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RÉSUMÉ

Le collagène est un composant clé de plusieurs matériaux biologiques, tels

les os, les tendons, le cartilage, la peau et les dents. L'organisation moléculaire du

collagène en fibrilles est largement responsable du rôle structural que joue cette

protéine dans ce type de matériel. Le principal but de ce projet est de caractériser

/ 'adhésion du collagène sur différentes surfaces chimiquement modifiées pouvant

être utilisées en vue de contrôler et de diriger l'assemblage du collagène en

structures bien défîmes. Ces structures revêtent un rôle important pour les implants

de cartilage ou de peau, et peuvent aussi être utilisées comme substrats pour la

culture cellulaire.

L'adhésion de différents thiols formant des monocouches auto-assemblées

(SAMs) sur l'or a tout d'abord été vérifiée par la spectroscopie de résonance de

plasmons de surfaces (SPR). Les épaisseurs obtenues ont été comparées à des

valeurs de la littérature. Par la suite, l'adhésion du collagène de type l sur

différentes SAMs a été étudiée par microscopie à force atomique (AFM) et par

spectroscopie infrarouge de réflexion-adsorption en polarïsation-modulation (PM-

IRRAS). De plus, la cinétique d'adhésion de cette protéine sur ces surfaces a été

investiguée par SPR. Nous avons comparé l'adhésion et la croissance du collagène

sur différentes surfaces hydrophiles (terminaisons hydroxyles et carboxylate) et

hydrophobe (terminaison méthyle). De plus, nous avons exploré l 'influence de la

longueur de la chaîne des SAMs sur l'adhésion du collagène pour la terminaison

méthyle (Cs, Cii, C j 6, Cis). Des mesures d'épaisseurs de fibrilles ont été calculées à

la fois à partir de la SPR et des images AFM. Enfin, l'utilisation de la technique de

micro-contact printing (fJ.CP) a permis d'observer la sélectivité de l'adhésion du

collagène en présence de deux différentes surfaces.

J

Mots Clés : Collagène, Fibrilles, Spectroscopie de résonance de plasmons de surface,

Microscopic à force atomique, Spectroscopie infrarouge de réflexion

absorption en modulation de polarisation, micro-contact printing
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ABSTRACT

Collagen is a key component in biological materials such as bone, cartilage,

teeth, tendons and skin. The organisation of collagen molecules into fibrils is largely

responsible for the structural role that collagen plays in these materials. The goal of

this -work was to characterize the adhesion of this protein on different chemically

modified surfaces so that in the future, these can be used to control and direct the

assembly of collagen into well-defined structures. Such structures are important for

bone cartilage or skin grafts, and can also used as substrates for cell cultures.

The formation of the self-assembled monolayers (SAMs) used for collagen

adsorption -was first followed by surface plasmon resonance spectroscopy (SPR).

The film thichiesses are comparable with literature values. The adhesion of type I

collagen from calf skin on SAMs under physiological conditions -was studied by

Atomic Force Microscopy (AFM) and by Polarization-Modulation Reflection-

Absorption Infrared Spectroscopy (PM-IRRAS). Moreover, the kinetics of the

adhesion of collagen on the SAMs was investigated by SPR. We compared the

adhesion and growth of collagen on different hydrophilic (hydroxyl and carboxyl

end groups) and hydrophobic surfaces (methyl end group). Furthermore, we

explored the influence of the alkyl chain length (Cs, Ca, Cis, Cis) for the methyl

terminated SAMs. Collagen fibrils thicknesses measurements were measured by SPR

and AFM. Finally, the use of micro-contact printing (]LiCP) allowed the observation

of the selectivity of the collagen adhesion on chemically patterned surfaces.

Key words : Collagen, Fibrils, Surface Plasmon Resonance Spectroscopy, Atomic Force

Microscopy, Polarization-Modulation Reflection-Absorption Infrared

Spectroscopy, Micro-Contact Printing.

J
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n CHAPITRE l

INTRODUCTION

Le collagène est un composant clé de plusieurs matériaux biologiques, tels

les os, les tendons, le cartilage, la peau et les dents. En effet, l'organisation

moléculaire du collagène en fibrilles est largement responsable du rôle structural que

joue cette protéine dans ce type de matériel. Le principal objectif de ce projet était

donc de déterminer quelles surfaces, chimiquement modifiées, peuvent être utilisées

en vue de contrôler et de diriger l'assemblage du collagène en structures bien

définies. On vise donc à caractériser l'adhésion du collagène sur diverses surfaces

potentielles. Ce but reste le premier volet d'un projet de longue baleine, qui pourra

mener à diverses applications biotechnologiques.

Le contrôle de la croissance de ces structures revêt un rôle important pour

les implants dentaires, de cartilage ou de peau. De plus, ces stmctures peuvent être

utilisées comme substrats pour la culture cellulaire. Dans le premier cas, on essaie

plus spécifiquement de contrôler l'adhésion du collagène pour ensuite le minéraliser

avec de l'hydroxyapatite, afin de créer une dentine artificielle. En disposant cette

dentine artificielle de manière contrôlée sur la surface des implants dentaires, on

peut ainsi améliorer l'adhésion de l'implant dans la dent et limiter les risques de

rejet. D'autre part, en réussissant à contrôler la croissance du collagène sur une
surface, on peut cultiver des matrices cellulaires selon des patrons rigoureux et
ouvrir ainsi la voie à la compréhension de phénomènes jusqu'ici méconnus '.

u

Ce projet comporte donc plusieurs étapes qui demandent des connaissances

en chimie, en physique, en biochimie et en biotechnologie. Une analyse qualitative
et quantitative de l'adhésion du collagène sur diverses surfaces modèles est
présentée ici. Pour ce faire, on a utilisé les techniques de microscopie à force

atomique (AFM), de spectroscopie de résonance de plasmons de surfaces (SPR) et

de spectroscopie infrarouge d'absorption-réflexion en modulation de polarisation

(PM-IRRAS). De plus, les premiers résultats concernant la croissance contrôlée de

cette protéine sont décrits à la fin de ce rapport.
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1.1 COLLAGÈNE

Les fibres de collagène apparaissent très tôt dans le développement

embryonnaire, au moment où on commence à voir une différenciation entre les

parties du corps humain. Ces fibres sont responsables de l 'intégrité structurale de

chaque partie constitutive du corps, comme les os ou la peau, et jouent aussi un rôle

dans la formation des vaisseaux sanguins et de la plupart des organes. Le collagène

est donc une protéine très importante pour le corps humain et se décline selon

plusieurs types, dépendant de sa provenance. Jusqu 'à maintenant, les scientifiques

reconnaissent plus de 19 différents types de collagène et dans plusieurs cas, leur

structure moléculaire a été élucidée . Dans le cadre de ce présent projet, nos

recherches se concentrent plutôt sur le collagène de type I, un des principaux

composants de la dentine humaine .

Le collagène est formé d'une série plus ou moins régulière d'acides aminés,

qui diffère légèrement d'un type de collagène à l'autre. Dans le cas du collagène de

type I, on remarque que les molécules forment une structure primaire constituée

principalement de glycine (Gly), de proline (Pro) et d'hydroxyproline (Hyp). De

manière idéale, on retrouve un arrangement (Gly-X-Y)n répétitif, où X et Y sont

généralement soit Pro, soit Hyp. Le tableau 1.1 montre les structures et les

pourcentages exacts des principaux acides aminés constituant les molécules de

collagène de type I. Ces pourcentages ont été calculés à partir de la quantité de

résidus d'acides aminés par 1000 résidus4'5'7.

u
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Acide aminé
Structure

chimique

Tête Charge à pH

physiologique

Glycine
.,^CH2.^°

H3N+" ""Ç;

à-

polaire

Praline

O^C H

H-Y ^NH:
H-
l
H H

~H

non-polaire

Alanine

CH

HsN

3

.CH2 ^0^' 12-c^

ô-

polaire

4-hydroxyproline

p'

O^C: H

H

H

NHz

0

H^r t^~H
HÔ H

polaire

0~

Lysine 0

NHs

polaire

pourcentage

neutre

neutre

neutre

neutre

positive

33.1

11.9

11.0

10.2

2.3

Tableau 1.1 Composition chimique du collagène de type l : principaux acides
aminés .
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Les molécules de collagène de type l ont une longueur d'environ 300 nm.

Elles forment une triple-hélice, tel que présenté à la figure 1.1. De plus, ces hélices

possèdent des zones hydrophobes et des zones chargées électrostatiquement qui

permettent aux molécules de collagène de s'associer pour fonner des fibrilles, une

conformation jouant un rôle très important dans la formation de stmctures

complexes du corps humain.

glycine autres résidus

• .••

-••

.•• ^

Figure 1.1 Molécule de collagène de type l

La formation de fibrilles de collagène est présentée schématiquement à la

figure 2. Lors de la première étape, cinq molécules de collagène s'associent pour

fonner des micro-fibrilles. Ces micro-fibrilles ont une épaisseur d'environ 4 nm. Par

la suite, on sait que les ensembles de micro-fibrilles s'associent par ségrégation

latérale, pour former des ensembles de micro-fibrilles d'épaisseur plus importante.

Finalement, la ségrégation horizontale de ces paquets de micro-fibrilles engendre la

fonnation d'une fibrille dite mature, qui possède une périodicité de 67 nm . Cette

périodicité apparaît conséquemment à l'arrangement structural des micro-fibrilles

entre elles.

u

Cette périodicité reste une indication très précieuse quant à la nature d'une

fibrille. En effet, une fibrille plus âgée possédera une périodicité différente (variant

entre 62 iim et moins de 50 imi) et il en sera de même pour une fibrille dénaturée,

que ce soit thermiquement, chimiquement ou de toute autre manière que ce soit '. Il

va sans dire que cette information est donc très utile pour vérifier l'état des protéines

lors de nos expériences. Un exemple d'image obtenue par microscopie à force

atomique monti'ant une périodicité de 67 nm est d'ailleurs présenté à la Figure 1.2.
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Figure 1.2 A. Processus de formation de fibrilles matures du collagène de type I,

B. Image obtenue par microscopie à force atomique (topographie,

2,28 (.im x 2,28 [im) de fibrilles de collagène de type I. L'analyse de

ligne d'une fibrille permet d'apprécier la périodicité de 67 nm.
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Tel que mentionné précédemment, le collagène joue un rôle très important

dans le corps humain car il entre dans la composition de la plupart de ses parties

constitutives. Le collagène de type I, pour sa part, est associé à la formation des os,

du derme, de la membrane placentaire, des tendons et de la dentine . C'est d'ailleurs
le seul type de collagène qui s'associe à une composante solide, soit

l'hydroxyapatite. En conséquence, le mélange de la protéine avec ces cristaux de

phosphate de calcium engendre des propriétés mécaniques inhabituelles pour une

protéine. On peut donner ici à titre d'exemple une résistance à la tension élevée

(lOkg/mm2)3.

Le collagène constitue le réseau protéique permettant l'adhésion des cellules

sur une surface. Les mécanismes d'adhésion et de communication cellulaire sont

complexes, mais il devient nécessaire d'en posséder une meilleure compréhension

afin d'améliorer la biocompatibilité. Plusieurs travaux de recherche ont démontré

que l'orientation des peptides sur un biomatériau est très importante pour éviter une

réponse étrangère de la part des cellules face à un implant8. Il est possible de varier
l'orientation et la conformation des peptides ou des protéines de manière à favoriser

l'adhésion cellulaire.

La création de surfaces possédant des protéines ayant une orientation ou une

morphologie contrôlées permettrait donc de diminuer les rejets liés aux implants.

L'étude présentée ici s'inscrit dans cet ordre d'idée et vise à fabriquer des surfaces

possédant des applications dans le domaine des biomatériaux où l'adhésion et la

croissance du collagène sont contrôlées. Cependant, avant d'arriver à cette

croissance structurée du collagène, il faut caractériser son adhésion sur des surfaces

potentielles aux applications visées.

(J
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0 1.2 MONOCOUCHES AUTO-ASSEMBLÉES

La structure et le mode de croissance de couches monomoléculaires sont

étudiés depuis très longtemps. En effet, pour retrouver la première observation du

phénomène dans l'histoire, il faut remonter plus de deux cents ans en arrière,

lorsque Benjamin Franklin observa l'effet de l'étalement de l'huile sur l'eau9. Au
^çième ^g^ Agnès Pockels fut la première à préparer des monocouches à
l'interface air-eau . Par la suite, le domaine devenant très en vogue, plusieurs
scientifiques ont dirigé leurs recherches vers ce sujet . En 1917, Irving Langmuir
s'intéressa aux monocouches de molécules à caractère amphiphiîe. Enfin, Katherine

Blodgett fut la première à étudier la déposition de ces couches sur des substrats

solides17' , d'où le nom Langmuir-Blodgett utilisé aujourd'hui pour ce genre de
monocouches . Ce n 'est cependant que plus tard que Zisman21, Blackman et
Dewar ont étudié de manière plus systématique les monocouches auto-assemblées
(SAMs) . Ce concept permet de fabriquer facilement un système tant hautement
orienté que moléculairement spécifique, qui peut être utilisé comme substrat

chimiquement spécifique pour des études d'adsorption. Ainsi, cette technologie peut

être particulièrement intéressante dans plusieurs domaines, dont les biotechnologies

et l'électronique moléculaire.

Le concept d'auto-assemblage peut être défini simplement par la formation

spontanée d'une structure complexe et organisée conduite par diverses interactions

moléculaires (liaisons hydrogène, interactions Van der Waals, ioniques, hydrophiles,

hydrophobes, etc.). C'est aussi un principe qu'on retrouve aisément dans la nahire,

par exemple, lorsqu'il est question de la formation de membranes lipidiques.

u

Plusieurs systèmes peuvent être utilisés en vue de l'obtention de SAMs.

Cependant, le système le mieux connu, et celui utilisé dans le cadre de ce projet, est

constitué de thiols en solution s'adsorbant chimiquement sur l'or25'26. Dans ce cas,
les interactions responsables de la stabilité du système sont les interactions or-soufre,
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les interactions Van der Waals entre les chaînes alcanes ainsi que les interactions

entre les terminaisons chimiques.

