre
entierement observé a 50 mM et 60 mM du fait de la désorption de surface. Les mémes tendances ont
pu étre mises en évidence avec le taux de carrés faisant ressortir une forte proportion de réseaux 2D
pour toutes les conditions.
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[II.4 Conclusion du chapitre

Ce chapitre a permis de montrer la mise en place d’un protocole d’auto-assemblage assisté
par substrat de SiO; de réseaux 2D. Ce protocole a été adaptée suivant deux cas :

e |’'auto-assemblage en présence de MgCl,,
e |’'auto-assemblage en présence de MgCl; et de NaCl.

Afin de pouvoir caractériser et analyser les différentes images obtenues au CD-SEM et a I’'AFM
nous avons développé et exploité plusieurs méthodes de traitement d’images :

e Une méthode basée sur les histogrammes des hauteurs images AFM,

e Une méthode de quantification de I'ordre via le calcul des PSD radiales des images AFM ou CD-
SEM et la décomposition des courbes obtenues,

e Uneautre méthode de quantification de I’ordre basée sur la détection des centres des origamis
déposés sur la surface.

III.4.1 L’auto-assemblage assisté par substrat en présence de
MgCl,

Dans le cas du systeme avec seulement du MgCl,, notre objectif a été de mettre en évidence
le role de différents paramétres (composition de la solution de ringage eau-EtOH, concentration en
Mg?*, concentration en monoméres) sur le recouvrement de surface et sur I’ordre observé.

Concernant la composition de la solution de ringage, comme attendu, nous avons observé que
la diminution de la proportion volumique en EtOH entrainait la dépolymérisation des réseaux de la
surface mais aussi leur désorption de la surface du substrat. Cela s’est illustré par une baisse du taux
de présence des monocouches entre xeon = 1 et xeon = 0,1 avec des valeurs de 95,2 £+ 2,0 % et de 3,1
0,1 % respectivement. La dépolymérisation a, elle, été mise en avant avec la diminution de la longueur
de corrélation associé au pic 1 (lié a 'assemblage des réseaux 2D) mais aussi avec la baisse de la
longueur caractéristique associée aussi au pic 1 avec une valeur passant de 48,6 £+ 0,5 nm a 43,7+ 0,6
nm. Ces observations ont pu étre faites de facon plus précise a I'aide la méthode de détection des
centres. Nous avons pu donc mettre en évidence la baisse du taux d’organisation et de la connectivité
moyenne entre Xeon = 1 et xeon = 0,1. L'évolution du taux de carrés nous a permis d’observer que la
dépolymérisation et la désorption des origamis de la surface pouvait étre deux phénomenes en
compétition. En effet, nous avons observé une diminution entre Xgon = 1 et xeon = 0,8. Cependant, ce
parametre augmente a xgon = 0,7 et baisse de nouveau entre xeon = 0,7 et Xeron = 0,1. Ainsi, pour des
proportions en EtOH supérieures a 0,7, le phénoméne de dépolymérisation des réseaux est présent
mais la désorption des origamis de la surface est faible. Cette désorption commence a étre plus
importante a xeon = 0,7 car moins d’origamis sont présent sur la surface du substrat. Entre Xgon = 0,7
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et xeon = 0,1, la désorption devient de plus en plus importante ce qui explique le fait que le taux de
carrés soit quasiment nul.

Dans un deuxieme temps, nous avons mis en évidence le role de la concentration en cations
Mg?* sur I"auto-assemblage pour des concentrations comprises entre 20 mM et 100 mM. Ainsi nous
avons observé que pour des concentrations situées entre 20 mM et 40 mM en MgCl, le taux de
présence des monocouches d’ADN mais aussi celui des multicouches ont augmenté. Nous avons
attribué cela une augmentation des ponts électrostatiques entre les origamis et la surface du substrat.
Ainsi nous avons conclu que dans cette gamme de concentrations, les origamis ont formé des
monocouches qui ont ensuite été recouvertes de multicouches. Ces dernieres se formant
préférentiellement pour une concentration en MgCl, de 40 mM. Cependant, le taux de présence des
multicouches a diminué entre 40 mM et 100 mM en MgCl,. Cela est d{ au fait que I'interaction ADN-
surface se fait aussi via des liaisons H entre I’ADN et les groupements silanol de la surface. Cette
interaction diminue avec la hausse de la concentration en MgCl, entrainant une baisse des interactions
attractives.

