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Les techniques d'analyse basées sur la microscopie & force atomique (AFM) pour les mesures de forces locales
en miliev physiologique ouvrent de nouvelles opportunités de caractérisation pour la nano-médecine et le

diagnostic personnalisé. Les nano-capteurs de force détectant des inferactions moléculaires spécifiques ligand-
g P P pecinq g

protéine peuvent étre utilisés pour I'ingénierie pharmaceutique ou la détection de bio-marqueurs. Ces mesures de
force spécifiques permettent de mieux comprendre les mécanismes de déstabilisation des protéines dans certaines
pathologies, et par quels mécanismes certaines molécules se lient entre elles et modulent les récepteurs

transmembranaires des cellules. En paralléle, la cartographie AFM a déja démontré sa capacité d'imagerie
de haute résolution de structures périodiques de protéines, ou de protéines isolées, sans aucun équivalent
instrumental. Aujourd’hui, les nano-capteurs & détection intégrée augurent d'une nouvelle génération de
microscopes a force atomique repoussant les limites actuelles.

Le développement de la microscopie a
effet tunnel (scanning tunneling micro-
scopy, STM) et ensuite de la microscopie a
force atomique (atomic force microscopy,
AFM) dans les années 80 a représenté la
percée la plus significative des nanos-
ciences, sinon leur vrai point de départ.
Pourla premierefois, il était possible d'ob-
server les atomes de surfaces planes dans
I'espace réel, de mesurer des forces d'in-
teraction au niveau de la molécule, et de
manipulerlamatiereal'échelleatomique.
Depuis 1991, sous la premiére impulsion
d’Andreas Engel (Université de Bale,
Suisse), I'AFM a été exploitée avec succes
pourl'étude du monde biologique. La ver-
satilité del'instrument a permis I'étude de
différents objets biologiques de la pro-
téineisoléeauxtissusde cellulesdansleur
environnement de survie [1]. La relative
simplicité de préparation de I'échantillon
dans son milieu biologique, sans néces-
sité de marquage pour le suivi, contraire-
ment par exemple a la microscopie par
fluorescence, fait que cet instrument
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trouve aujourd’hui sa place dans les labo-
ratoires et industries en biotechnologies.
Dansle paysage destechniques de champ
proche dérivant de 'AFM, les instruments
dédiés a des applications biologiques
spécifiques représentent une grande fa-
mille de dispositifs.

Récemment, un intérét croissant est né
pour une transition des sondes locales
micrométriques vers des sondes nanomé-
triques pour augmenter les taux d’acqui-
sition des données, améliorer la résolu-
tion de détection en force et ouvrir la voie
ades caractérisations a tres haute vitesse
de la cinétique des protéines. Ces problé-
matiques de vitesse ont été partiellement
résolues avec l'arrivée récente d'un cer-
tain nombre de prototypes d’AFM dits
« ultra-rapides » (ou « high speed AFM »).
Destauxd’acquisitiondel'ordre delacen-
taine de millisecondes par image ont été
atteints. Ces nouvelles techniques néces-

sitent 'utilisation de micro-leviers AFM
plus petits que la dizaine de microns pour
conserver une haute sensibilité de détec-
tion en force avec de hautes fréquences
de fonctionnement de I'ordre du méga-
hertz ou plus. Cependant, la détection
optique conventionnelle par faisceau
laser (encadré 1) pour détecter le mouve-
ment du micro-levier AFM arrive aujour-
d’hui a ses limites pour implémenter des
sondes dont les dimensions ne sont que
de l'ordre de quelques longueurs d'onde.
De nouvelles méthodes de détection et
de nouveaux types de sondes AFM doi-
vent donc étre mis en ceuvre et optimisés
pour la prochaine génération d’instru-
ments a sonde locale.