Un organothiol possède une liaison S-H (Ei: 338 kJ/mol)27 chimiquement
plus faible que la liaison S-Au (Ei : 418 ± 25 kj/mol) . De plus, l'or est assez réactif
pour briser une liaison S-H. D'abord, on observe une physisorption du thiol à la

surface de 1'or (Ed : 126 kj/mol) . Par la suite, il se produit une chimisorption (AH :
-29 kJ/mol) entre l'atome de soufre et celui d'or, alors qu'il se produit une
désorption recombinative entre les atomes d'hydrogène. Le phénomène est illustré à

la figure 1.3 :

0 Soufre

alcanethiol

Hydrogène

Carbone

l
<^ ^ ^
^ ^c^

t/

L »
^'

•¥

Physisorption (126 kJ/mol) ^^^ Chimisorption
-29 kJ/mol

Figure 1.3 Phénomène d'adsorption des thiols sur une surface d'or

u

La méthode de fabrication des SAMs est relativement simple. On prépare

tout d'abord une solution de thiol. Par la suite, on laisse incuber des plaquettes d'or
dans cette solution pour une période de temps variant entre 18 et 24 heures, de
manière à obtenir une couche la mieux organisée possible24. Au cours de ce projet,
on favorisera cette méthode de fabrication de surface par rapport à des surfaces de
polymères pour sa rapidité et sa facilité d'exécution et ses résultats spectaculaires au
niveau de l'organisation moléculaire. De plus, sa spécificité chimique possible et sa
densité moléculaire importante occasionnée lors de la formation de la monocouche
sont des avantages à ne pas négliger '29.
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0 1.3 SPECTROSCOPIE DE RÉSONANCE DES PLASMONS DE SURFACE

Le phénomène des plasmons fut découvert il y a bien longtemps. En effet,
Wood30 fut l'un des premiers à observer expérimentalement ce concept au début du
}0feme siècle. Ce n'est cependant que cinquante ans plus tard, soit en 1957, que les
premiers résultats associés auxplasmons de volume et de surface furent publiés, par
Ritchie et al31. Les premiers travaux portant sur la résonance des plasmons de
surface relatifs aux films minces furent publiés en 197 632. Par la suite, grâce aux
recherches associées aux bio-capteurs , cette technique s'est répandue rapidement

et est devenue disponible commercialement. Dans le cadre de l'étude d'adsorption

des protéines, la SPR devient très utile pour observer la cinétique de l'adhésion et

par le fait même, les changements de conformations. De plus, elle permet d'obtenir

l'épaisseur des protéines adsorbées.

Un plasmon de surface est une onde évanescente dont le champ électrique est

maximum à l'interface de deux médias. De plus, le champ électrique de ce dernier

diminue exponentiellement avec la distance par rapport à l'interface. On peut donc

considérer que le plasmon de surface se propage à une interface selon un mode

électromagnétique couplé à une onde de densité de charge de surface. Des

explications plus élaborées sur la nature des plasmons ainsi que leur propagation

sont présentées à l'annexe l.

La spectroscopie de résonance des plasmons de surface (SPR) consiste en

une excitation des plasmons de surface à une interface métal-di électrique à l'aide

d'une onde électromagnétique (i.e. faisceau laser polarisé-p). Ainsi, la SPR permet

de caractériser l'épaisseur, l'indice de réfraction réel et le coefficient d'adsorption du
métal (ex. : or, argent ou cuivre) ainsi que de la couche diélectrique adjacente .
Cette dernière peut être une monocouche auto-assemblée, une bicouche lipidique, un

34film de polymère, etcj't.
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Lorsque l'angle de la lumière incidente arrive à une valeur précise, on

observe une diminution rapide de l'intensité du faisceau laser, jusqu'à l'obtention

d'un minimum, qu'on appelle angle de couplage 9c. Ce minimum correspond à

l'excitation des plasmons de surface. On peut caractériser les différents paramètres

énumérés ci-haut à partir du déplacement de l'angle de couplage selon l'équation
suivante :

A9c(/t)= CiAn(2) + CzAd [l]

Comme le montre cette équation, l'angle de couplage (9) varie

proportionnellement selon l'indice de réfraction (An) et l'épaisseur moyenne de la

couche déposée (Ad). De plus, À, est la longueur d'onde utilisée et Ci et €2 sont des

constantes déterminées à partir de la modulation de Fresnel.

Il existe plusieurs méthodes de couplage, mais deux sont plus populaires.

Elles ont été proposées respectivement par Otto et par Kretschmann37 et ces
méthodes portent aujourd'hui leurs noms. Dans la conformation de Kretschmann,

soit celle utilisée au cours de ce projet, les plasmons sont excités par une onde

évanescente générée par réflexion totale interne de la lumière incidente dans un

prisme de verre. Cette onde évanescente pénètre le film métallique qui est à la

surface du prisme. Ce film métallique agit comme un résonateur qui est conduit par

le champ électrique des photons incidents. Ce champ induit des plasmons de surface

à l'interface métal-diélectrique.

u

Dans cette conformation, les photons ne sont pas couplés à l'interface métal-

diélectrique mais plutôt via une traînée de lumière évanescente qui provient de la

lumière ayant subit une réflexion totale interne. Celle-ci possède un vecteur d'onde

plus grand que celui de l'onde dans l'air et peut ainsi se coupler aux plasmons de

surface. C'est donc en choisissant un angle d'incidence approprié que les plasmons

de surface sont obtenus. On peut ajouter que seule une lumière polarisée

parallèlement au plan de la surface métallique peut exciter des plasmons de surface.
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Il est possible d'obtenir deux formes de spectres SPR, soit celui de la

réflectance en fonction de l'angle d'incidence ou alors, en fonction de la longueur

d'onde. Pour un spectre à une fréquence d'onde incidente fixe, on a un minimum

d'intensité lumineuse à un maximum de couplage entre la lumière incidente et les

plasmons de surface. On a donc à ces paramètres précis une absorption maximale de

lumière. L'angle d'incidence auquel est associé ce maximum de couplage est donc

très important puisqu'il est très dépendant de l'indice de réfraction et de l'épaisseur

des médias présents. Par contre, lorsqu'on garde l'angle d'incidence fixe et que la

fréquence de l'onde varie, les valeurs des constantes diélectriques et des médias sont

modifiées. Cependant, on retrouve à un certain point que la condition de résonance

est satisfaite et que la lumière incidente est absorbée.

Tel que mentionné précédemment, les spectres SPR de réflectance en

fonction de l'angle de couplage peuvent donner des informations relatives à trois

paramètres : la position angulaire, qui donne de l'information sur l'épaisseur du

métal (t) et de la couche diélectrique, la largeur angulaire, qui donne plutôt de

l'information sur les indicés de réfraction réels (n) et finalement, la profondeur de

résonance, qui caractérise plutôt le coefficient d'absorption (k).

Lorsqu'on veut étudier les paramètres n, k et t de n'importe quelle couche

diélectrique, il faut cependant détenniner auparavant n, k et t pour le métal seul. On

peut aujourd'hui le faire par simulation (analyses de Fresnel). Enfin, il faut

mentionner que la position angulaire et la forme de la courbe de résonance sont très

sensibles aux propriétés optiques du film métallique et du médium adjacent à la

surface métallique. En général, plus on augmente l'épaisseur de la couche

diélectrique, plus l'angle est déplacé. Ceci permet de suivre en temps réel divers

processus d'adsorption de molécules à la surface du métal.

u
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On peut suivre la cinétique des processus d'adsorption de deux manières.
Tout d'abord, on peut suivre le déplacement de l'angle de couplage en fonction du
temps (Figure 1.5A). Cette méthode est certainement la plus connue et la plus
utilisée. On peut aussi prendre un point précis de la courbe SPR et suivre ce point en
fonction du temps (Figure 1.5B). On fera alors une cinétique en fonction de la
réflectivité à un angle d'incidence fixe. Cette méthode est cependant moins utilisée,
due aux fluctuations d'intensité du laser.

1,0-]

0,8-}

0,6-j

^ 0,4-1

l
0,2-j

0,0-1

Angle de réflexion totale mtemeç

Angle de couplage 9c

46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66

Angle

Figure 1.4 Schéma d'une courbe SPR (i.e. réflectivité en fonction de l'angle
d'incidence).

u
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Figure 1.5 Cinétique d'adsorption A. en fonction de l'angle de couplage et B. en
fonction de la réflectivité.

Cette technique spectroscopique en est done une particulièrement sensible,

donc performante. Comme elle est ta'es sensible au changement de l'indice de
réfraction des médias présents, l'adsorption de molécules à la surface du mince film
métallique ou des changements conformationnels de molécules déjà présentes sur ce

même film peuvent être détectés. Donc, on peut utiliser cette technique pow étudier
in situ des réactions chimiques et physiques qui ont lieu sur diverses interfaces
métalliques. De plus, elle permet de mesurer en temps réel, sans aucun marquage
chimique, la détection, la dynamique et les changements stmcturaux se produisant
au cours d'interactions biomoléculaires à l'interface métal/solution sans l'influence

de la sous-phase. Il s'agit là d'un des principaux avantages de cette technique.

(J
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n 1.4 MlCROSCOPIE À FORCE ATOMIQUE

Le domaine de la microscopie s'est surtout développé au cours du siècle

dernier grace à l'essor spectaculaire de la recherche scientifique et du désir de voir
toujours plus petit. En effet, la communauté scientifique cherchait un moyen pour

dépasser la limite imposée par la diffraction de la lumière (~2pm). On a donc

assisté à l'apparition des microscopes électroniques à balayage ainsi qu 'à celle des

microscopes électroniques à transmission dans les années 1930-1940. En 1981,

Binning et Rohrer ont permis d'atteindre une résolution atomique en imagerie grâce
à leur microscope à effet tunnel (scanning tunnelling microscopy)3 . Cette méthode
nécessitant des échantillons conducteurs, ces deux mêmes chercheurs introduisirent

sur le marché en 1986 le microscope à force atomique qui ne possède pas ce
facteur limitant. Cette dernière est couramment utilisée dans le cadre de l'étude de

la morphologie des surfaces et permet de déterminer de nombreuses caractéristiques

en regard de cette dernière. Plus précisément, dans le cadre de la présente étude, la

microscopic AFM permet d'étudier les structures adoptées par le collagène sur

différentes surfaces. Déplus, elle permet de vérifier si le collagène est dénaturé.

La microscopie à force aton-iique (AFM) consiste à balayer une surface à

l'aide d'une sonde, en l'occurrence une pointe dont le bout possède un diamètre plus

petit que 100 À. Cette pointe est située à l'extrémité d'un microlevier mou qui peut
être long de 100-200 pm. Les forces occasionnées par l'interaction entre cette sonde
et l'échantillon (ex. : forces de Van der Waals, électrostatiques et capillaires)

engendrent une deflection du microlevier. Ces deflections sont mesurées par un

photodétecteur, au fur et à mesure que la sonde balaye l'échantillon, et permettent à

l'ordinateur de générer une carte de la topographie de la surface. Un schéma d'un

AFM est présenté à la Figure 1.640.

<J

En regardant de plus près le système de détection de l'appareil, on remarque

que la plupart des AFM détectent la position du microlevier grâce à des techniques

optiques. Un laser est en effet réfléchi sur le dos du microlevier, pour ensuite
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atteindre un photodétecteiir sensible à la position. Lorsque le microlevier subit une

deflection, la position du laser sur le détecteur change et on mesure ainsi, par

exemple, les changements de topographie. Un schéma explicatif est présenté à la

Figure 1.7. Il existe d'autres systèmes de détection, comme l'utilisation d'un

matériau piézo-résistif comme composante de microlevier. Cette méthode ne

nécessite pas de laser et de photodétecteur mais reste beaucoup plus rare et peu

utilisée puisqu'elle est moins sensible.

Système de deflection
-l

laser\ r~~^'

^
vier et
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Scanner

piézo-électrique|

0-

0

Système de feedback
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Contrôle de l'ordinateur

Figure 1.6 Schéma d'un système AFM.
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(J
Figure 1.7 Fonctionnement général d'un photodétecteur.
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Le scanner pennet de déterminer la surface analysée. Il est composé de

piézo-électriques (un piézo-électrique pour chacune des trois dimensions X, Y et Z),

qui s'allongent ou se contractent proportionnellement au voltage appliqué. Ceux-ci

sont indépendants les uns des autres. Dans certains cas, la sonde repose sur le

système piézo-électrique, et l'échantillon reste immobile, mais pour l'appareil utilisé

dans le cadre de ce projet, c'est plutôt l'échantillon qui repose sur le système piézo-

électrique et la sonde qui reste immobile.

On retrouve sur le marché plusieurs types de pointes AFM, chacune ayant

des caractéristiques particulières. Certaines possèdent une constante de force petite

et d'autres, une constante plus grande, tout dépendant de l'utilisation qu'on en fait. En

effet, une pointe utilisée en mode contact (nous y reviendrons ultérieurement)

nécessite un microlevier plus "mou" (constante de force 0,06-0,58 N/m), puisqu'il
subira des deflections importantes. Cependant, une pointe utilisée en mode

tapping demande un microlevier plus rigide (~ 40 N/m) pour pouvoir vibrer à des
fréquences de résonance élevées (~300 kHz).

Il existe plusieurs modes d'imagerie en AFM. Cependant, nous présenterons

seulement les modes qui ont été utilisés au cours des diverses manipulations

relatives à ce projet.

MODE CONTACT

(J

Le mode contact en AFM, aussi connu sous le nom de mode répulsif,

provient d'un contact physique entre la pointe et l'échantillon. Ainsi, le scanner fait

bouger l'échantillon de manière à ce que la pointe touche toute la surface étudiée, le

microlevier subissant des changements de deflection dont on tire une topographie.

Pour mieux comprendre le phénomène, on peut regarder la courbe de Van der Waals
présentée à la Figure 1.8 .
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Force Force répulsive

Contact intermittent

contact Distance pointe-échantillon
^

non-contact

u
Force attractive

Figure 1.8 Courbe de Van der Waals.

Sur la Figure 1.8, on voit que plus on se situe dans la portion de droite de la

courbe, plus on est loin de la surface. On peut dire que l'axe des ordonnées

représente la surface, et la courbe, la distance entre la pointe et cette surface.