Outre l'interaction ADN-surface, nous avons mis en évidence |'effet de la concentration en
MgCl; sur I'ordre au sein des réseaux 2D déposés sur la surface. En effet, la longueur de corrélation
associé au pic 1 a augmenté avec I'élévation de la concentration en MgCl,. La valeur de ce parametre
est passé de 150 + 19 nm pour 20 mM en MgCl, a 384 + 75 nm pour 100 mM en MgCl,. Avec la méthode
de détection des centres, nous avons pu mettre en évidence le fait que I’ordre la plus élevé se trouvait
a 80 mM en MgCl,. En effet, tous les parameétres d’ordre ont atteint leur valeur maximale a cette
concentration. Pour nous, cela est di a I'inversion de charge qu’il peut avoir lieu sur la molécule d’ADN
lorsque que I'on augmente la concentration en MgCl,. Cela induit une augmentation de la répulsion
entre les origamis d’ADN pouvant limiter leur association. Ces observations ont été validées en
modifiant la concentration de chaque type de monomere (2 nM, 3 nM et 6 nM) en présence de 40
mM, 80 mM ou 100 mM en MgCl,.

II1.4.2 L’auto-assemblage assisté par substrat en présence de
MgClz et de NaCl

Afin de permettre une meilleure diffusion de surface, nous avons ajouté a la solution
d’assemblage des cations Na*. Ces derniers ont la particularité de remplacer les cations divalents sur
certains sites de fixation a la surface de I’oxyde.

Du fait de la diminution des énergies attractives avec I'ajout du NaCl, nous avons d{ ajouter
une étape de « re-fixation » avec I’ajout d’une solution de MgCl, afin de garantir I'intégrité des réseaux
a la surface du substrat lors du ringage.

Dans un premier temps, nous avons observé que le taux de présence des monocouches a
augmenté avec le temps d’incubation de I'étape d’auto-assemblage. Passant d’une valeur de 27 + 15
% a1haunevaleurde 56 +4 % a 24 h. En liant ces résultats aux différents parametres d’ordre, nous
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avons remarqué que, malgré un plus faible recouvrement de surface, I'ordre le plus élevé était observé
a 1 h d’incubation. Leur valeur diminue a 2 h avant de ré-augmenter jusqu’a 24 h. Cette tendance a
été observée dans le cas du taux de présence des monocouches. Nous avons attribué cela au fait que
lors de I'assemblage, des réseaux se forment au préalable dans la goutte avant d’interagir avec la
surface. Une réorganisation de ses réseaux a lieu. Cependant, I'étape de rincage, qui désorbe en
priorité les monomeres, entraine un faible recouvrement de surface aux faibles temps d’incubation.

Afin de faciliter la réalisation des expériences, nous avons décidé de réduire le temps
d’incubation pour I'étape de fixation de 24 h a 1 h. Dans ce sens, il nous a fallu trouver la meilleure
concentration en MgCl, afin de permettre de garder I'intégrité des réseaux formés sur la surface. Pour
des concentrations comprises entre 20 mM et 320 mM en MgCl,. Nous avons observé une
augmentation du taux de présence des monocouches entre 20 mM et 80 mM puis une diminution des
valeurs de ce paramétre jusqu’a 320 mM. Comme dans le cas avec le MgCl,, la hausse de la
concentration en MgCl; a limité la formation des liaisons H entre les origamis et les surface du SiO,.
Cela a donc entrainé une baisse des interactions attractives entre I’ADN et la surface. Concernant les
parametres d’ordre, ces derniers ont progressé entre 20 mM et 320 mM. Ainsi, en intensifiant la
concentration en MgCl, nous avons favorisé les interactions ADN-ADN, expliquant les tendances
observées.

La suite des travaux de ce chapitre s’est tournée sur |’étude de la variation de la concentration
en MgCl; de
entre 40 mM et 100 mM. Dans ce cas, nous avons observé que le taux de présence des monocouches

'étape d’auto-assemblage. Nous avons réalisé cela pour des concentrations comprises

a augmenté avec la hausse de la concentration entre 40 mM et 60 mM. Ce paramétre a ensuite été
légérement amplifié entre 40 mM et 60 mM en MgCl,. En paralléle, le taux de présence des
multicouches a augmenté de fagcon continue dans cette gamme de concentrations. Concernant les
parametres d’ordre, les valeurs les plus élevées ont été obtenues entre 60 mM et 100 mM en MgCl.,.
Cependant, aucune différence notoire n’a pu étre mise en exergue malgré I'apparition des
multicouches. Cela s’expliquant par la hausse des énergies attractives limitant les effets de diffusion
et la réorganisation de surface.