Nous avons mis au point un nouveau
microscope a sonde locale (figure 1) per-
mettant la caractérisation fine d'objets
biologiques par imagerie haute résolu-
tion et spectroscopie de force a lI'échelle
de la protéine [2]. Le coeur de ce micro-
scope a sonde locale est un diapason pié-
zoélectrique en quartz (encadré 2), main-
tenu en oscillation en solution, sur lequel
est fixée une pointe métallique d'apex
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Historiquement, le microscope & force ato-
mique a étéinventé en 1986 par Gerd Binnig
(Prix Nobel de Physique), Christoph Gerber
et Calvin Quate. Mais 1988 représente le
réel point de départ de la démocratisation
de cette microscopie dans les laboratoires
gréce au développement de la détection
optique externe du mouvement du micro-
levier. Ce principe ingénieux a été inventé
par Gerhard Meyer et Nabil Amer aux labo-
ratoires d'IBM Zirich en Suisse. Cette conver-
sion mécano-électrique se fait via un systéme
de source lumineuse fixe (laser ou diode élec-
troluminescente (LED)) dont le faisceau est
réfléchi par le cantilever sur une photodiode
& quatre quadrants fixe. Ces quadrants du
récepteur permettent de détecter soit les tor-
sions latérales de la poutre soit les déflexions
normales. Les cantilevers utilisés dans ce
systéme sont généralement en silicium. Les
dimensions du cantilever sont de |'ordre de
la centaine de microns en longueur pour
quelques dizaines de microns en largeur.
Une pointe pyramidale d'environ une
dizaine de microns en hauteur se trouve &

Détection optique des microscopes a force atomique

I'extrémité de la micro-poutre. C'est I'apex
de cette pointe qui va scruter la surface de
I'échantillon et de lui dépendra en grande
partie la qualité desimages obtenues. L'AFM
peut étre utilisée en mode statique, appelé
mode Contact, par mesure directe des forces
de surfaces, ou en mode dynamique par
entretien de I'oscillation du cantilever & une
fréquence proche ou égale & sa fréquence
derésonance. Dans ce dernier mode de fonc-
tionnement les propriétés de résonance
(amplitude, fréquence ou phase) de la sonde
oscillante sont modifiées par le gradient des
forces de surface.

Laser Photodiods

\ 4 quadrants
&

Oscillations v. Cantilever
du cantilever
Surface

électrique. b. Détail du diapason en quartz supportant la
pointe métallique millimétrique. ¢. Détail de I'apex de la pointe

de quelques dizaines de nanomeétres de rayon.

nanométrique obtenu par attaque élec-
trochimique. L'utilisation avantageuse du
diapason permet de s'affranchir de la tra-
ditionnelle détection optique des AFM, et
permet une tres grande souplesse quant
au choix du type de pointe utilisée (maté-
riaux, formes). L'aspect innovant du sys-

Prototype du nouvel AFM & sonde locale piézo-

téme réside dans l'utilisation d'une telle
sonde pour explorerle monde biologique
al'échelledelaprotéine.Cenouvelinstru-
ment ouvre la voie a des études fonda-
mentales en biologie pour permettre une
compréhension plus ultime des méca-
nismes d'échange donneur/accepteur