Lorsqu'on s'approche de celle-ci, de faibles forces d'attraction attirent la pointe vers

l'échantillon. Plus on approche, plus ces forces deviennent importantes, jusqu'à ce

que les atomes de la pointe soient si près de ceux de l'échantillon qu'ils commencent

à se repousser électrostatiquement. Plus la distance diminue, plus cette répulsion

électrostatique devient importante au détriment des forces attractives. A un point

précis, les forces attractives et répulsives deviennent égales et s'annulent donc. Ceci

arrive lorsque la pointe est à une distance de quelques angstroms de la surface.

Enfin, lorsque les forces Van der Waals deviennent seulement positives, la pointe est

en contact avec l ' échantillon4 . Ces forces modifient la deflection du microlevier et

permettent d'obtenir une topographie de la surface.

u
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MODE FRICTION

La microscopie en mode friction (LFM, lateral force microscopy) mesure les

deflections latérales d'un microlevier lorsque celui-ci subit des forces qui sont

parallèles au plan de la surface. Un schéma est présenté à la Figure 1.9. Ce type de

microscopie est utile pour imager des surfaces qui possèdent des inhomogénéités

chimiques ou viscoélastiques ou tout simplement pour apporter des informations

supplémentaires à une image prise en topographie40.

A.

A

B

Composante
verticale

B.

Information sur la topographie de surface

— Composante horizontale

Composante
verticale

Information sur la friction de surface

Figure 1.9 Mesure sur le photodétecteur prise en A. Mode AFM et B. Mode
LFM.

s

^
^J^

u

Les deflections latérales du microlevier peuvent provenir de deux causes.

Tout d'abord, on observe une deflection latérale lorsque la surface change de

composition chimique ou moléculaire. Ceci amène un changement de fi-iction entre

la pointe et l'échantillon et donc une défonnation du microlevier. Ensuite, on peut

observer le phénomène de deflection latérale lorsque la pente de l'échantillon
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change. Ces deux situations sont présentées à la Figure 1.10. L'enregistrement

simultané de la deflection verticale et latérale du microlevier donne donc un portrait

plus complet d'une surface.

A.

-V-
J.

Matériau différent

Signal LFM

B.

^^ K'3.

l l

Signal LFM

Figure 1.10 Changement de fi-iction A. en fonction de la composition chimique et

B. en fonction de la pente de l'échantillon.

u
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1.5 SPECTROSCOPIE INFRAROUGE DE RÉFLEXION ABSORPTION PAR

MODULATION DE POLARISATION

La spectroscopie infrarouge possède de multiples applications visant à

identifier des molécules ou caractériser leurs vibrations squelettiques ou

moléculaires. Dans le cas des films minces sur l'or ou sur l'eau, on utilise un mode

de réflexion absorption par modulation de polarisation (PM-IRRAS). La technique
IRRAS a été développée à la fin des années soixante par Greenler42. Par la suite,
Nafie et al. ont développé la technique de modulation de polarisation qui a été
ajoutée par Golden et al.45 au système IRRAS déjà existant. Cet ajout permit de
dépasser les limites de détection liées à l'IRRAS et donc d'en augmenter la
sensibilité. Aujourd'hui, le PM-IRRAS est couramment utilisé dans le cas de couches

^46 .47 ..45Langmuir-Blodgetf, de films minces" et de molécules adsorbées surl'or'tj.

En IRRAS, l'absorption de la radiation infrarouge due aux vibrations des
molécules à la surface d'un métal est mesurée après ime réflexion sur celui-ci. Un

spectre de réflexion de la couche adsorbée sur le métal peut donc être obtenu à
partir de la mesure directe de la perte de réflexion correspondant aux longueurs
d'ondes des bandes d'absorption. L'absorption de la radiation infrarouge dans un tel
système est améliorée lorsqu'on travaille à des angles d'incidence élevés. De plus,

elle n'est effective que si on utilise une radiation polarisée-p. L'origine de ce
phénomène est illustré à la Figure l. 1148'49.

En',p4.

7,

.-r

^
E,'p

^ES
E,'s x

u

Figure 1.11 Vecteurs électriques incidents et réfléchis pour une radiation
polarisée-p et polarisée-s sur une surface métallique.
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On remarque sur la Figure 1.11 que la radiation polarisée-s est dans le plan

parallèle à la surface métallique, Conséquemment, cette radiation ne peut pas

interagir avec les dipôles présents à la surface. D'autre part, on observe que la

polarisation-p subit un changement de phase largement influencé par l'angle

d'incidence du faisceau radiatif. Ainsi un angle rasant du faisceau incident permet

d'augmenter de presque du double la résultante électrique Epi, perpendiculaire à la
surface. De cette manière la composante p peut interagir fortement avec les
molécules adsorbées à la surface du métal .

Le principe de base du PM-IRRAS repose sur le couplage d'un système

IRRAS avec un modulateur photoélastique (PEM, photoelastic modulator) . De
cette manière, le PM-IRRAS conserve les caractéristiques de l'IRRAS, mais

augmente la sensibilité du système tout en permettant d'effectuer des expériences in

situ. Cette composante permet la modulation rapide de la polarisation du faisceau

incident entre la polarisation-p et la polarisation-s . Cependant, la règle de sélection
associée à ce système dicte que seules les vibrations perpendiculaires à la surface

contribuent au signal enregistré. Le principal avantage de ce couplage repose sur le

fait que la polarisation-s permet ici d'utiliser l'échantillon comme référence. Ainsi,
aucune autre référence n'est nécessaire.

Généralement, un amplificateur lock-in est nécessaire pour extraire les

interférogrammes différentiels du signal détecté . Il est utilisé pour le filtrage et la
démodulation avant le traitement mathématique de l'intensité détectée, afin d'obtenir

les signaux (Rp-Rs)et (Rp+Rs). Le signal de réflectivité différentielle est normalisé

selon l'equation suivante :

M_ -^)
R -(Rp+Rs)

[2]

u
Comme les composantes p et s, modulées à haute fréquence, sont

généralement déphasées l'une de l'autre, le lock-in est utilisé pour enregistrer les
deux signaux. Cependant, dans le cas présent, on remplace le lock-in par un système
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d'acquisition haute vitesse à canaux multiples, qui utilise un logiciel déterminant les

deux composantes p et s.

Lorsqu'on effectue une expérience en modulation de polarisation, le faisceau

est tout d'abord dévié vers l'extérieur du spectromètre par un miroir, pour converger

vers l'échantillon. Le faisceau est ensuite polarisé par un polariseur à grille en ZnSe

et passe à travers le PEM en ZnSe. L'application d'une tension sinusoïdale

Vocos(wmt) sur ce dispositif, permet de moduler la polarisation du faisceau à une

fréquence fixe 2fm (avec fm=Wm/2p= 37 kHz) entre un état linéaire-p et un état

extrême généralement elliptique qui peut être linéaire-s pour des nombres d'onde

particuliers (réglage en ajustant Vo) . Ensuite, le faisceau est réfléchi sur
l'échantillon selon un angle d'incidence presque rasant (~ 85°). Finalement, le

faisceau réfléchi est focalisé par une autre lentille en ZnSe sur la surface active d'un

détecteur infrarouge cryogénique MCT (mercure-cadmium-tellure) refroidi à l'azote

liquide. La figure 1.12 présente un schéma d'un système PM-IRRAS tiré de la

littérature .

Lorsqu'on effectue le traitement numérique du signal provenant du PM-
IRRAS, il y a différentes étapes à suivre en vue de l'obtention du spectre final. Tout

d'abord, les deux interférogrammes correspondants à (Rp+Rg) et (Rp-Rs)J2((t>o)

résultent d'une moyenne effectuée sur le nombre de balayages du miroir mobile. On

calcule leurs transfonnées de Fourier respectives pour obtenir les spectres

caractéristiques de (Rp+Rs) et (Rp-Rs)J2((|)o). Ensuite, on procède au calcul de leur

rapport pour arriver à un spectre proportionnel à :

(Rp-Rs)
(Rp+Rs)

J^) [3]

u

Il faut mentionner que le spectre expérimental obtenu diffère du spectre de

réflectivité différentiel recherché (équation [1]) par la fonction de Bessel ^(.^o)-

Celle-ci dépend du réglage du modulateur photoélastique et peut être éliminée par la

modélisation mathématique.
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SURVOL DU MÉMOIRE

Les résultats obtenus ont été divisés en deux parties distinctes. Celles-

ci sont cependant précédées d'une courte partie expérimentale, qu'on

retrouve au chapitre 2.

Le chapitre 3 présente les résultats associés à la caractérisation des

SAMs utilisées au cours de ce projet. On a voulu vérifier la qualité de ces

dernières. Les résultats obtenus en SPR et en PM-IEURAS sont développés

successivement. La section sur la SPR présente tout d'abord les courbes de

cinétique d'absorption des thiols sur l'or, suivie de l'épaisseur mesurée des

différentes SAMs. Celle sur le PM-IRRAS présente l'attribution des bandes

retrouvées sur les spectres des SAMs.

Le chapitre 4 est divisé en 5 sections. Tout d'abord l'adhésion du

collagène sur une SAM de Cl 6 est présentée. La section 2 porte sur

1'influence de la longueur de la chaîne de l'alcanethiol sur l'adhésion du

collagène alors que la section 3 vérifie plutôt l'influence de la terminaison

chimique de la SAM sur l'adhésion de la protéine. Ces trois sections

montrent des résultats obtenus en SPR et en AFM. On retrouve à la section 4

une analyse PM-IRRA.S de toutes les situations étudiées dans les trois

premières sections. Enfin, il est possible d'apprécier à la section 5 certains

résultats relatifs à l'adhésion préférentielle du collagène sur une surface

micro-stmcturée obtenue à l'aide d'impressions par micro-contact. (f^CP).

u

Ces résultats ont permis de déterminer quelles SAMs peuvent être

utilisées en vue de contrôler et de diriger l'assemblage du collagène en

stmctures bien définies.
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0 CHAPITRE 2

PARTIE EXPÉRIMENTALE

2.1 PREPARATION DES COUCHES D' OR

Les surfaces d'or ont été préparées selon deux protocoles différents,

dépendant de leur application. Elles ont été préparées à l'aide d'un évaporateur

thermique (Modèle VE90, Thermionics Laboratory Inc., Hayward, ÇA) possédant

une pompe turbomoléculaire ainsi qu'un système permettant de mesurer l'épaisseur

du film déposé (quartz crystal).

Les lames de verre BKy (Fisherbrand) préalablement coupées selon les

grandeurs désirées ont tout d'abord été lavées à l'éthanol anhydre chaud. La

première étape de l'évaporation est la déposition d'une mince couche de titane à une

pression de 9,8 x 10'8 Ton- (5 nm, vitesse : 0,3-0,4 Â/s) (Plasmaterials, 99,995%)
pour favoriser l'adhésion de l'or. L'or (Plasmaterials, 99,99%) est ensuite déposé

selon une épaisseur de 100 nm à une pression de 1,1 x 10-7 Ton- (vitesse : 1,1 Â/s).

Si les surfaces d'or fraîchement préparées sur des surfaces de lame de

microscope ne sont pas utilisées immédiatement, elles peuvent être gardées dans de

l'éthanol anhydre. Cette mesure permet de limiter le contact entre l'or et l'air

ambiant, ce qui diminue la contamination de la surface de l'or. Cependant, malgré

cette procédure, il est nécessaire, lorsque vient le temps d'utiliser les surfaces d'or,

de procéder au traitement «piranha». Ce traitement consiste à tremper les lames

recouvertes d'or dans une solution 3 :7 (vol/vol) HzOi 30 %/H2S04 concentré.

(Attention! La solution pirahna réagit violemment avec de nombreux produits

organiques et doit être utilisée avec précautions.) On trempe donc les lames dans

cette solution durant 30 secondes pour ensuite les rincer généreusement à l'eau de

qualité MilliQ (18,2 MQ.cm). Lorsque ce traitement est effectué, il faut

immédiatement passer à l'étape suivante, sans attente supplémentaire.

u
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Avant de procéder à l'evaporation sur les lames de verre LaSFN9 (Schott

Glass, Allemagne), celles-ci doivent être nettoyées selon un protocole précis. Elles

sont tout d'abord déposées dans un récipient en verre rempli d'une solution

d'Helmanex 2% (Hellma© Canada, savon spécial pour les composantes en quartz),

qui est placé dans le bain à ultrasons pour 5 minutes. Elles sont ensuite rincées 12

fois à l'eau MilliQ. Le récipient est rempli une seconde fois, mais avec de l'eau

MilliQ. On le replace dans le bain à ultrasons pour 5 minutes. Après, les lames sont

rincées encore 6 fois à l'eau MilliQ, puis conditionnées à l'éthanol anhydre. Enfin,

elles sont placées une dernière fois pour 5 minutes dans le bain à ultrasons dans

l'éthanol anhydre. On garde les lames dans l'éthanol anhydre jusqu'à leur utilisation.

Le protocole d'evaporation sur des lames en LaSFNç, spécifiques à la

technique SPR, diffère de celui pour les lames de verre ordinaires. En effet, étant

donné le coût très élevé de ces lames, on préfère évaporer seulement l'or, sans

couche intermédiaire de titane, afin de pouvoir facilement enlever la couche d'or

pour les réutiliser. La sensibilité de la spectroscopie SPR étant limitée par

l'épaisseur de la couche de métal, on préfère ici ne déposer qu'environ 46-50 nm

d'or (vitesse : 1,1 Â/s). De plus, ces surfaces doivent être utilisées dès leur

preparation, sans quoi, leur réactivité diminue trop pour les expériences effectuées.

2.2 FORMATION DES SAMS

La fonnation de SAMs nécessite la préparation de solutions de thiols de

concentration l mM. Le thiol (solide ou liquide, dépendant du type de thiol utilisé)

est dissout dans un mélange l : 4 (vol/vol) tétrahydrofuranne (THF, BDH, 99%) /

éthanol anhydre, pour les lames de microscopes ou seulement dans l'éthanol anhydre

chaud pour les lames en LaSFNç". Le premier mélange permet d'éliminer les

problèmes de dissolution occasionnés par certains thiols. Toutefois, on réussit à bien

dissoudre ces mêmes thiols dans l'éthanol anhydre chaud.