Dans I'optique de moduler la diffusion de surface, nous avons fait varier la concentration en
NaCl lors de I'étape d’auto-assemblage entre 0 mM et 60 mM en présence d’une concentration fixe de
MgCl; (74 mM). Lors de cette expérience, nous avons montré que le taux de présence de monocouches
a diminué légerement entre 0 mM et 40 mM avant une baisse drastique a partir de cette derniére.
Dans le méme temps, le taux de présence de multicouches a suivi la méme tendance. Concernant
I’ordre au sein de ces réseaux, la valeur de la longueur de corrélation associé au pic d’assemblage est
resté stable entre 0 mM et 40 mM et a diminué entre 40 mM et 60 mM. Cependant, c’est avec la
méthode de détections des centres que nous avons pu détecter une gamme de concentration
permettant une tres forte organisation. En effet entre 30 mM et 40 mM en NaCl, le taux d’organisation
était supérieur a 80 %. Cela s’est aussi retrouvé dans le cas du taux de carrés avec des valeurs
supérieures a 10 % dans cette gamme de concentrations.
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Chapitre I'V- Conclusion générale et
perspectives

158



Conclusion générale et perspectives

IV.1 Conclusion générale

L’objectif de cette thése a été de proposer des origamis d’ADN pouvant étre utilisés dans deux
domaines d’applications pré-déterminés :

1. La préparation d’échantillons de cryo-TEM afin de permettre I’analyse structurale de
supra-assemblages biologiques.

2. Laréalisation de réseaux 2D de qubits sur silicium destinés a la fabrication d’ordinateurs
quantiques.

R/

** La préparation d’échantillons de cryo-TEM :

Dans la premiere partie du chapitre Il, nous avons mis en place un origami en forme de prisme
triangulaire pouvant former des filaments par appariement de base. Nous avons établi les parameétres
de synthese des origamis monomeres avant leur purification et la caractérisation au TEM. Ensuite,
nous avons comparée deux méthodes de polymérisation afin de permettre la formation des
microfilaments. Dans le premier cas, la polymérisation dite « directe » a consisté a mélanger le
scaffold et les staples (dont les brins connecteurs) dans le tube Eppendorf. Le but était de réaliser la
synthése des filaments directement pendant le recuit en température. Le deuxiéme cas consiste en
une polymérisation en deux étapes. Dans ce cas, le scaffold a été mélangé avec les staples (sans les
brins connecteurs) afin de permettre la formation des monomeéres. Ensuite, une incubation a
température constante a été réalisée en présence des brins connecteurs et des monomeres afin de
former les microfilaments. Différents parametres tels que la concentration en connecteurs, la
concentration en MgCl,, le temps d’incubation ou encore la température d’incubation ont été étudiés.

Dans le cas de la concentration en connecteurs, nous avons montré qu’une concentration de
50 nM (considérée comme modérée) était suffisante pour obtenir des filaments de bonne qualité et
avec une présence d’oligonucléotides en exces limitée. L'élévation du temps d’incubation nous a
permis de mettre en exergue I'amplification de la longueur des filaments entre 1 h et 30 h en présence
de 50 nM de connecteurs et de 11 mM de MgCl; a une température de 37 °C.

Concernant la température d’incubation, nous avons fait ressortir son influence sur la taille
des filaments obtenus. En effet, pour trois températures différentes (25 °C, 30 °C et 37 °C) nous avons
constaté que les filaments les plus longs ont été formé a 37 °C avec des longueurs supérieures a 1 um
aprées 12 h et 15 h d’incubation.

Le dernier paramétre que nous avons étudié est la concentration en MgCl,. L'idée était
d’amplifier la vitesse de polymérisation avec I’'augmentation de cette concentration (entre 11 mM et
30 mM). Nous avons observé que la hausse de la concentration en ions magnésium au-dessus de 11
mM a entrainé I'agrégation des filaments. Ce phénomene est attribué au renforcement de I'écrantage
des charges négatives de I’ADN avec I'augmentation de la teneur en MgCls,.
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Lors de nos expériences, nous avons observé une torsion dans la structure des monomeres se
répercutant sur celle des microfilaments. Afin de supprimer cette torsion, nous avons supprimé des
paires de bases sur trois zones des filaments toutes les 63 paires de bases. Cela nous a permis de passer
d’une hélicité de 10,5 pb/tour d’hélice a une hélicité de 10,34 pb/tour. La suppression des torsions a
ainsi pu étre effective dans la structure des monomeres et donc dans celle des microfilaments.

¢ Les réseaux 2D de qubits sur silicium destinés aux ordinateurs quantiques

Dans la seconde partie du chapitre Il, nous avions pour objectif de proposer un masque de
gravure en origamis d’ADN permettant la création de réseaux 2D de qubits sur silicium. Afin d’y
parvenir, nous avons réalisé deux origamis d’ADN de forme carrés complémentaires I'un de |'autre et
s’auto-assemblant en réseaux 2D en présence de MgCl,. Apres les étapes de synthése et de purification
des monomeres, nous avons fait varier différents parametres, que sont la concentration en MgCl,, le
temps d’incubation et la température d’incubation, afin de permettre la formation de larges réseaux
2D.

Concernant la concentration en MgCl,, nous avons noté des premieres associations de
monomeres a partir de 35 mM. Des réseaux 2D de taille plus importante ont commencé a étre
observés a partir de 42 mM en MgCl..

Dans le cas de la température d’incubation, nous montré la formation de nucléi a faible
température (5 °C) agglomérés les uns avec les autres. L'élévation de la température (de 15 °Ca 30 °C)
a provoqué I'obtention de plus large réseaux 2D.