Encadré 2

Le diapason piézoélectrique,
un capteur trés sensible

Depuis le milieu des années 1990, plu-
sieurs équipes scientifiques ont proposé
I'utilisation paralléle de sondes AFM & cap-
teurs intégrés piézorésistives et piézoélec-
triques pour caractériser la matiére sous
environnement ultra vide. Franz Giessibl
(Université de Augsburg, Allemagne) a
notamment démontré, au moyen de sondes
piézoélectriques AFM, un trés haut niveau
de sensibilité de détection permettantd’ob-
tenir la résolution atomique sur une surface
de silicium. La particularité de ces sondes
AFMestqu'elles sont directement réalisées
& partir d'un résonateur en quartz millimé-
trique sous forme de diapason provenant
de l'industrie horlogére. Une pointe métal-
lique de longueur millimétrique avec un
apex nanométrique est ensuite collée sur
un des bras du diapason. Le plan de
découpe AT du quartz, la haute constante
de raideur de plusieurs kilonewtons/métre
et le grand facteur de qualité de ces réso-
nateurs procurent une grande stabilité de
fonctionnement et une haute sensibilité de
détection. L'effet piézoélectrique direct est
un phénoméne caractérisé par |'apparition
de charges électriques a la surface de cer-
tains cristaux lorsqu'ils sont soumis & une
contrainte mécanique. La flexion de la
structure mobile va générer une contrainte
dans le matériau piézoélectrique, ici du
quartz, qui va se tfraduire par |'apparition
de charges au niveau des électrodes. Il faut
noter que ce mode de détection est peu uti-
lisé pour les mesures statiques de flexion &
cause de courants de fuites importants mais
estpar contre bien adapté pour les mesures
en mode dynamique.

dans certainesréactionsenzymatiquesde
catalyse, ou des interactions spécifiques
d’antigénesaveclesanticorpsalabasede
la reconnaissance de pathologies, mais
sur des quantités moléculaires.

Ce systeme nous a déja permis de vali-
der et breveter certaines méthodologies
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inédites de préparation de ces nouvelles
sondes pour le milieu biologique [3], en
particulier la fonctionnalisation biochi-
mique des pointes, et les protocoles pour
la passivation des électrodes du capteur
intégré, évitant ainsi les problémes de
fuites électriques et de corrosion lors de
I'immersion en solution saline (figure 2).
En considérant ces nouveaux comporte-
mentsdelasondeensolution,nousavons
donc changé la stratégie de pilotage du
résonateur piézoélectrique avec une nou-
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Figure 2. lllustration du comportement de la sonde
locale AFM piézoélectrique passivée en solution
tampon. Les propriétés de résonance sont modi-
fiées par les effets hydrodynamiques du milieu
liquide.
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PRIX FIBRE DE L"INNOVATION

velle électronique. Un préamplificateur
dédié aétéréalisé pourtraiter dessignaux
de trés bas niveau (picoampére) issus du
diapason piézoélectrique avecune bande
passante atteignantles5 mégahertz.Cela
nousa permisde retrouver une sensibilité
endétectiondeforce del'ordre de 80 pico-
newtons, comparable aux systemes AFM
conventionnels.

Résultats sans précédents sur
la protéine avec une sonde AFM
piézoélectrique

La spectroscopie de force biochimique

L'étude des interactions des protéines
d'albumine avec différentes fonctions
chimiques revét une grande importance
pourlacompréhension de nombreux sys-
témesbiologiques, ainsique pouramélio-
rer les surfaces d'immobilisation de bio-
molécules pour les biotechnologies. Par
exemple, les interactions hydrophiles/
hydrophobes entre des protéines et des
surfaces de matériaux jouent un role
extrémement important dans un grand
nombre de domaines comme la bio-
compatibilité d'implants, I'adhésion des
biomatériaux ou l'ingénierie de tissus cel-
lulaires. Nous avons ainsi étudié par spec-
troscopie deforce biochimique ladénatu-
ration mécanique de protéine BSA (bovine
serum albumine) par liaisons non-spéci-
fiquesen utilisant des pointes fonctionna-
lisées (-OH, —CHs et —-NH>) sur une sonde
AFM piézoélectrique basée sur un diapa-
son en quartz.

Pour cette étude, ces protéines d'albu-
mine ont été préalablement fixées de
maniére covalente surun substrat de mica
doré au moyen d’'une chimie « GraftFast »
basée sur 'activation en deux temps de
sels de diazonium (figure 3).

Figure 3. Chimie de greffage covalent des protéines d'albumine BSA surune surface de mica doré, utilisant

la double activation de sels de diazonium.
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Courbes de spectroscopie d'approche (en noir) et de refrait (en rouge) sur une surface de protéines d'albumine BSA au moyen de trois pointes fonc-

tionnalisées différemment : (a) terminaison hydrophile chargée ~NHo, (h) terminaison hydrophile neutre -OH, (¢) terminaison hydrophobe -CHs.