* La raison ici étant de faciliter la modélisation en terme de l'indice de réfraction du solvant
permettant l'interpretation des résultats obtenus en SPR. En effet, il est plus facile de modéliser un
solvant plutôt qu'un mélange de solvants.
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Une fois les solutions prêtes, les lames d'or sont placées dans les solutions de

thiols, pour une période d'incubation de 18 à 24 heures. Cette longue période

d'incubation pennet d'obtenir une meilleure organisation des molécules de thiols à la

surface d'or. Elles acquièrent une conformation plus compacte et mieux

orientée. Lorsque les lames fonctionnalisées sont prêtes, on les rince abondamment à

l'éthanol anhydre, puis on les sèche avec un jet d'azote gazeux (Praxair, 4.8 ou 5.0

UHF).

Quelques thiols utilisés dans cette étude ont été synthétisés antérieurement.

On parle ici de l'hexadecanethiol (Cl 6) et du 1-mercapto-hexadecanoic acid (Cl 5-

COOH). Cependant, l'octanethiol (C8, 98%),) le 1-mercapto-undecanoic acid (C10-

COOH, 95%), le 1-mercapto-undecane (Cil, 98%), le 1-mercapto-undecanol (Cl 1-

OH, 97%), et l'octadecanethiol (Cl 8, 98%) ont tous été achetés chez Sigma-Aldrich.

Ils ont tous été utilisés tels que reçus.

2.3 ADHÉSION DU COLLAGÈNE

L'adhésion du collagène sur l'or doit se faire selon les conditions

physiologiques pour respecter l'esprit de ce projet. Ainsi, on travaille dans une
solution légèrement acidifiée, donc à pH 6,81 et à 37 °C. De plus, en attendant de

procéder à l'adhésion du collagène sur l'or, les solutions sont gardées à 4 °C.

(J

La première étape consiste à dissoudre le collagène de type I (Collagen Type

I from calfskin, acide soluble (monomer), Sigma Aldrich) dans une solution d'acide

acétique 0,01 M de manière à obtenir une solution de collagène de 0,4 mg/mL. Pour
ce faire, 0,006 g de collagène solide sont dissous dans 15 mL d'acide acétique

0,01 M. La dissolution se fait à4 °C : la solution de collagène, placée dans un bain de

glace, est agitée à l'aide d'une plaque agitatrice. Par la suite, la solution est
réfrigérée, jusqu'au moment de son utilisation. Les solutions doivent être utilisées la

journée même de leur fabrication.
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Enfin, une solution-tampon de phosphate Na2HPÛ4 (Fischer) (0,4 M) /

KH2PÛ4 (Anachemia) (0,4 M) doit être préparée de manière à obtenir un pH de

6,81. Pour ce faire, la masse nécessaire de sel pour chacune des deux solutions

constitutives du tampon est dissoute dans de l'eau milliQ. Par la suite, on ajoute la

solution monobasique, le Na2HPÛ4, à la solution dibasique, le KJÏ2P04, en suivant le

pH à l'aide d'un pH-mètre, ce dernier ayant été calibré au préalable à l'aide de

tampons de pH 4 et 7. Cette solution est réfrigérée en attendant son utilisation. Elle

doit être utilisée la journée même de sa fabrication.

Lorsqu'on veut procéder à l'incubation des SAMs dans la solution de

collagène, les lames sont placées dans un système thermostaté (37°C) et on verse la

solution de collagène et la solution-tampon (proportion 1:1 (vol/vol)) dans le

système. Dans le cas présent, on a laissé les SAMs dans la solution de collagène

pendant différents temps d'incubation. Pour les expériences effectuées en SPR, on

utilise les mêmes deux solutions, qu'on mélange ensemble (l : l(vol/vol))

immédiatement avant de les injecter dans la cellule expérimentale.

2.4 MICRO-CONTACT PRINTING

La technique de micro-contact printing (|J,CP) a été développée par

Whitesides et al au cours de la dernière décennie; elle permet d'obtenir différentes
terminaisons chimiques selon des patrons définis sur une même surface. C'est donc

une méthode très utile pour étudier la spécificité d'adhésion de molécules en

presence de deux différentes surfaces.

(J

Un moule en polydiméthylsiloxane (PDMS, Sylgard, Silicone Elastomer 184

kit) est d'abord préparé en déposant le polymère sur un patron en silicium préparé

par microlithographie. On laisse le polymère figer et on obtient ainsi un moule. Le

patron utilise ici a été fourni par le groupe de recherche de Whitesides.
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0 Le moule doit être rmcé avant chaque utiïisation. Sa surface est aspergée

d'éthanol anhydre, puis asséchée à l'aide d'un jet d'azote. La Figure 2.1 présente les

étapes nécessaires à l'obtention d'une surface |^CP. Ainsi, une goutte du premier thiol

(ImM dans EtOH anhydre) est déposée sur le PDMS et laissée pendant 30 secondes.

Cette surface est asséchée immédiatement après à l'aide d'un jet d'azote, pendant 10

secondes. Après, le PDMS possédant les thiols est déposé sur la surface d'or

fi'aîchement préparée pendant 30 secondes. Il est ensuite enlevé rapidement, d'un

coup sec. Enfin, la surface d'or possédant ce premier thiol est placée dans la solution

contenant le second thiol pour line heure. À la fin de ces manipulations, une surface
possédant différentes zones chimiquement spécifiques est prête à être utilisée. EUe
peut être utilisée immédiatement après, mais il est aussi possible de s'en servir dans

les trois semâmes suivant sa fabrication. Il existe différents patroiis disponibles

commercialement. Cependant, dans le cadre de ce projet, nous avons toujours utilisé

le même moule, soit des cercles de 10 p,m de diamètre séparé entre eux par 10 ^im.

l- .^Ç^olutionlyg^
 *'1

ç2.

moule PDMS

mouleJpDMS
Ir • i TiffinNBn ^-..,..-J

rus

4.

3.

SAM #2 SAM #1
ft + t t

substra

AM #1

î
^,

Figure 2.1 Etapes nécessau-es à l'obtention d'une surface ^iCP

u
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2.5 EXPERIENCES SPR

L'appareil utilisé, un spectromètre de résonance des plasmons de surfaces

(Resonant Probes GmbH, Allemagne), est schematise à la Figure 2.2.

.;:::»;;: Détecteur

focaliseur (lentille) —^

Beam chopper Polanseur Diaphragmes

^Laser HeNe
Atténuateur de Goniomèllre
puissance double

<-
Bras d'illumination

->_
Contrôleur du

gomoniètre

Ordinateur

Bras de
détection

Ainplificateur
Lock-in

T

Figure 2.2 Schéma du spectromètre SPR de Résonant Probes GmbH.

u

Le système est constitué d'un laser HeNe (JDS Uniphase) (À, = 632,8 nm). Le

faisceau incident engendré par cette source monochromatique passe tout d'abord par

un interrupteur de faisceau (Perkin Elmer Instruments, Modèle 651.1) fixé à une

fi-équence de 1007 Hz. Ce dernier est suivi d'un atténuateur de puissance (Owis),

d'un polariseur en p (Owis) et d'un diaphragme (Owis). L'interrupteur de faisceau

est relié à l'amplificateur lock-m (Modèle 5210, EG&G), lui-même relié à

l'ordinateur de contrôle. Par la suite, le faisceau incident lïappe le prisme (LaSES[9,

n=l,845), passe dans la cellule d'analyse, (montée sur un goniomètre double qui

relié à l'ordinateur par un contrôleur) et est réfléchi vers un second diaphragme

(Owis) couplé à un focaliseur (Owis). Enfin, le faisceau réfléchi frappe un

photodétecteur. Ce dernier est relié à l'amplificateur lock-m, qui redirige le signal

vers l'ordinateur.
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0 2.5.1 Preparation de la cellule

La première étape en spectroscopie SPR consiste à préparer la cellule

analytique, illustrée à la Figure 2.3. Tout d'abord, une lame de verre (lame de

microscope BKy, Fisherbrand) est déposée sur le montage. Cette lame aura été

nettoyée au préalable avec de l'éthanol ou de l'iso-propanol, puis séchée à l'aide

d'un jet d'azote. La cellule expérimentale en teflon est ensuite déposée par-dessus la

lame de microscope. Cette dernière aura tout d'abord été nettoyée à l'éthanol

anhydre, dans un bam à ultrasons (5 minutes), rincée à l'éthanol anhydre puis séchée

avec un jet d'azote. Advenant le cas que de l'or provenant d'une expérience

précédente soit collé sur la cellule, il serait possible de l'enlever à l'aide d'un papier

à faible peluchage (KimwipeO) imbibé d'iso-propanol.

Lame de microscope

Cellule en teflon

Prisme en LaSFNç

Lame en LaSFN9, Au
& huUe index match

Support à cellule

u Figure 2.3 Schéma de la ceUule SPR
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La lame de LaSFN9 est ensuite déposée sur la cellule en teflon, l'or face à la

cellule. De l'autre côté de cette lame, une goutte d'huile index match de 1,7000

d'indicé de réfraction est déposée, finalement suivie du prisme en LaSFNç. Il est

important d'éliminer toute bulle d'air possible entre la lame et le prisme. Enfin, les

tubes en teflon par lesquels circuleront les solvants dans la cellule (lavés eux aussi à

l'éthanol anhydre) sont insérés dans les trous prévus à cet effet sur la cellule en

téflon. A ce point, la cellule est prête à être utilisée.

2.5.2 Expérien ces SPR

Avant de commencer les expériences proprement dites, le système doit être

minutieusement aligné. Cet alignement se fait en deux étapes : tout d'abord le bras

de détection est aligné à 45° et ensuite, le bras d'illumination à 90° (en alignant les

réflexions du laser sur le centre du diaphragme situé sur le bras de détection ou sur le

bras d'illumination). Cet alignement est nécessaire pour définir l'angle d'incidence

de 45° et la position du détecteur à 90° par rapport à l'angle d'incidence de 45°.

u

Ensuite, il est possible de procéder aux diverses expériences. Elles se font

toujours de la même manière, lorsqu'il s'agit d'expériences en cinétique, comme

dans le cas présent. Tout d'abord, une courbe SPR de la surface est effectuée, à

1'aide de laquelle on détermine l'angle de couplage. L'appareil est ensuite positionné

à cet angle de couplage, et la cinétique est débutée. Après quelques minutes de

stabilisation, le produit dont on veut suivre la cinétique est injecté et des mesures

sont prises durant le temps voulu. Lorsqu'on veut terminer une cinétique, on injecté

un solvant dans la cellule, qui arrête la réaction d'adsorption, et on attend encore que

le système se stabilise. Enfin, une seconde courbe SPR est prise pour trouver encore

une fois l'angle de couplage. Celui-ci aura changé de position si une adsorption a été

observée au cours de la réaction de cinétique. Lorsque l'expérience est terminée, la

cellule peut être enlevée du système expérimental, démontée et nettoyée.

L'échantillon peut être conservé pour des analyses ultérieures telles que l'AFM ou

l'infrarouge.
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2.5.3 Modélisation de Fresnel

L'épaisseur des couches adsorbées ou encore le changement de l'indice de

réfraction (partie réelle) occasionné par le changement de surface peuvent être

obtenus par la modélisation de Fresnel.

La modélisation de Fresnel est calculée à partir d'un logiciel associé à

l'appareil acheté. C'est un système de modélisation en étapes qui fonctionne par
iterations mathématiques. On doit modéliser notre système expérimental de manière

à caractériser chacune des couches l'une après l'autre. Ainsi, il est nécessaire de

considérer certains paramètres comme étant des constantes, et ne modifier qu'un

seul paramètre à la fois. Dans le cas qui nous intéressé, on cherche à obtenir les

épaisseurs des différentes couches constituant notre système. On doit donc connaître

ou approximer les valeurs relatives aux constantes diélectriques, à savoir s' et s"

(respectivement les parties réelle et imaginaire). Ces données sont présentées dans

les résultats relatifs à chaque épaisseur mesurée.

2.6 ANALYSES AFM

Toutes les analyses de ce projet ont été effectuées dans l'air sur un

microscope à force atomique AutoProbe Research CP, (ThermoMicroscopes,

Sunnyvale, ÇA), en mode contact ou en mode friction.

u

D'autre part, deux types de pointes en forme de V ont été utilisées: des

pointes Ultralevers UL06A (Thermomicroscopes), en silicium possédant une
constante de force de 0,26 N/m et des pointes Nanoprobes (Digital Instruments,

Santa Barbara, CA) en Si3N4 ayant une constante de force de 0.32 N/m. Au cours

des différentes analyses, les images ont été prises avec des vitesses de balayage
variant entre 0,8 Hz et 1,2 Hz, des « set points » entre 10,4 nN et 15 nN, des gains

entre 0,1 et 2 et des grosseurs d'image entre l p,m x l (J.met 100 ^imx 100 ]im.



n

39

Sur chaque échantillon, les analyses ont été effectuées à 5 endroits différents,

afin de bien visualiser la similitude des résultats. Enfin, les images ont été traitées

avec le système SPM Analysis version X (ThermoMicroscopes). Les mesures

d'épaisseurs des fibrilles et des films de collagène ont été effectuées avec le même

système. Il s'agit ici de prendre un point de référence associé à la hauteur du

substrat, sur une coupe transversale de l'image, et de mesurer la hauteur des fibrilles

par rapport à ce point Les incertitudes sur les statistiques effectuées dans le chapitre

4 ont été calculées à partir de la Loi de Student, selon un intervalle de confiance de

95%.

Par ailleurs, le logiciel Scion Images permet de calculer le pourcentage de

recouvrement d'une image AFM. Il s'agit de déterminer ici quelle hauteur Z

correspond à la limite entre le substrat et la protéine. Cette limite établie, le logiciel

détennine que tout ce qui est sous la limite est noir, et tout ce qui est au-dessus est

blanc. Le logiciel calcule par la suite le nombre de pixels blancs par rapport au

nombre total de pixels de l'image, ce qui permet de déterminer le pourcentage de

recouvrement de celle-ci.