Enfin, la hausse du temps d’incubation a entrainé une augmentation linéaire de I’aire moyenne
desréseaux 2D entre 1 h et 1 j suivie d’un fort ralentissement entre 1 j et 18 j avec une évolution quasi-
stable.

Y/

+* Des designs d’origamis originaux s’auto-assemblant par complémentarité de forme

La derniére partie du Chapitre Il a été consacrée a la réalisation de trois designs d’origamis
originaux pouvant former des structures hiérarchiques par complémentarité de forme. Nous avons mis
en place :

e Un origami en forme de Z formant des microfilaments 1D,
e Un origami rectangulaire s’auto-assemblant en réseaux linéaires,
e Un origami se trimérisant en nanocapsules ressemblant a des protéines en forme de « Vault ».

De nombreuses recherches ont été réalisées pour permettre le transfert des motifs des
origamis d’ADN dans des substrats d’oxyde pour la microélectronique. Dans notre cas, nous nous
sommes plut6t intéressés au contréle de I'auto-assemblage des réseaux 2D sur des substrats de SiO,
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thermique. Dans I'idée, nous souhaitions contréler les énergies d’interactions attractives et répulsives
entre les origamis et la surface de I'oxyde en utilisant un mélange de cations monovalents et divalents.
C’est ce travail que nous avons réalisé dans le Chapitre Ill. Nous avons mis en place des protocoles
permettant I’auto-assemblage assisté par substrat des réseaux 2D, leur caractérisation par AFM et CD-
SEM et leur analyse par traitement d’image (les histogrammes des hauteurs, Image J, les PSD radiales
etla méthode de détection des centres). Deux cas ont été étudiés pour I'auto-assemblage sur substrat :
Avec du MgCl; et avec un mélange de MgCl; et de NaCl.

R/

< L'auto-assemblage assisté par substrat en présence de MgCl,

Ici, nous nous étions placés dans le cas de l'auto-assemblage sur surface en présence
uniquement de MgCl,. Les différents parameétres étudiés étaient, la composition de la solution de
ringage en eau et en EtOH, la concentration en MgCl; et la concentration en monomeéres.

La solution de ringcage est un des parameétres les plus importants concernant la morphologie
des nanostructures observés sur la surface. En effet, 'EtOH permet de fixer les origamis sur la surface
lors de I'étape de ringage. Une faible proportion en EtOH entrainera donc une désorption des
nanostructures de la surface. Dans notre cas, nous nous sommes intéressés a ce phénomene mais aussi
a la dépolymérisation des réseaux 2D lors du ringcage. Pour des proportions volumiques en EtOH
comprises entre xeon = 1 et Xeron = 0,1 Nnous avons pu observer une diminution du taux de présence des
monocouches avec une valeur passant de 95,2 + 2,0 % et de 3,1 + 0,1 % respectivement. Cela a mis en
évidence la désorption des origamis de la surface. Concernant I’évolution des parametres d’ordre,
nous I'avons identifié grace a la méthode des PSD radiales et celle de la détection des centres. Pour les
PSD radiales nous avons observé la décroissance de la longueur de corrélation associé au pic 1 (pic lié
a I'assemblage). En effet, a xeon = 1 la longueur de corrélation était de 366 £ 101 nm pour une valeur
autour de 100 nm entre xgon= 0,5 et xeron = 0,1. Les parameétres obtenus avec la détection des centres
sont allés dans le méme sens. En effet, dans le cas du taux d’organisation, il est passé de 55,4 % pour
Xeron =12 5,7 % pour xeon= 0,1. Ces informations permettent de mettre en avant la dépolymérisation
des réseaux entre eux en complément de la désorption de la surface. Un autre phénomene a pu étre
notée avec |'évolution du taux de carrés. En effet, ce paramétre diminue entre xeon= 1 et Xeron=0,8. |l
augmente a Xeron = 0,7 puis baisse de nouveau entre Xgon = 0,7 et Xeon = 0,1. Cela démontre que la
désorption et la dépolymérisation sont deux phénomenes en compétitions. Nous avons pu, en effet,
observer une faible désorption de surface mais une désorganisation entre Xgon = 1 et Xeon= 0,7 et de
fortes désorptions de surface et dépolymérisation pour Xgon < 0,7.