Une chimie similaire a été ensuite mise
en ceuvre pour doter I'apex de la pointe
AFM nanométrique de fonctionnalités
chimiques a caractere hydrophile (fonc-
tion —~OH, fonction -NH2) ou hydrophobe
(fonction —CHs). Des courbes d'approche
etderetraitontensuite étéréaliséessurla
méme surface de protéines BSA en utili-
sant les trois types de pointe (figure 4).
L'utilisation du mode AFM dynamique pro-
cureuneinformation couplée d’amplitude
et de phase, permettant de calculer les
interactions d’accrochage entre les pro-
téinesetlapointe AFMfonctionnalisée.Un
traitementanalytique permet de convertir
les données d’amplitude et de phase en
valeurs de force plus représentatives. Les
courbes d’approche (en noir) illustrent
une réduction de l'amplitude d'oscillation
et une augmentation du signal de phase,
toutes deux provoquées par une compres-
sionmécanique de la pointe surlasurface.
Durant cette phase, différents liens chi-
miques se créent entre les fonctions chi-
miquesdelapointeetles protéinesde sur-
face. Dans un deuxiéme temps, la pointe
est retirée de la surface tout en enregis-
trant les signaux d’amplitude et de phase
(courbes en rouge). On met ainsi en évi-
dence des phénoménes de sauts et d'hys-
térése, parrapportalacourbed’approche,
pour certaines fonctions chimiques (ici
—-NH2 et -CHs). On a ainsi une signature
qualitative d'affinité d'interaction avec la
protéine.Cette séquence estensuite répé-
tée une centaine de fois pour révéler une
distribution statistique desforcesmisesen
jeux durant ces sauts non-linéaires lors du
retrait de la pointe.

La statistique de ces mesures fournit
les distributions des forces de rupture
(figure 5) pour chacune des trois pointes

ayant opéré sur la méme surface de pro-
téines. Les fonctions chimiques -CHs et
-NH: présentent deux pics de force de
détachement. Ces résultats nous infor-
ment que les interactions purement
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Distributions des forces de rupture avec
les protéines BSA pour les frois types de terminai-
sons chimiques des pointes, obtenues sur une col-
lection d'une centaine de courbes de retrait.

hydrophobes avec la fonction -CHs et la
protéine sont similaires qualitativement
et quantitativement avec la terminaison
chimique -NH;, quiest du type hydrophile
mais chargée dans les conditions de la
solution tampon utilisée. Les interactions
parlafonction -OH purement hydrophile
et neutre avec la protéine ne sont par ail-
leurs pas décelables comme le montre le
troisiéme histogramme.

Les deux pics de distribution des forces
pour les fonctions -CHs et -NH2 ont pour
origine un mécanisme de dénaturation
mécanique de la protéine en deux temps
que nous schématisons sur la figure 6.
Durant le retrait de la pointe, les détache-
ments séquentiels des liaisons chimiques
internes de faible énergie de la protéine
(typiquement des liaisons hydrogéne)
apparaissentcommedesintermédiaires de
sauts de force de l'ordre de la centaine de
piconewton.Dansun deuxiéme temps, des
sauts de force plus conséquents (entre 630
et 830 piconewtons) témoignent du déta-
chement de domaines entiers de la pro-
téine. Cette linéature se poursuit jusqu‘au

Schéma expliquant I'origine des deux
pics révélés dans les distributions des forces de
ruptures (ici avecla pointe fonctionnalisée -NHz).
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Agauche, cartographies AFM d’anticorps IgG isolés suivant plusieurs orientations surla surface.

A droite, résultats de cristallographie corroborant les données obtenues en topographie AFM.

détachement complet de la protéine de la
pointe fonctionnalisée.