2.7 ANALYSES PM-IRRAS

Toutes les analyses infrarouges ont été effectuées avec le système PM-

IRRAS FTS-6000 de Bio-Rad. Les échantillons ne requièrent pas de préparation

spécifique : ils sont placés tout simplement dans le porte-échantillon, ce dernier étant

inséré dans la chambre d'analyse. L'échantillon doit être positionné selon un angle

de 8 5 "par rapport au faisceau incident.

u

Dans le système PM-IRîLAS, le faisceau incident est tout d'abord dirigé vers

des miroirs (servant à la focalisation du faisceau), suivis d'un PEM constitué d'une

fenêtre en ZnSe (Hirdes) relié à un modulateur de fréquence fixé à 1000 Hz. A la

sortie du PEM, le faisceau incident frappe la surface d'or de l'échantillon selon un

angle de 85°. Le faisceau réfléchi est dirigé vers une lentille focalisatrice en ZnSe,

pour finalement atteindre le détecteur cryogénique MCT (mercure-cadmium-tellure)
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0 (Infi-aRed Labs Inc.). Un schema des composantes PM-IRRAS est présenté à la

Figure 2.4.

Le FTS-6000 ne possède pas d'ampUcateur lock-in associé à son système

PM-IRRAS. En effet, comme il possède la technologie de Step-Scan DSP 3, ce

logiciel remplace l'amplificateur lock-m. Tous les spectres ont donc été acquis à

l'aide du logiciel Bio-Rad fourni avec le spectromètre, pour une fenêtre spectrale

s'étendant de 400 à 4000 cm , selon une résolution de 8 cm , et un UDR

(UndersampUng Ratio) de 4. Pour chaque échantillon, un balayage a été co-

additionné.

Spectromètre
Iiïfrarouge

0

PEM

/_
^_

Détecteur MCT

Lentille Focalisatrice

Échantillon

Modulateur photoélastique
Lentille Focalisatrice

Miroir

Figure 2.4 Schéma du système PM-IRRAS utUisé.

Le traitement des spectres est effectué à l'aide du programme Grams. Les

lignes de bases ont été tracées selon une fonction quadratique pour la région des

hautes fréquences alors que celles associées à la région des basses fréquences ont été

tracées selon la méthode multi-points. Les spectres sont ne sont pas traités en entier

mais plutôt région par région, afin de faciliter la modélisation de la ligne de base.
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n CHAPITRE 3

ETUDE DE L'ADHÉSION DE THIOLS SUR L'OR PAR SPR ET PM-IRRAS

3.1 CARACTÉRISATION DES SAMS PAR SPR

La qualité des SAMs utilisées au cours de ce projet a tout d'abord été vérifiée

à l'aide de la spectroscopie SPR, puis par la spectroscopie PM-IRRAS. Ces deux

appareils étant nouveaux au laboratoire, ces analyses ont permis de vérifier les

forces et les limites de ces deux techniques. De plus, comme les systèmes de SAMs

sont bien compris et ont été étudiés de manière extensive par de nombreux groupes

de recherches, les résultats obtenus, comparés à ceux de la littérature, permettent de

juger de la qualité du recouvrement des SAMs préparées en terme de l'épaisseur

mesurée. On compare donc ici la cinétique d'adsorption et les épaisseurs de couches,

pour des systèmes C8, Cil, Cl 6, Cl 8, C10-COOH, Cl l-OH et C15-COOH à

d'autres résultats provenant de la littérature .

3.1.1 Cinétique de ['adhésion des thiols

0

Un bon indice de la qualité des SAMs réside en sa cinétique d'adhésion à l'or.

En effet, les étapes de la cinétique d'adhésion d'une SAM sur l'or sont bien

comprises et bien décrites dans la littérature . La vitesse de fonnation peut varier
selon certains facteurs, comme la concentration, les solvants utilisés ou la

température. Cependant, dans le cadre de ce projet, nous avons utilisé des conditions

habituelles pour ce genre de manipulation (conf. p. 31).

La cinétique de réaction se déroule en deux phases1. Tout d'abord, les thiols
adhèrent très rapidement sur l'or et forment ainsi une monocouche : on parle ici

d'une réaction de l'ordre de quelques secondes. Après seulement quelques minutes

d'incubation, la monocouche a atteint environ 90 % de son épaisseur finale. Ceci est

la conclusion des mesures d'angles de contact et d'ellipsométrie retrouvées dans la

littérature '. Cette première phase rapide est suivie d'une période plus lente, au cours
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de laquelle la monocouche atteint ses valeurs finales d'épaisseur et d'angle de

contact. Au cours de cette période lente, on observe une réorganisation de la couche;

les chaînes carbonées s'ordoiment mieux, les impuretés sont expulsées de la

monocouche (ceUes-ci possédant moins d'af&nités avec l'or que les thiols) et les

défauts de cette dernière sont réparés. Il faut attendre plus de 10 heures pour obtenir

une couche à 100% formée. Ainsi, il est commun de laisser l'incubation se

poursuivre durant la nuit, de manière à obtenir des couches les plus parfaites

possibles. Un schéma de la cinétique d'adhésion de SAMs sur l'or est présenté à la
6,7Figure 3.1°'/.

»-—te«^r^

Quelques secondes
d'incubation

,\l^^, ^^lliii
l l ^^ L J

Quelques minutes
d'incubation

Plusieurs heures
d'incubation

Figure 3.1 Cinétique de l'auto-assemblage de monocouches d'alcanethiol sur l'or

selon les discussions présentées dans la littérature 1I6'8.

La spectroscopie SPR a permis de suivre in situ l'adhésion de différents thiols

sur des surfaces d'or fraîchement préparées. On a préféré la technique de cinétique

suivant l'angle de couplage pour sa plus grande sensibilité. Les courbes de cinétique

obtenues expérunentalement sont présentées à la figure 3.2 et à la figure 3.3. La

première figure présente une cinétique sur une durée de plus de 900 minutes, alors

que la seconde présente la cinétique des trois premières heures d'incubation de tous

les thiols utilisés lors de ce projet.

On reinarque tout d'abord que la cinétique de l'adhésion des thiols sur l'or se

fait en deux temps, tel que la littérature le présente1'9. Ainsi, dans la première phase,
on observe une adhésion rapide du thiol qui se traduit par une augmentation rapide

de l'angle de couplage (où l'angle de couplage est relié à l'épaisseur, selon l'équation

[l], dans l'introduction). De plus, il n'y a pas de délai entre l'injection et le début de
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l'adhésion des thiols, ce qui signifie que la surface d'or est propre. Par la suite, la

cinétique devient plus lente. Au cours de cette période, les chaînes carbonées

deviennent de plus en plus ordonnées. Une incubation de trois heures (figure 3.3)

semble correcte pour obtenir une couche suf&sainment ordonnée pour les besoins de

ce projet. Cependant, il ne suffit pas de vérifier que la cinétique, il faut aussi

regarder les épaisseurs obtenues (après rinçage avec le solvant pur) par modélisation

de Fresnel pour pouvoù- tirer une conclusion de ces mesures.

Il est important de traiter du cas du C15-COOH. En effet, il arrive que la

cinétique se fasse normalement et possède une épaisseur attendue, comme la courbe

présentée à la figure 3.2B. Cependant, il arrive aussi que l'épaisseur de la couche

(avant rinçage avec le solvant) soit supérieure à l'épaisseur d'une monocouche,

comme c'est le cas sur la figure 3.3 B Ce thiol possède en effet une cmétique

difficilement reproductible. Il est donc très important de bien rincer la surface

plusieurs fois la monocouche formée avant de mesurer son épaisseur finale.

Cependant, cette anomalie n'est pas typique à la terminaison COOH, puisque dans le

cas du C10-COOH (ou même du Cl l-OH), on n'observe pas ce genre de problème,

du point de vue de la cinétique, (voir section 3.1.2)
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Figure 3.2 Courbes de la variation de l'angle de couplage (degrés) en fonction

du temps (1000 minutes) pour (A) différents thiols hydrophobes et

(B) pour différents thiols hydrophiles.
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Figure 3.3 Courbes de la variation de l'angle de couplage (degrés) en fonction
du temps ( 200 minutes) pour (A) tous les thiols hydrophobes
utilises et (B) pour tous les thiols hydrophiles utilisés.
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0 3.1.2 Epaisseur des thiols

Après avoir vérifié les cinétiques d'adhésion des thiols sur l'or, il reste

toujours important de vérifier en plus l'épaisseur des couches obtenues. Pour ce faire,

on prend des courbes SPR avant et après l'adhésion du thiol (Figure 3.4.) et on

modélise couche par couche l'épaisseur de chacun des constituants du système.

Ainsi, dans le cas des thiols, on commence par modéliser l'épaisseur de l'or puis,

ensuite, l'épaisseur du thiol. Les différents paramètres utilisés pour ces modélisations

sont présentés dans le Tableau 3.1. Comme le paramètre recherché est l'épaisseur de

la SAM, on le laisse variable. Cependant, il est important de mentionner qu'on

modélise couche par couche, et que les valeurs obtenues restent constantes pour la

couche suivante. Par exemple, si on modélise l'épaisseur de l'or, lorsqu'on voudra

modéliser la couche suivante, soit les thiols, on prendra l'épaisseur trouvée pour l'or

et on la gardera constante pour le thiol. De plus, lorsqu'une couche possède un s" de

zéro, cela signifie qu'elle est transparente à la longueur d'onde utilisée (dans notre

cas, 632,8 nm). La valeur de E' utilisée pour les thiols provient de résultats de

Badia . Étant donné que l'on considère l'épaisseur du prisme et du solvant comme

infinies, on leur attribue une épaisseur de zéro.

Couche Epaisseur (nm) e'(partie réelle) s" (partie imaginaire)

Prisme

Or

Thiol

Solvant (EtOH)

0

variable

variable

0

3.4040

-12,75 à-12,95

2.25

1.85

0

1,05 à 1,35

0

0

Tableau 3.1 Paramètres utilisés pour la modélisation de l'épaisseur des thiols.

u
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Figure 3.4 Exemple de courbes expérimentales ( points rouges, Au-EtOH, pomts
bleus, Au-Clô-EtOH) et modélisées (ligne rouge Au-EtOH, Ugne

bleue, Au-Clô-EtOH) prises en spectroscopie SPR.
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Suivant cette méthode de modélisation pour les différents thiols utilisés, on a

obtenu les résultats présentés à la figiu-e 3.5. On y retrouve tout d'abord deux
groupes de données expérimentales, obtenues dans deux solvants différents (éthanol
aiAydre et solution tampon). Chaque épaisseur est la moyenne de plusieurs
modélisations provenant de différentes expériences. Chaque modélisation a été
effectuée à partir d'une courbe SPR obtenue après rmçage de la surface et

stabilisation du système, à la fin de la cinétique d'adhésion. De plus, on retrouve une
droite calculée mathématiquement (où les chaînes forment un angle de 25° avec la
nonnale) qui servdra de point de comparaison. Le tableau 3.2 donne les différentes
valeurs associées aux droites de la figure 3.5 ainsi que les valeurs expérimentales
obtenues par Lingler et al ainsi que par Porter et al3. On étudie dans un premier
temps l'épaisseur obtenue pour chaque thiol. Par la suite, on investigue la pente de

chaque courbe, ceUe-ci donnant le nombre de nanometres par groupement CH2.
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Cale. (25°) Porter ^o/3 Lmgïeïefaf Exp. EtOH Exp.Tampon
Paramètres

"SAM=1,45 nsAM=l,50 nsAM=l,50 »sAM=l,50

Epaisseur C8 (nm) 1,28

Epaisseur C 11 (nm) l ,61

Epaisseur C 12 (nm) 1,72

Epaisseur C 16 (nm) 2,16

Epaisseur C 18 (nm) 2,38

Pente (nm/CH2) 0,11

Ordonnée à l'origine (run) 0,51

1,43

1,88

2,03

2,63

2,93

0,15

0,38

l ,57 ± 0,23 l ,24 ± 0,25 l ,34 ± 0,25

l,66 ±0,25 1,79 ±0,25

2,13± 0,23

2,69 ± 0,23 2,39 ± 0,25 2.60 ± 0,25

2,97 ± 0,23 2,62 ± 0,25 2,91 ± 0,25

0,14 0,14 ±0.08 0,16 ±0.08

0,59 0,24 0,22

0

Tableau 3.2 Valeurs obtenues pour les épaisseurs et la pente de différentes courbes

de l'épaisseur en fonction du nombre de carbones.

Figure 3.5
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Les valeurs du nombre de nanometres par groupement CHz obtenues

expérimentalement pour l'éthanol anhydre (0,14 ± 0,08 nm/ CHz) et pour le tampon

(0,16 ± 0,08 nm/ CH2) sont comparables aux valeurs obtenues expérimentalement

par Lingler et al2 dans l'EtOH en SPR (0,14 nm/ CH2) et par Porter et a!3 dans l'air

en ellipsométrie (0,15 nm/ CHz). De plus, les valeurs de pentes obtenues se

rapprochent de la situation où on a un angle de 25° par rapport à la normale, ce qui

est tout à fait plausible étant donné que le système avec lequel nous travaillons est

constitué de surface d'or polycristallin à forte orientation < 111 > et de longues

chaînes carbonées. En effet, plus la chaîne est longue, plus elle possédera un angle

élevé par rapport à la normale4. De plus, lorsqu'on travaille avec des surfaces d'or
polycristallin, des études IR réalisées par Porter et al3 indiquent un angle
d'inclinaison des chaînes de 20-30° pour les n-alkanethiols. Il faut cependant

mentionner que toutes ces valeurs dépendent de la température (ici, 22,5 °C pour nos

valeurs expérimentales), de l'indice de réfraction utilisé pour la SAM' et de la

pénétration du solvant dans la monocouche (interactions SAM-solvant). Enfin,

comme la corrélation des droites expérimentales à la figure 3.5 est presque parfaite,

on peut conclure que la SPR est une technique très sensible et que la préparation des

SAMs est très reproductible.

Les mesures d'épaisseurs pour les systèmes Cll-OH, C10-COOH et C15-

COOH ont par ailleurs été comparées à des valeurs provenant de Bain et al . On
retrouve dans ces travaux des valeurs calculées pour des pentes (en nm/CH2) et des

ordonnées à l'origine (en nm) pour le système carboxylate. Par contre, on ne

comparera que les valeurs individuelles d'épaisseur obtenues pour les trois systèmes

avec les valeurs de la littérature étant donné que nous n'avons pas assez de points

pour former une courbe de l'épaisseur en fonction du nombre de CHz. Les résultats

obtenus dans le cadre de ce projet sont donc comparés, dans le tableau 3.3, à des

mesures expérimentales de Bain et aÏi obtenues par ellipsométrie ainsi qu'à des
mesures calculées.