En solution, le MgCl, sert a écranter la charge négative des molécules d’ADN afin de permettre
les assemblages. Sur une surface, une partie des sels de magnésium vont interagir avec les
groupements silanols du substrat et garantir la formation de ponts salins avec les origamis d’ADN. La
concentration en MgCl, a été variée entre 20 mM et 100 mM de MgCl,. Nous avons observé que le
taux de présence des monocouches et celui des multicouches ont augmenté entre 20 mM et 40 mM.
Cependant, nous avons mis en évidence que le taux de présence des multicouches a diminué entre 40
mM et 100 mM en MgCl,. Cela a été attribué au fait qu’entre 20 mM et 40 mM en MgCl, nous avons
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favorisé la formation de ponts salins entre la surface et les nanostructures d’ADN permettant la fixation
des origamis sur la surface et, par la suite, la formation de multicouches. Néanmoins, entre 40 mM et
100 mM, un autre type d’interactions attractives a été pris en compte afin d’expliquer les résultats. En
effet, des liaisons H peuvent se former entre I’ADN et les groupements silanol de la surface. La
formation de ces liaisons peut étre limitée par une trop forte augmentation de la concentration en
MgCl,. Cela a pour effet de diminuer les forces attractives. Concernant les paramétres d’ordre, nous
avons observé une amplification de leur valeur avec I'augmentation de la concentration en MgCl..
Cette évolution est liée a la hausse de |’écrantage de la charge de surface autorisant une plus forte
attraction entre les nanostructures d’ADN.

L'ensemble de ces observations a été validé en modifiant la concentration en monomeres
(entre 2 nM et 6 nM) et celle en MgCl; (entre 40 mM et 100 mM).

R/

< L’auto-assemblage assisté par substrat en présence de MgCl, et de NaCl

Dans cette partie, nous avons ajouté dans la solution d’auto-assemblage du NaCl pour
permettre une meilleure diffusion des origamis sur la surface et donc de meilleurs assemblages. Une
étape de « re-fixation » a été ajoutée avec I'insertion d’une solution de MgCl, dans le but de stabiliser
les réseaux sur la surface lors du ringage. Différents parameétres ont été étudiés afin d’améliorer le
procédé d’auto-assemblage: le temps d’incubation de [|'étape d’assemblage sur surface, la
concentration en MgCl, de I'étape de fixation, la concentration en MgCl; et celle en NaCl de I'étape
d’auto-assemblage assisté par substrat.

Concernant le temps d’incubation de I'étape d’auto-assemblage sur surface, nous avons
observé une augmentation du taux de présence des monocouches entre 1 h et 24 h d’incubation avec
des valeurs respectives de 27 + 15 % et de 56 + 4 %. Dans le cas de la longueur de corrélation associé
au pic 1 caractéristique de I'assemblage nous avons observé la valeur maximum a 1 h d’incubation.
Cette valeur a ensuite diminué a 2 h et a ré-augmenté légérement jusqu’a 24 h. Cette tendance a aussi
été observé avec le taux d’organisation, le taux de carrés et la connectivité moyenne. Cela a permis de
mettre en évidence le fait que des réseaux se sont formés dans la goutte avant de se déposer sur la
surface du substrat et de se réorganiser avec le temps d’incubation.

Afin d’éviter la désorption des réseaux de la surface et leur dépolymérisation lors du rincage
nous avons fait varier la concentration en MgCl, de I'étape de fixation. Le meilleur taux de présence
des monocouches a été obtenus en présence de 80 mM en MgCl, pour un temps d’incubation d’une
heure. Les parameétres d’ordre les plus élevés ont été obtenus a 160 mM et a 320 mM en MgCl,. Dans
ces deux derniers cas, nous avons favorisé les interactions ADN-ADN. Cependant les fortes
concentrations en MgCl, ont limité la formation des liaisons H empéchant I'adsorption des origamis
sur la surface. Le reste des expériences ont été réalisées avec une étape de fixation d’une durée d’une
heure en présence de 80 mM en MgCl,.

A cette concentration, méme si les origamis sont fixés a la surface et se désorbent peu, la
structure des réseaux 2D est désorganisée sous I'effet de la dépolymérisation. Afin de garantir une
meilleure stabilité des réseaux 2D, nous avons décidé de réduire la concentration en NaCl utilisée.
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Dans un premier temps, nous avons fixé cette concentration a une valeur de 35 mM et fait
varier la concentration en MgCl, de 40 mM a 100 mM. Nous avons observé que le taux de présence
des monocouches a augmenté avec la concentration en MgCl,. Une hausse des parameétres d’ordre a
aussi pu étre notée. Cependant, le taux de présence des multicouches a augmenté. Cela montre que
malgré I"'amplification de I'ordre, nous favorisons quand méme la formation de multicouches dans ces
conditions.

Afin de limiter la formation des multicouches, nous avons décidé de faire varier la
concentration en NaCl entre 0 mM et 60 mM en présence de 74 mM de MgCl,. Dans ce cas, nous avons
observé que le taux de présence de monocouches, aprées une stagnation entre 0 mM et 30 mM, une
décroissance est présente entre 30 mM et 60 mM en NaCl. Le plus intéressant est au niveau du taux
de présence des multicouches. En effet, nous avons noté une baisse du taux avec la hausse de la
concentration en NaCl. De plus, les parametres d’ordre mesurés avec les deux méthodes nous ont
permis de montrer que I'ordre le plus important se situe a 30 mM et a 40 mM en NaCl.