Limagerie haute résolution
de protéines isolées

La microscopie a force atomique per-
met de compléter de maniére unique I'ar-
senal des outils d’études de la biologie
structurale (rayons X, RMN) en permettant
la cartographie en topographie d'une
seule biomolécule (protéine ou acide
nucléique (ADN)).Nous avonsainsiévalué
la capacité de notre dispositif a sonde pié-
zoélectrique pour I'imagerie haute réso-
lution des protéines de petite taille avec
une morphologie structurée. Nous avons
étudié la topographie des deux types
d’'anticorps immunoglobuline G (IgG)
et immunoglobuline M (IgM) adsorbés
sur une surface de mica. En effet, les anti-
corps sont des protéines présentes dans
le sang, quijouentunroleimportantdans
la défense immunitaire de I'organisme
lors d’agression par des virus ou des bac-
téries par exemple. Les anticorps sont uti-
lisés par le systéme immunitaire pour
détecter et neutraliser les agents patho-
génes de maniére spécifique. Ces anti-
corps peuvent exister sous formes de
monomeres (IgG), diméres (IgA) ou pen-
tameres (IgM).

Latopographie deslgGadsorbés, obte-
nue avec notre instrument AFM sur une
surface de mica (figure 7), montre que ces
protéines adoptent une structure sous
formedeYavectroislobes.Nousavons pu
démontrer que les IgG peuvent adopter
différentes orientations dues a leur ad-
sorption aléatoire a la surface du mica. La
structure cristallographique connue de

ces objets permet de la corréler directe-
ment aux orientations de la protéine
observées par AFM.

Pour aller plus loin dans la capacité de
notre sonde piézoélectrique AFMa résou-
dre avec une haute résolution des pro-
téines de structure plus complexe et plus
fragile queleslgG, nousavonsaussicarac-
térisé des anticorps IgM. Ces anticorps
possedent une structure pentamérique
qui se compose de cing sous-unités IgG
liées les unes aux autres de facon cova-
lente par des ponts disulfures avec une
glycoprotéine centrale appelée chaine J.

La topographie des IgM adsorbés a la
surface de mica (figure 8) montre des struc-
tures pentamériques avec des structures
de morphologies variées. Ces dernieres

Cartographie AFM d'anticorps IgM

regroupés dans un amas. Deux images a
haute résolution AFM d’anticorps monoclonaux
IgM isolés, permettant d'élucider des anomalies

structurelles.

pourraient étre expliquées par une orien-
tation différente des IgM a la surface. Les
détails (b) et (c) montrent clairement des
structures d'IgM présentant des anoma-
liesstructurelles grace au pouvoirenréso-
lution de notre microscope. Ces anoma-
lies avaient déja été subodorées dans la
littérature mais sans jamais d'observation
directe au niveau d’'une protéine isolée tel
que nous 'y sommes parvenus.

Ces essais préliminaires de capacité de
résolutionenforce etentopographiesans
précédent vont désormais nous permet-
tre d'aller plus loin dans I'étude d'aspects
plus fondamentaux concernant les inter-
actions spécifiques entreunligand etune
protéine. Ces informations de liaisons
spécifiques seront couplées a de l'ima-
gerie hauterésolution dela protéine pour
observer in situ les changements struc-
turels par variation des parametres du
proche environnement (pH, température,
présenced’analytes...).Ces étudesfonda-
mentales par AFM permettront une com-
préhension plus ultime des mécanismes
mis en ceuvre lors d'interaction protéine/
ligand dans les réactions enzymatiques,
ou lors d'interactions spécifiques anti-
corps/antigénes alabase delareconnais-
sance de pathologies mais sur des quan-
tités moléculaires, y compris en solutions
turbides peufiltrées. Lapport de la sonde
AFM a capteur intégré piézoélectrique
sera aussi avantageux pour étudier sous
obscurité totale des systemes biologiques
photosensibles (par exemple les méca-
nismes de photosynthése).
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