0



0 Epaisseur
Expérimentale

Thiols (EtOH)
nsAM=l,50
±0,2 nm

Cll-OH

C10-COOH

C15-COOH

1.7

2.2

2.7

Epaisseur
expérimentale

(tampon)
nsAM=l,50
±0,1 nm

1.5

1.8

2.5

Epaisseur
calculée

(Bain et al1)
nm

1.36*

1.77

2.40

50

Epaisseur
expérimentale
(Bain et al1)

(air)
nsAM=l,45

nm

1.64

2.22

Tableau 3.3 Valeurs expérimentales d'épaisseurs mesurées pour le Cll-OH,

le C10-COOH et le C15-COOH. Il est à noter que toutes les

valeurs de comparaison proviennent de Bain et al à l'exception
de Cll-OH. *Cette valeur a été calculée avec le logiciel

ACD/Chem-Sketch Freeware.

Les résultats expérimentaux obtenus sont relativement près des valeurs de la

littérature. On peut toutefois mentionner que les épaisseurs calculées dans la solution

tampon sont beaucoup plus près des valeurs expérimentales dans l'air et calculées de

Bain et a/l que celles obtenues dans l'éthanol anhydre. On peut expliquer ce
phénomène par le fait qu'un nettoyage important de la surface est nécessaire pour

éliminer toutes les molécules susceptibles de rester à la surface de la SAM. En

nettoyant à l'éthanol une première fois, puis à l'aide de la solution tampon, on

augmente la quantité de solvant utilisée au nettoyage.

u

Le cas du C15-COOH amène cependant une discussion légèrement différente.

En effet, lors d'une mesure de l'épaisseur du thiol C15-COOH dans l'EtOH, on a

obtenu une valeur de 3,56 nm. Cette valeur, sans être exactement le double, est

beaucoup plus élevée que la valeur attendue. On peut donc penser que des thiols ont

peut-être formé une bicouche partielle, tel que schématisé à la figure 3.6. La

formation de cette seconde monocouche, désorganisée, peut être expliquée par la
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presence de ponts-hydrogène entre les deux têtes polaires. Dans ce cas, les propriétés
de surfaces de cette monocouche seraient modifiées puisqu'on n'aurait non pas une
terminaison hydrophile, mais plutôt hydrophobe qiii ferait face au coUagène. Nous
reviendrons d'aiUeurs sur ce problème dans le troisième volet du chapitre 4. Il faut
aussi nientionner que ce problème n'a pas été rencontré dans le cas des SAMs de
C10-COOH et Cll-OH. Dans le cas du Cll-OH, la probabilité de formation de
ponts-hydrogène est beaucoup plus faible. Pour le C10-COOH, ce thiol possédant
une chaîne plus courte, il est plus soluble dam l'éthanol. De plus, comme U forme
une monocouche moins ordonnée que le C15-COOH, la probabilité de former des
ponts-hydrogènes est moindre.

0
OH -

s

SH

0
HO n=15

n=15

Figure 3.6 Schématisation des ponts-hydrogène possibles entre deux molécules
duthiolC15-COOH.

(J
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n 3.2 CARACTÉRISATION DES SAMs PAR PM-IRRAS

La technique PM-IRRAS est utilisée ici à titre indicatif, de manière à

observer si les spectres obtenus pour les SAMs préparées se comparent à ceux de la

littérature en terme d'ordre de la chaîne et de la présence de fonctionnalités

chimiques. Ainsi, dans le cas des thiols possédant une tenninaison méthyle, on

observe des pics spécifiques que dans la région des hautes fréquences (2800 à 3100

cm ). Les différents spectres obtenus pour ces SAMs sont présentés à la Figure 3.7

et les attributions des pics sont présentées dans le Tableau 3.4.

On retrouve tout d'abord les pics associés aux elongations asymétriques (d')

et symétriques (d ) du groupement -CHz-, celles-ci étant situées respectivement à
environ 2920 cm-l et 2851 cm'1. Ces valeurs concordent bien avec la littérature3. On

remarque cependant que le dT du C8 possède une intensité très faible.

De plus, on observe r' (dans le plan) du groupement -CHs, à environ 2965

cm'1, r+ à 2878 cm'1 et RF provenant de la résonance de Fermi, à 2938 cm . Ce

dernier pic est causé par les interactions entre la résonance de Fermi et les

déformations asymétriques du groupement -CHs à basse fréquence . Aussi, le

rapport entre les intensités des pics dT et r" augmente avec la longueur de la chaîne,

ce qui est normal étant donné que le nombre de -CHz devient plus élevé.

u

Tous ces pics caractéristiques permettent de conclure que les systèmes C8,

Cil, C16 et C18 sont préparés correctement en vue de leur utilisation future. Il est

toutefois important de mentionner qu'on ne peut se fier ici à l'intensité relative entre

les spectres. En effet, cette intensité dépend de la position de l'échantillon dans le

système IRRAS, qui peut changer légèrement d'un échantillon à l'autre. Cependant,

le système IRRAS n'est pas utilisé de manière quantitative dans ce projet. Aussi, les

infonnations obtenues sont suffisantes pour répondre à nos interrogations.
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Rapport Id+/ Ir+

1,24 ± 0,05

l,30 ±0,05

0,88 ± 0,05

0,83 ± 0,05

Nombre d'ondes ( cm * )

Figure 3.7 Spectres PM-IRtlAS (région hautes fi-équences) et rapports
d'intensités entre les pics d et r des thiols avec tenninaison -CHs.

u

Groupement
structural

-CH2-

-CHs

Position des pics pour
CH3(CH2)nSH
adsorbé sur l'or

.-l
cm

Mode

d'élongation C-H

d- 2920 2920

d+

n=7 n=10 n=15 n=17

2919 2919

2851 2851 2851 2850

2966 2966 2965 2964

RF 2938* 2937* 2936* 2937*

r+ 2878 2878 2878 2878

* Ces pics sont dissimulés par le pic à 2920 cm , U s'agit ici d'un épaulement.
Tableau 3.4 Attribution des pics aux dififérents modes d'élongation pour les

alcanethiols étudiés.
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Figure 3.8 Spectres PM-IRRAS (région basses iréquences et hautes fi-équences)

des thiols Cll-OH, C10-COOH et C15-COOH.

Groupement
structural

c=o

Mode

d'élongation

Position des pics pour X-(CH2)nSH
adsorbé sur l'or

cm
n=ll
X=OH

v

n=10
X=COOH

1711

n=15
X=COOH

1708

Tableau 3.5 Attribution des pics aux différents modes d'élongation (v) pour la

région des basses fréquences pour le Cl l-OH, le C10-COOH et le

C15-COOH. .

u
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0

Groupement Mode
structural d'élongation C-H

-CH:2-

d-

d+

Position des pics pour X-(CH2)nSH
adsorbé sur l'or

.-l
cm

n=10
X=OH

2924

2854

n=10
X=COOH

2921

2851

n=15
X=COOH

2921

2852

Tableau 3.6 Attribution des pics aux différents modes d'élongation pour la région

des hautes fréquences pour le Cll-OH, le C10-COOH et le C15-

COOH. .

La Figure 3.8 présente les spectres associés aux SAMs Cll-OH, C10-COOH

et C15-COOH. On retrouve sur celle-ci la région des basses fréquences et la région

des hautes fréquences. Dans le cas des basses fréquences, il faut tout d'abord

mentionner que la zone se situant entre 1300 cm-l et 1650 cm'1 représente un patron
souvent rencontré dans les SAMs mais dont on n'a pas d'attribution précise.

Cependant, dans le cas du C10-COOH et du C15-COOH, on retrouve un pic à

respectivement 1711 cm et 1708 cm qui est associé à l'élongation C=0 (v). Ce

pic est caractéristique du groupement carboxylate et permet de conclure que ces

deux SAMs possèdent la terminaison attendue12. De plus, la position de cette bande
suggère une présence possible d'un dimère ' . En effet, un carbonyle, pour ce genre

de molécule, possède généralement un pic v C=0 à environ 1760 cm . Cependant,
dans le cas présent, le pic carbonyle apparaît à une fréquence plus basse. Cet effet

peut être causé par une interaction hydrogène intermoléculaire.

(J

De plus, les pics associés aux d' et dr du groupement -CH2- sont présentes

dans la région des hautes fréquences des spectres obtenus (Tableau 3.6). Celles-ci

sont situées respectivement à environ 2921 cm (2924 cm dans le cas de Cl l-OH)
et 2851 cm'1 (2854 cm dans le cas de Cll-OH). Encore une fois, ces valeurs
concordent avec la littérature . On n'observe cependant pas de pics associés à -CHs
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puisque ce groupement est absent des SAMs étudiées ici. Dans le cas du Cl l-OH,

on peut donc conclure à la bonne terminaison de la couche par l'absence de pic

associé au groupement C=0 ainsi que de pics associés à -CHs.

Un point intéressant est le fait qu'on puisse associer la position des pics d'et

d du -CH2- au degré de cristallinité d'une SAM, tant pour les SAMs à terminaison
méthyles que les autres. En effet, selon la littérature113, plus la chaîne carbonée est
longue, plus les SAMs s'orienteront de manière ordonnée. Ainsi on considère que

les chaînes dites courtes (n=10 carbones et moins) formeront une couche plus

désordonnée alors que les chaînes dites longues (n = 12 carbones et plus), grâce aux

interactions chaînes-chaînes plus propices, formeront une couche mieux organisée.

Cette propriété se présente dans un spectre IR par un changement dans la position

des pics mentionnés précédemment. Plus les chaînes sont ordonnées, plus les pics
.-l ,-1 3tendront vers 2918 cm-l et 2850 cm1.3 Cependant, dans le cas de chaînes plus

courtes, on observera plutôt des pics à 2924 cm'1 et 2854 cm'1.3 C'est ce qui est
observé dans le cas du Cl l-OH, dont les pics d' et dr apparaissent à des nombres
d'ondes plus élevés (2924 cm-l et 2854 cm'1). Cependant, dans le cas de toutes les
autres SAMs, tant pour les terminaisons -CHs que pour les terminaisons -COOH on

n'observe pas de différence notable dans la position de ces pics; il apparaît que ces

derniers revêtent tous une structure ordonnée.

(J
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0 3.3 CONCLUSIONS

Le premier volet de cette recherche a permis de vérifier la qualité des SAMs

utilisées dans le cadre de ce projet. La cinétique d'adhésion des SAMs sur l'or a

d'abord été caractérisée à l'aide de la spectroscopie SPR et a permis d'obseryer une

adhésion en deux temps, d'abord rapide (quelques minutes), puis lente (plusieurs

heures), telle que la littérature le démontre. Par la suite, on a caractérisé les

épaisseurs des SAMs formées à l'aide de la spectroscopie SPR et de la modélisation

de Fresnel. Dans tous. les cas, il est possible d'arriver à des valeurs très près de la

littérature, ce qui permet de conclure que les SAMs préparées sont complètes et

denses. Cependant, les expériences effectuées démontrent qu'il faut être pmdent

avec les SAMs constituées de C15-COOH et les rincer abondamment. En effet,

celles-ci ont tendance à former plus d'une monocouche.

Par ailleurs, les SAMs ont été caractérisées par PM-IRRAS, et pour chacune

d'entre elles, on a retrouvé des pics caractéristiques. Dans le cas des SAMs à

temiinaison méthyles, les pics d- et d'r du groupement -€N2- et les pics f, rr et RF du

groupement -CHs ont été observés. Dans le cas des terminaisons autres que

méthyles, on a retrouvé aussi les pics d'et d" du groupement -CH2-. De plus, dans le

cas des SAlVts ayant un groupement carboxylate comme terminaison, le pic v du

groupement C=0 a été observé. La position de ce pic nous permet de soupçonner
une interaction intermoléculaire formant des dimères entre les têtes -COOH des

thiols.

Enfin, la caractérisation des SAMs par SPR et PM-IRRAS a pemiis de

montrer la grande sensibilité de ces deux techniques de caractérisation des surfaces.

D

Il est donc possible de conclure que les SAMs préparées peuvent être

utilisées comme surface de base à l'adhésion du collagène étant donné que leur

structure interfaciale a été vérifiée par la spectroscopie SPR et le PM-IRRAS.
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CHAPITRE 4
ETUDE DE L'ADHÉSION DU COLLAGÈNE PAR SPR, AFM & PM-IREtAS

Ce quatrième chapitre présente les résultats relatifs à l'adhésion du collagène

sur des monocouches de différents thiols. On traite ici de l'épaisseur de la couche de

collagène adsorbée mesurée par SPR et comparée à celle mesurée à l'aide des

images AFM. Ce chapitre a été divisé en cinq volets. Tout d'abord, on traite de la

caractérisation de l'adhésion du collagène sur une surface d'hexadécanethiol. Par la

suite, on vérifie si la longueur de la chaîne carbonée du thiol a un effet quelconque

sur l'adhésion du collagène. L'adhésion de la protéine sur des surfaces hydrophiles

est présentée dans la troisième section de ce chapitre. Ensuite, on présente la

caractérisation faite par PM-IRRAS du collagène adsorbé sur les différentes

surfaces. Finalement, quelques résultats associés à la technique de |^CP (impression

par micro-contact) sont présentés dans la dernière section de ce chapitre.