Ces expériences ont permis de montrer qu’il est possible, a partir d’origamis monomériques
complémentaires de forme, de réaliser des assemblages a grande échelle sur des surfaces en SiO; en
contrblant les interactions ADN-surface. L'optimisation de la concentration en MgCl, et de celle en
NaCl dans la solution d’assemblage a permis d’éviter la formation des multicouches, la désorganisation
des réseaux 2D et la désorption des origamis de la surface lors du ringage. Cela nous a permis de faire
un grand pas sur la compréhension des assemblages sur le SiO, et sur son intégration dans des
protocoles de transfert dans le Si par gravure et d’atteindre les principaux objectifs fixés au début de
la thése.
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IV.2 Perspectives

IV.2.1 Design, syntheése et purification des origamis d’ADN
IV.2.1.1 Les Toblérones pour la cryo-TEM

Au cours de cette thése nous avons mis en place un protocole de synthése de microfilaments
en solution destinés a étre utilisées pour la préparation d’échantillons de cryo-TEM pour des analyses
structurales de suprastructures biologiques. Au cours du procédé de préparation, des ménisques de
glace se forment généralement lors de I'étape de vitrification entrainant une baisse de la résolution.
Nous avons pu observer que la présence des microfilaments en origamis d’ADN limite la formation de
ces ménisques non désirés. Nous avons présenté les premiers résultats de préparation de grilles de
cryo-TEM obtenus et les premiéres reconstitutions 3D de protéines issus de cette méthode. Pour la
suite, il serait intéressant de réaliser des analyses en tomographies afin de mettre en évidence le role
de la forme des microfilaments sur |’épaisseur de glace obtenue.

En 2016, Thomas Martin et al. > ont démontré qu’il est possible de contrdler I'orientation
des nanostructures d’ADN en les fonctionnalisant avec des brins thymines. Ces derniers étant
hydrophiles, ils ont la capacité de s’orienter vers I'interface air-eau avant le processus de vitrification
(151 Cette propriété permettrait le contrdle de I'épaisseur de glace formé en fonction du sens

d’orientation des microfilaments.

IV.2.1.2 Les réseaux 2D en origamis d’ADN

Avec les nombreuses avancées quant a l'utilisation des origamis dans le domaine de la
micro/nanoélectronique, nous avons souhaité cibler une application dans le domaine du calcul
quantique.

Ainsi, deux monomeres carrés complémentaires de forme ont été créer dans le but de réaliser
les réseaux 2D souhaités. En présence de MgCl,, nous avons pu, a partir des deux types de carrés,
former les réseaux en solution. Différents parameéetres ont été étudiés tels que la concentration en
MgCl;, le temps d’incubation ou encore la température d’incubation. Ces études nous ont donné une
bonne indication des effets de ces différents paramétres sur les réseaux 2D formés en solution. Des
analyses plus précises peuvent étre envisagées a |'aide de mesures FRET. C'est notamment le cas de
I’étude réalisée par Gerling Thomas et al. en 2015 “ qui a permis de montrer 'effet de la température
et de la concentration en MgCl; sur les assemblages hiérarchiques mais aussi sur leurs propriétés de
réversibilité de ce type d’assemblages
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IV.2.2 Auto-assemblage assisté par substrat des réseaux 2D en
origamis d’ADN

Des protocoles d’auto-assemblage sur surface ont été mis en place pour permettre I'auto-
assemblage des réseaux sur les substrats de SiO,. Deux cas ont été étudiés : L'auto-assemblage en
présence de MgCl, et celui en présence de MgCl, et de NaCl. Dans le second cas, une étape de
« fixation » a été ajoutée dans le but d’éviter la dépolymérisation des réseaux et les effets de
désorption de la surface.

IV.2.2.1 Etude de l'épaisseur des origamis en fonction de
I’environnement

Au cours de nos expériences, nous avons pu observer une diminution de |'épaisseur des
origamis dans des conditions dites « a sec » par rapport a celles attendues et mesurées au TEM. Cela
a été attribuée a une déshydratation des brins d’ADN lors de I'étape de séchage. Il serait intéressant
de réaliser une étude sur I'influence des conditions du milieu environnant sur I’épaisseur des origamis
observés (a sec, en milieu liquide, en fonction de la concentration en MgCl, ou encore du temps
d’incubation) avec le méme instrument de mesure.

IV.2.2.2 Amélioration du procédé d’auto-assemblage assisté par
substrat

Nous avons mis en évidence I'importance de la concentration et du type de sels utilisés sur le
I"auto-assemblage sur surface des réseaux 2D et sur I'ordre observé.