4. l ETUDE DE L'ADHÉSION DU COLLAGÈNE SUR UNE SAM D'HEXADÉCANETHIOL

u

Il est connu de la littérature que les protéines adhèrent mieux sur des surfaces

hydrophobes , étant donnée leur composition chimique. Dans le cas du collagène, la
leucine, présente en position X de la stmcture primaire Gly-X-Y, est un résidu

hydrophobe jouant un rôle important dans les interactions hydrophobes de cette

protéine. De par sa position dans la molécule de collagène, il ne contribue pas à la

stabilité de la triple-hélice du collagène mais est plutôt impliqué dans les interactions
hydrophobes avec les molécules environnantes . Cette molécule est en effet
exposée au solvant selon un pourcentage d'environ 70%4. Cette propriété peut donc
être intéressante dans le cas où l'on veut faire adhérer sélectivement le collagène sur

une surface. Cependant, il est important de vérifier si cette propriété reste efficace
sur des monocouches de thiols, et surtout de voir si cette adhésion varie dans le

temps. Dans ce premier volet, on a donc cherché à observer l'adhésion du collagène
sur une SAM d'hexadecanethiol (C16) en variant le temps d'incubation, tout d'abord

de manière qualitative, grâce à la technique d'imagerie par AFM, puis de manière

quantitative, à l'aide de la SPR et de l'analyse de surface des images AFM.
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Avant de traiter des résultats obtenus par la technique SPR, il est important

de mentionner que cet appareU n'est pas themiostaté. En conséquence, U a fallu
travailler à la température de la pièce, soit 23,5 °C, plutôt qu'à 37 °C pour

l'assemblage et l'adsorption du collagène tel qu'indiqué dans le protocole rapporté
par Hohnes et al . Cependant, avant de débuter ces expériences, une vérification a
été faite. On a laissé incuber des échantillons de C16 à 37°C ainsi qu'à 23,5 °C dans

les solutions de coUagène durant différentes périodes de temps et on a observé par
AFM si le collagène adhérait de la même mamère aux surfaces incubées aux deux
températures. Les résultats obtenus sont présentés à la Figure 4. l. Dans les deux cas,
le coUagène a formé une couche trouée sur la surface, accompagnée de petites
fibrilles. De plus, le taux de recouvrement a été calculé sur les deux images à l'aide
du logiciel Scion Image. Dans le cas de l'incubation à 37°C, on a obtenu un taux de

recouvrement de 55 ± 5% et pour l'incubation à température de la pièce, un taux de

recouvrement de 52 ± 5%. L'épaisseur moyenne du film troué est de 13,9 ± 0,5 nm

dans le premier cas et de 13,2 ± 0,5 mn dans le second. La morphologie et le taux de
recouvrement étant semblables, on peut conclure que les deux méthodes donnent des
résultats similaires et que la température n'est pas un paramètre important dans le
cas de l'adhésion du collagène sur des SAMs.
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Figure 4.1 Images AFM (topographie), collagène adsorbé sur une SAM de Cl 6.
(Incubation 90 minutes) Adsorption effectuée à: A. 37°C et B.
23,5°C. C. Image AFM (topographie), SAM de C16 sur l'or (pour
comparaison).
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0 4.1.1. Cinétique de l'adhésion du collagène par SPR et AF]\f

La cinétique d'adhésion du collagène sur une surface C16 a tout d'abord été

effectuée par spectroscopie SPR. Pour ce faire, on a étudié la variation de l'angle de

couplage en fonction du temps, sur une période de 950 minutes. La courbe obtenue

est présentée à la Figure 4.2A. On remarque tout d'abord une augmentation rapide

de l'angle de couplage après l'injection du collagène, qui est associée à une

augmentation d'épaisseur et par le fait même à une augmentation de la quantité de

collagène sur la surface. Par la suite, un maximum est atteint à environ 40 minutes,

et enfin, une diminution de l'angle de couplage, qui devient moins importante après

700 minutes. Cette allure générale de la courbe peut mener à deux hypothèses. Tout

d'abord, il est possible que le collagène commence par adhérer à la surface de la

SAM pour ensuite se désorber en partie. Cependant, on peut aussi penser qu'il s'agit

d'une réorganisation structurale du collagène à la surface de la monocouche. En

effet, la spectroscopie SPR est assez sensible pour détecter ce genre de modification

sur une surface . Le fait d'utiliser la microscopie AFM en parallèle à la
spectroscopie SPR permet d'observer en temps réel ce qui se passe à la surface, et

donc, de répondre à l'interrogation. (Les échantillons sont tout d'abord analysés en

temps reel à l'aide de la SPR. Cependant, ils sont retirés du système à des temps

précis d'incubation pour être étudiés ex situ en AFM.) Sur la figure 4.2B, on observe

plusieurs images AFM (en topographie), à des temps précis d'incubation. Ces temps

sont d'ailleurs notés sur la courbe de cinétique SPR. Il est à noter qu'à partir de ce

point, toutes les images AFM (présentées dans les sections 4.1, 4.2 et 4.3)

proviennent d'échantillons analysés par SPR. Par le fait même, une comparaison

directe peut être faite entre l'épaisseur de la couche de collagène adsorbé mesuré par

SPR et AFM

u

La première observation qu'on peut déduire de ces images AFM est qu'avec

le temps, les fibrilles de collagène semblent occuper une aire de surface plus

importante, tout en diminuant de hauteur. Cette remarque est d'autant plus

importante pour l'image G (Fig. 4.2B). En effet, en regardant les échelles de l'axe



63

0 A
°>71
0,6-j

/-s\
l "l
Œ,° 0,3-|
<1

0,2-1

0,1-1
0,0.

D

E
Fe

B
G

A

0

B
75iJim

37.5 \m

200

190.33 nm 75 |im

37.5 [im

0|im

400 600

temps (minutes)

75|im

37.5 |»m

0.00nm

0 [im 37.5 iim 75 |im

343.83 nm 75 |im

37.5 |im

0.00 nm

0 |un 37.5 \im 75 |im

75\im

f.
îï

u.

800

227.51 nm 75|im

37.5[im-l

1000

344.64 rm

0.00 nm
0|im

0.00nm

0 [im 37.5[im 75 [im 0 |im 37.5 |im 75 |un

U|im

325.35 nm 75|im

37.5tim

223.31 nm

37.5 [im

0|im,

0 |im 37.5 [im 75 |im

184.29nm

25p.m

2.5tim

O.Mnm
lj\im

l
0.00 nm

0 |im 37.5 [im 75 |im

OtJim
0.00 nm

Ov.m

«"'!

i^-
0 [im 25^m

Oiim 37.5|im 75iim

(J

Figure 4.2. A. Cinétique de l'adhésion du collagène sur une SAM de C16 par

spectroscopie SPR. B. Images AFM (topographie) de l'adhésion du

collagène sur la SAM de C16 àa. 5 minutes, b. 10 minutes, e. 15

minutes, d. 35 minutes, e. 75 minutes, f. 120 minutes et g. 15 heures.
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des Z (échelle de hauteur) des images A à G, on remarque que les changements en Z

avec le temps d'incubation suivent la variation de l'angle de couplage 9c sur la

courbe de cinétique d'absorption SPR. Tout d'abord, la valeur maximale des Z

augmente, atteint ensuite un certain plateau entre 15 et 75 minutes, puis redescend

jusqu'à un certain point. De plus, on a calculé le pourcentage de recouvrement du

collagène pour chacun des temps d'incubation, et on a remarqué que ce dernier

passait de 52 ± 5% après 5 minutes d'incubation à 63 ± 5% après 15 heures. On

observe donc une légère augmentation, qui pourrait être associée à une

réorganisation de surface. Les résultats associés à l'étude systématique de

l'épaisseur des fibrilles sont présentés au point suivant de cette section. En somme,

étant donné que l'éhide des images AFM ne montre pas qu'il y a moins de collagène

avant qu'après, on peut croire que nous sommes face à un phénomène de

réorganisation à la surface plutôt qu'à un phénomène de désorption.

u

Il faut de plus mentionner qu'à l'occasion, on observe non pas des fibrilles,

comme présentées à la figure 4.2B, mais plutôt un recouvrement plus ou moins

uniforme de collagène sur la surface d'or, accompagné de fibrilles. Ce genre de

situation n'apparaît jamais dans les 15 premières minutes d'incubation, mais plutôt

après. Un exemple de cette situation est présenté à la figure 4.3. L'épaisseur de ce

film uniforme a été mesurée à l'aide de l'APM. Pour ce faire, on a appliqué une

force très grande avec la pointe d'AFM de manière à former un trou dans le film de

protéine. Par la suite, on a imagé cette zone, et on a trouvé que le film possédait une

épaisseur d'environ 7,8 ± 0,3 nm. Cette valeur a été calculée sur une moyenne de 10
mesures prises à des endroits différents sur l'échantillon. La figure 4.4 montre la

méthode « cross-sectional analysis ». En comparant cette valeur à celles obtenues à

partir des images présentées à la figure 4.1, on remarque que cette valeur est plus

petite que celles obtenues lors de comparaison entre les deux méthodes d'incubation.
Il faut d'ailleurs noter que les images présentées à cette figure sont des détails (5

[im) de films présents sur la surface. On ne peut par contre rien conclure face à cette

différence d'épaisseur.
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4. l. 2. Epaisseur du collagène par SPR et AFM

Un des buts important de ce projet est d'apporter une meilleure connaissance

sur l'adhésion du collagène dans le temps. Aussi, en étudiant l'épaisseur des fibriïles

selon le temps d'incubation, on peut voir ce qui se passe à la surface. On a donc

procédé au calcul de l" épaisseur de la couche de coUagène tout d'abord par la

spectroscopie SPR en utilisant la modélisation de Fresnel. Dans le cas du coUagène,

tous les paramètres de modélisations sont ceux présentés dans le Tableau 3.1 La

méthode utilisée est d'aiïleurs la même que pour la section 3.2. La seule diiférence

réside dans le fait que nous avons une couche de plus, soit le collagène. L'épaisseur

est ce que nous recherchons, e' pour le collagène est 2,10257 ( où e' est le carré de n,

qui est de 1,45 à 1,5 pour les protéines) et s" est de zéro. Cependant, comme

l'épaisseur mesurée par la spectroscopie est une moyenne de la surface analysée

(aire « 3 mm ), et comme cette dernière n'est pas umforme, les valeurs obtenues ne
peuvent être étudiées que de manière qualitative. On a donc aussi mesuré de manière

systématique l'épaisseur des fibriUes siir les images AFM obtenues à des temps

précis, et on a procédé à des calculs de statistique sur chaque échantiïlon. Les

résultats des deux méthodes sont présentés en parallèle dans cette section.
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Epaisseur du coUagène adhéré sur une SAM de C-16, mesuré par

SPR, à divers temps d'incubation.
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Figure 4.6 Epaisseur des fibrilles de coUagène adhérées sur une SAM de C-16,

mesurée par AFM, à divers temps d'mcubation.

Dans un premier temps, l'épaisseur de collagène mesurée par la

spectroscopie SPR a été modéUsée selon l'équation de Fresnel (à l'aide des

paramètres décrits précédemment). Les résultats obtenus pour divers temps

d'mcubation sont présentés à la figure 4.5. L'allure générale de la courbe présente

une augmentation au cours des 40 premières minutes d'incubation, puis une

diminution de l'épaisseur en fonction du temps. Cependant, les valeurs calculées

osciUent entre 6 et 8 nanometres, ce qui est loin de la réalité. En effet, une fibrille

mature possède plutôt un diamètre se situant entre 15 et 500 nm .

0

La figure 4.6 présente l'épaisseiir des fibrilles calculée à partiï d'images

AFM. Pour ce faire, l'épaisseur de 50 fibriïles différentes a été mesurée. De ces

mesures, on a calculé l'épaisseur moyenne, présentée ici en fonction du temps

d'incubation. On remarque que la valeur moyenne reste assez stable dans les 35

premières minutes d'incubation, à environ 57 nm. Cependant, on voit nettement une

augmentation de la taille moyenne des fibrilles à 75 minutes. Eiifin, cette taille

moyenne duninue par la suite pour se stabiliser aux alentours de 25 mn, après 900

minutes. Cette tendance est donc la mênie que celle observée en spectroscopie SPR,
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à la différence près que les valeurs de diamètre de fibrilles se situent dans les valeurs

attendues.

Une distribution de l'épaisseur des fibrilles a été effectuée à partir des 50

mesures prises sur les différentes images AFM, pour chaque temps d'incubation. La
figure 4.7 présente le pourcentage de la quantité de fibrilles d'une certaine épaisseur
pour chaque dizaine de nanometres. En prenant les bandes associées à chaque temps
d'incubation, on remarque que pour des temps d'incubation long (plus de 35
minutes) le maximum associé à chaque courbe diminue. Ainsi, 34% des fibrilles

possèdent un diamètre entre 60 et 70 nm après 35 minutes, alors qu'après 900

minutes, 68% des fibrilles possèdent un diamètre entre 10 et 20 nm. Un autre point
important est la distribution en elle-même. Lorsqu'on observe les temps assez courts

d'incubation, on remarque que la distribution est très large, et s'étend de 20 nm à

110 nm (5 minutes et 10 minutes). De plus, le maximum de ces distributions n'est

pas bien défini. Les distributions associées à 10 et 35 minutes prennent une allure

plutôt Gaussienne, avec un maximum mieux défini. La distribution présentée à 75

minutes semble être une situation intermédiaire, où on observe une quantité

semblable de fibrilles à diverses épaisseurs. Enfin, les distributions relevant de

temps plus longs, soient 120 et 900 minutes, sont beaucoup plus étroites avec un

maximum bien défini. On peut donc conclure que plus le temps d'incubation est

long, plus les fibrilles adoptent des structures uniformes.

u
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4.2 ETUDE DE L'ADHÉSION DU COLLAGÈNE EN FONCTION DE LA LONGUEUR DE LA

CHAÎNE

Ayant montré précédemment que le collagène adhère bien sur une surface

méthyle, on peut se demander si la longueur de la chaîne carbonée peut influencer

l'adhésion du collagène sur cette terminaison. Il est connu de la littérature que plus

la chaîne carbonée d'un thiol est longue et plus l'ordre des chaînes est important11.

Ainsi, avant 10 ou 11 carbones, les chaînes sont dans un état moins ordonné.

Lorsque les chaînes possèdent plus de 12 carbones, elles sont alors dans un état plus

ordonné. On veut donc observer ici si l'ordre de la monocouche auto-assemblée a

une influence sur l'adhésion de la protéine, et ce en fonction du temps d'incubation.

On a donc procédé de la même manière que précédemment, soit par une analyse

d'abord qualitative (AFM), puis quantitative (SPR et AFM).

4.2. l. Cinétique de l'adhésion du collagène par SPR et AFM.