Dans le cas du systéme en présence de MgCl, et de NaCl, nous avons montré I'importance de
la concentration en MgCl; sur la morphologie des réseaux observé a la fin du procédé. Plusieurs études
ont fait état de d’autres types de cations divalents pouvant plus facilement remplacer les cations Mg?*
et Na* de la surface lors de I’étape de fixation. C’est en effet le cas des cations de métaux de transition
tels que le Zn?* ou encore le Ni?* qui interagissent moins avec les molécules d’ADN et ont donc une
meilleure affinité avec la surface. Il pourrait donc étre intéressant d’étudier la fixation en utilisant ces
cations. Cela permettrait une meilleure adsorption des réseaux 2D sur la surface avant les étapes de
rincage et de séchage et donc une meilleure stabilité des structures.

Nous pourrions aussi envisager I'ajout d’une étape de désassemblage et d’une étape de
réassemblage afin d’améliorer la qualité des réseaux 2D formés. Deux possibilités s’offrent a nous :

e L'augmentation de la température d’incubation a T > 25 °C permettant le désassemblage des
réseaux 2D puis une diminution a T = 25 °C afin de permettre leur réassemblage.
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e La hausse de la concentration en NaCl afin d’augmenter les effets de diffusion et de
désassemblage et sa baisse afin de réorganiser les réseaux 2D.

Ces deux méthodes nous permettraient d’obtenir des petits nucléi autour desquels la
réorganisation pourra se faire et garantir la formation de réseaux 2D de taille plus importante.

IV.2.2.3 Autres méthodes de quantification de 'ordre des réseaux
2D sur le substrat de SiO:

Dans le Chapitre Ill, nous avons utilisé une méthode basée sur le tracé des fonctions de densité
spectrale radiale d’'images AFM et CD-SEM et sa décomposition dans le but d’avoir des données
guantitatives sur I'ordre présent sur la surface des substrats de SiO,. Ce tracé a été réalisé a I’'aide d'un
code Python mis en place en interne.

Il est possible d’obtenir le méme type de tracé avec des mesures de diffusion centrale des
rayons X a faible angle (SAXS pour Small Angle X-ray Scattering). Cette méthode de caractérisation est
basée sur'interaction entre la surface d’un échantillon et un faisceau de rayons X incident. Elle permet
I’analyse structurale de matériaux a I’échelle nanométrique. Il existe deux méthodes différentes :

e Le SAXS qui est basée sur un mode en transmission. Ce mode est utilisé pour I’analyse de
poudres.

e Le GI-SAXS (Grazzing-Incidence Small Angle X-ray Scattering) basée sur un mode en réflexion
en incidence rasante et utilisée pour I’analyse structurale de films minces.

Nous présentons un exemple d’analyse GI-SAXS d’échantillons que nous avons réalisés durant
la these (section 111.3). Les analyses sont présentées sur la Figure IV-1. Nous pouvons y observer les
fonctions de densités spectrales radiales des échantillons qui sont semblables a celles que nous avions
obtenues dans la section I1l.3 . Ces courbes nous permettent d’observer deux pics a 50,4 nm et a 38,1
nm et qui sont respectivement caractéristiques de la période du réseaux 2D et d’une dimension
présente au sein de la structure du monomere. Pour la suite des travaux, il serait intéressant
d’approfondir cette étude afin de mesurer les valeurs de longueurs caractéristiques et de longueur de
corrélation en fonction des conditions de préparations des échantillons. Cela permettra aussi de
comparer cette méthode d’analyse a celle liée au traitement des images AFM et CD-SEM.
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Figure IV-1 : A) Images CD-SEM de I’échantillon 8. B) Cliché GI-SAXS correspondant. C) Profils radiaux
correspondant aux clichés GI-SAXS des différents échantillons.

IV.2.2.4 Premiers résultats de gravure dans le SiO: et dans le
Si

Une méthode de transfert de le Si a été développée au sein du CEA-Leti [*7%, Cette méthode
est constituée de deux étapes de gravure :

1. Une gravure HF vapeur pour le transfert du motif des origamis d’ADN dans le substrat en
Si0,,

2. Une gravure HBr/O, du motif du masque dur en SiO; dans le substrat Si,

3. Une derniere gravure HF vapeur afin de retirer le masque dur en SiO,.

Des premiers essais de gravures ont été réalisés sur des monomeres carrés déposés sur une
surface de SiO; en présence de 40 mM de MgCl, pendant 1 h. Des images AFM et CD-SEM des
échantillons sont présentées sur la Figure IV-2.

Il serait intéressant d’approfondir d’avantage I'étude sur le transfert du motif des monomeres
dans le SiO; et le Si et d’exploiter les résultats obtenus afin de réaliser le transfert des réseaux 2D dans
ses substrats.
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Figure IV-2 : A) Images AFM des correspondants aux différentes étapes de transfert des motifs
monomeres dans le Si. B) Histogrammes des hauteurs correspondantes. C) Evolution de la hauteur des motifs
en fonction des étapes de transfert dans le Si.

IV.2.2.5 Perspectives sur l’auto-assemblage assisté par substrat
localisé des réseaux 2D

Dans cette theése, nous avons montré qu’il est possible de contrdler les interactions ADN-
surface afin de permettre I'auto-assemblage assisté par substrat de réseaux 2D a grande échelle. Au
cours de sa thése, Marie Marmiesse a exploité une méthode de structuration chimique de surface afin
de permettre le positionnement déterministe de structures unitaires sur une surface de SiO;
thermique. Via [l'utilisation de méthodes de lithographie (e-beam, nanoimpression,
photolithographie), une alternance de chimie de surface avec des zones recouvertes de HMDS et des
zones de SiO; a été réalisée, permettant le dépo6t des origamis sur ces dernieres.

Il nous parait intéressant d’étudier la possibilité de réaliser I'auto-assemblage des origamis
d’ADN de fagon localisée en créant des zones de SiO, apparent avec des dimensions prédéfinies
proportionnelles aux dimensions d’'un monomére carré en origami (par exemple 470 nm x 470 nm).
Un schéma de principe de I'auto-assemblage localisé est proposé sur la Figure 1V-3. Cette méthode
devrait permettre de contrdler la position et les dimensions des réseaux 2D formés.
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Etape 1 : Création des motifs de SiO, Etape 2 : Auto-assemblage sélectif Etape 3 : Surface de SiO,
et de HMDS par chémoépitaxie des réseaux 2D dans les zones de entiérement recouverte de
Sio, réseaux 2D auto-assemblés

sélectivement

Figure IV-3 : Schéma de principe de I'auto-assemblage sélectif des réseaux 2D en origamis d’ADN.
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Figure 0-1 : Design CaDNAno de 2DA.
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Figure 0-5 : Design CaDNAno du monomere carré s’auto-assemblant par complémentarité de forme en
réseau 1D.
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Résumé de la these

La méthode des origamis d’ADN, permettant la création de motifs complexes en 2D et en 3D
avec une précision nanométrique, est un outil de choix pour des applications biologiques et dans
I'industrie de la micro/nanoélectronique. L’objectif de la thése est de démontrer la possibilité d’utiliser
les origamis d’ADN afin de créer des structures hiérarchiques pour répondre a des problématiques
technologiques. La premiéere partie de ce travail s’est focalisée sur la réalisation des designs, la
syntheése et la purification des origamis d’ADN ainsi que leur assemblage hiérarchique en solution.
Nous avons créé un origami formant des microfilaments par appariement de bases. Ills ont ensuite été
utilisés pour le développement d’un procédé de préparation d’échantillons de cryo-TEM. Ensuite, nous
avons mis au point un systeme d’origamis d’ADN s’auto-assemblant en réseaux carrés par
complémentarité de forme en solution en présence de MgCl, pour la création de réseaux de qubits sur
silicium pour le calcul quantique. La seconde partie de la thése s’est intéressée au contrdle des
interactions ADN-surface, via la variation des concentrations de Mg?* et des ratios Mg**/Na*, afin de
médier directement I'assemblage des réseaux 2D sur les substrats de SiO, thermique. Par 'utilisation
de différentes méthodes de traitement d’images, telles que la décomposition des fonctions de densité
spectrale de puissance radiale et la détection des centres des origamis, nous avons pu montrer qu’en
présence de 74 mM de MgCl,, 'augmentation de la concentration en NaCl entre 0 mM et 60 mM a
permis d’éviter la formation de multicouches et I’élévation de |'ordre présent sur la surface. Nous
avons aussi observé qu’a partir de 50 mM en NaCl, une trés forte désorption des origamis de la surface
était présente lors du ringage provoquant la diminution de I'ordre.

Abstract

The DNA origami method allows the creation of complex 2D and 3D patterns with nanometric
precision, and as such is great tool for biological and microelectronic applications. The objective of this
thesis is to show the feasibility of using DNA origamis to create hierarchical structures, in order to
address problems in both domains. The first part of this work focused on the design, synthesis and
purification of DNA origamis and their hierarchical assembly in solution. Firstly, we created an origami
which forms microfilaments by base pairing for the preparation of biological cryo-TEM samples.
Secondly, we developed a system of DNA origamis which can self-assembled into square 2D arrays by
shape complementarity to realize qubit 2D arrays on silicon for quantum computing. The second part
of this thesis focused on the control of DNA-surface interactions, by varying Mg?* concentrations and
Mg?*/Na* ratios, to directly mediate the assembly of 2D arrays on thermal SiO; substrates. The quality
of the assembly was evaluated using two different image treatment methods, namely radial power
spectral density function decomposition and origami center detection. We showed that in the
presence of 74 mM MgCl,, the increase of the NaCl concentration between 0 mM and 60 mM induced
the formation of multilayers and an increased the order of assembly on the surface. We also observed
that NaCl concentrations higher than 50 mM result in very strong desorption of origamis from the
surface during the rinsing step and led to the decrease of the order.
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