La figure 4.8 présente les cinétiques d'adhésion du collagène sur différents

thiols à terminaison méthyles. On retrouve l'adhésion du collagène sur un C8, un

Cil et un C18. Les trois courbes présentent la même tendance que lors de l'adhésion

du collagène sur un Cl 6. On remarque tout d'abord une augmentation rapide de

l'adhésion, suivie d'un maximum, qui varie entre 40 et 100 minutes d'incubation,

puis d'une diminution. Une diminution plus lente apparaît par la suite, après environ

700 minutes d'incubation. Il semble de plus que le Cil et le C18 possèdent un A9c

plus élevé que le C8 et le C16. Cependant, comme l'adhésion du collagène n'estpas

uniforme sur toute la surface, il est possible que la valeur mesurée varie légèrement.

u

Les courbes relatives aux tenninaisons présentent donc toutes la même

allure. Cependant, on ne peut conclure par ces résultats que l'adhésion du collagène

varie selon la longueur de la chaîne. En effet, on ne retrouve pas de différence

significative dans l'adhésion du collagène sur une terminaison méthyle selon la
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ÎS9 SP\[VS S3P H003- suosremuusi S3\ jnod ç^d s^ 'pjjs ug •îusu.isAj^gsu

ss'Smvp is ssuuopjdsp îuos HOOD- siuauisdnojg S9{ '(/, = Hd) snbigopTSÀqd yd

v 9[{reAçji uo,nbsjo{ snb ires uo 's^iÀxoqjpo uosremuus} ^1 9p sw 3\ SWSQ

•SCO

S3\ sno} su^p s^usojnod SIQJÎ UOJIAU9,p ÎS9 ÎU9m9JAn039.[ 3p 9§BlU33jnod 3\ 'HOOD

-013 31 -inod 'uijug •o/pÇ =F ci B ^usma^mj smuusi 9S mb as is ss^nmui ^^ ssjdç

%S =F £ ç 'ss^nuim ç\ ssjtde o/pç T oi 3P luçssçd 'sduis^ 9{ smp siq^u^A ^usmsjAnoosj

3p xwzï un f.ov^[d 3AJ3sqo uo 'HO~IT3 9I •Inod "siusojnod xnsp î9 o-tsz 9j;u3

snîTs as ^9 'uoiiçqnom.p sdms^ 3\ 3}joduii nsd 'H003~SI3 nP SE3 9I SU^P pu-iSBnb

îss iu3iu9j[Anoo9j; 3p sg^iusojnod sq •goBjms 9p sdX} so jns 3U9§E{{oo 9p suuojmn

gouim sqonoo sp j9fluoui3p sed lusiqmss su sggniosjjs SSSÀ^UB S3\ 'uyug 'gjnioiu^s

3p 9J[U9§ 93 J9AJ9SqO,p 31VÏ 1S9 {T 'pU003S 3\ STOp 9nb S.IO{B 'S^USSSjd 3UI9UJ 9p

ino} ^uos s^j9iuo^§§T3 ssnbpnb 's^o jsimsjd 9{ smp snb snb^msj uo H003-ST3 nP

59^93 09AP H003~0l3 xnç S9AT}BpJ S9§EUiT s3\ lUBj^dmoo us '9}msug •sjg'tinoT^d

gjrqoruîs sp svd lusiusss.id su p-xngo 'susgç^oo 3p siçj9uio{§§ç ssnbpnb SAjssqo

uo UOISBOOO^ 13 is 'sn[d sa •ssnusiqo ssgçuii S3\ ms giusssjd îS9,u siiuqij sunonp

'ssqoqdoJpÀq ssoBjjns xnç ^usmsjre^uoo snb pjoqç.p ^no^ snbjEuisj UQ
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ç\ mod 'via Z'Q ^ 2'£ sp sssed jnsssreds^ 'îsjjs ug 'sdmsi np uoipuoj us -[nsssredsj

sp sproui v] sp sn{d ap uoiinuiuiip sun issrve aAjssqo uo 'uosreuimjsi suso

jnoj •ss^^Kxoq.rco suosreuTuus^ xnsp sai mod snb HO-T T3 9I •Ino^ 9pirc-i§ sn{d sioj

siofl smom rm isa sspo^o jnassredsj snb pjoqB.p ino; SAJssqo UQ •suosremuusî

S9iu9J9jjip S5\ mod ssnus^qo -^js ssqjnoo sap Ji^rcd v pussjj sp uoTiBsi^pom

is\ md sspopo msssredaj s^usssjd 61 "t' 3jn§ij vr~[ •sqonoo ^^ 9p aSeAnu sajde

99jns9u.[ sis B jnsssredsj 'sco sap unoBqo SUBQ "ajs sidoosojpads sp snbiuqosi v\

jed snb sssXpire SJÎQ nd B,U jnsssredsj 'sa^qdo.ipXq ssoBjjns sap SBO 9t SUBQ

VJS Jv<f ^u^Sv^oo np jnasswdj 'Z'f'p
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9p uonçuuoj v\ lusyguusd SSSST^ sgo^jjns S9{ snb npuoo sn{d sp iuo SQ •ss^qdo.ipÀq

ssoBjjns S9{ jns snb ssqoqdoJpÀq ssoïgjns S3\ jns 9U9§ç^oo np siu^ijoduii

sn^d dnoonçsq uoTSsqpa sun SAjasqo yio s\} '}9JJ9 ug 'TOI snus^qo xnso ç lusj^du.ioo

as s^pssj sjnsq •pfojd 30 suçp sXoidms mp3 snb smsm 3\ s^ssj 9ST{^n 9U3§ç{[03

9p sdXi si 'uoqn{os us vhp susgB^oo np ssi^in }uo sii,s svasv^ -g^ÀxoJpÀq soïgjns

sun jns sub isure 'siAq^m go^jjns sun jns uoissqpBj çjçduioo 3^ws gj^us iuo SQ

•9U9§^{i03 np uoissqppj jns i^^sqns np 9iTSO§m ç[ sp sougnguij 9p ^u^inosip spi^

un 3iiqnd îusmmsosj IUQ ^70 î3 smsa •9jni^j9yi[ e{ 3p iTOUSAOjd s^^nss-i ssfln^.p
09AB Sflidçqo so sucp snus^qo S^^nSSJt S3{ JSJçduXOO 3p 1UÇSS9J3}UT 1S9 Q

n

•pfojd 93 9p 3-IpBO 9{ swsp snus^qo xnso jsÀnddï ^USUUSTA s^ipssj SSQ

•l^sqns np sipTqoqdoJpÀqj OSAB ^reiusuign^ soçj.ins i3\ ms sqjosp^ 3U3§çtIO;5 3P

sUîu^nb ï{ snb uoisnpuoo ^1 B snusAj^d luos sn 'TSUTV "s^us.isgjTp 9îioi[qoqdoJpÀq,p

S9J§3p S9p lUBpSSSOd 'S9313JJnS SSÎUSJSJJTp -ins 3U9§çip3 np uoTsaqpBj sipnis ÎUO

.7» is SJ9UU3J snb js^ou 9p ÎUÇSSSJSÎUT }S9 {I 'S99pT,p sjpjo gmsui 9{ SUBQ

•33iu9ui§nç ITOS suggçiioo np uoTSsqpej

snb puuou isa {T 'H003- PI93 9nt) sqoqdoJpÀq snid isa HS- lusu.isdnojg

3{ 9mmo3 "H003- îusuisdnojg un snid uou p 'susgçnoo nç so^j ircj mb HS

- îusmsdnojS un ^S3,o 's-OTOBm syso 3p 'i9jj9 ug 'siqTsnçid 9Ji9 insd ssqonooTq sap

îimsuuoj HOOD'S 13 3I 3nî5 ssims sssqiodXqj snb SJIOJQ ç 9}-iod mb 93 -s^u^poduii

sqd dnoonegq ^re^s gusgBHOo np uoissqpBj 'SEO so supp 'isjjs ug -snsssp

-TO S9UUOI}U9m xn90 3p SlU9J9JJIp îuos mb 9U3§Bnoo np uoissqpBj 13 S}}V3\31 S^îpSSJ

S9p lUSI^qO UO '(S99UUOJ ÎUOS ssssmrôjossp ssqonooiq sap gnb p gqonoooooui

9un,p sn^d lusi^qo uo.nbsjoi) snpusyE 3\[33 snb spu^jg sn^d ]A[VS 9P ^nsssreds

gun suuop \ovy. np uoTsgqp^.p snbqsmo v\ 3nbsio\ 'H003-SI3 nP sw 3I SUBP 3nt)

jguuopusm Tssne ^nej Q •9§ïôuu np s^o\ goejjns ^1 sp S9mun{9 luo-iss s{i 'ssqjosisAqd

snb ÎUQS su sy3i3vao\S'Sv sure^jso is 'TSUJV 's^qjosTmiqo sqonoo ^1 sp SIBUIJ s.inssm ^i

SJpUSjd 9p ÎUÇA^ 990UU 1S9 3oejjns TZ\ gnb irej nç snp isa s^ipssj S9{ suBp sousjsjjip

9^33 •9j[9Tu.i9p gyso sp uoi^nmmip sun sj^uom 6^^ 9jn§ij B{ snb SJO{B .insssredsj ap

gnupuoo uoTic^usuignc gun g^ussgjd ^Y^ gjngg v\ K gg^usssjd snbi^up eq
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•3j9itUEui smsui ^i sp

99nbTidx9 3j^3 ouop ^reiinod IOT sAjasqo uo.nb sqjospB gugg^noo np uoi^smi3§J09J

eq -soEjjns v\ jns suTS^ojd v\ sp uoi^xç^sj sun j^d gm^B syso ^usAuosp s{i •TOI

snus^qo xnciusu.tusdxg s^^nsgj xnç }U9ui9^çx3 puodssuoo sp^uguiusdxg sqjnoo

jns^ sp jT^çd ï îU9{no^3 s^i.nb sdmsi np uoipuoj us (s^re.p s^un jBd suispjd

9p ssinosioui sp ^uiixçm sjquiou) ^j sp uoiiBST^poui sp sqjnoo i3\ 9p gjn^B.q

"(jail) 3tU31U[I 9^101 93U^p3]J3J U3 30U90S9JOnU J^d S9nU9iqO 9nbll9UTO 3p ssqjnoo

sap iu9iU3S3.id lo-xng^ •(9pTmi3JÀînqÀxoJpÀqi7-[iÀdojd(iÀiisÀxoqî3Tfl)-£]-j\[) gggjpqo

-uou s^qdojpÀq so^jjns Sflnc sun ms p suBiisojoiqouiiÀospBXsqj jns susgçiioo

rvs 9{qEiqui9s suTspjd s^nc sun '9U3§ouuqTj np uoissqp^j lus^usss.id s^ 'uoi^oiiqnd

9ÎU939J 9Un STOQ ^^7» ^ Z^S^ 9p Xn93 03AÇ S9{iqdoJpÀI[ }3 ssqoqdoJpÀq sso^jjns
S9{ jnod snusiqo ^[js us ssnb^gup 9p s^^nssj s3{ js^dmoo ^nsd uo 'snyd SQ

•sjgqpE JIOAB À S3jdç soçjjns v\ jns 9pu9}3,s ^9

siBjiyomis uoi^oTjYpom sp 9JU3§ smsui si sssiqns susgçnoo 9{ snb 3{qTSSod ouop isa

Q • S9UIÂZU9,p S^3 S^ SUBp S9AJ3SqO 319 1UO SSJtreiTUIIS S^pS3J S3J}nP,Q •9iqiSJ9A9JUI
9J9TUÇUI sp sssqjospç ^usios ssip.nb irej si sjSpm sopjjns sun ms jssn-gTp lusAnsd

ssms^ojd ssi snb sjîuoui ^uo ^v ^ UOÎ{TI -siiuojmn uiiij sp suuoj snos 93ï!jms
v\ ms 9jpu3i9,s siinsus jnod ssnuqij sp suuoj snos pjoqç^p inoi sqo^ç.s sms^ojd

V] snb îrej^dde ~[ï 'sgjsiiuusp sso sp sco si SU^Q -ssqoqdoJpÀq ^9 ssiiqdoJpÀq ssoçjjns

S3\ jns 9U9§E^oo np uois3qp^,p anbqsup v\ \33i sdmsi us gjAms 3p Tssns lusysxiugd

pfojd so sp sjnoo wz snus^qo s^ipsa-i ssq 'susgç^oo np uoTSsqpç.p xnçug s^ipssj

S3{ J[91:pni9,p lU9lU3p3S ^U91pUU3d /y ^ SroSQ JÇd S99Tr)39JJ3 S90U9U9dX9 S3\ snb
jtsuuopusm siojsînoi ^nEj n -ssiiqdoJpÀq ssoçjjns S3\ mod (°/oQ\ sp suioui) pu-isçnb

îss p 'ssqoqdoJpÀq ssoçjjns S3[ jnod o/gOg p 0/^0^7 g^ug SUBA {T,nb sjip suoAnod
SnOU 'S93U9U9dX9 SOU 9p SEO 3\ SU13Q '%OS-Ot7 9P 9§^U90jnod un îçiqd lusuua^qo
s\i 'ssiiqdo.ipAq sso^jjns S3\ mod snb sjo^ o/g QS 9P snl(ï 3P ïs3 sqoqdoJpÀq

sopjms sun jnod sopjjns B{ 3p luguts-iAnoogj 3p 3§^^u93jnod 3[ snb ugus lusnpuoo
SQ -svd lusipuusd 3{ su S3sn9U§Tu sqd sso^j-ins S3i snb sio\v sajrc^uqij sa-tn^omis
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n

•9U9§çnoo np gjn^oiuîs

v\ 9p siqissod uoi^uuojuoo 9p S^U9UI9§U^q3 S9p .t9AJ9Sq0^p î9UU9d {I 'ugug

•S9^ÎU3mU3dX9 SUOI^pdlUÇUI S3\ JBd 99UUOISB300 UOlimniBUSp SUPS '3SU3d 9{ UO.nb

pl lu3S9.id ^ss suagç^oo 9{ TS jsuiuus^p 3p ouop }9 'so^j-tns v\ jns SAnofl ss mb so

lU3Ut3nbiuiii[o .i9ijTîU9pi,p }9uu3d SV^ai-Nd 9P snbiuqosî v\ 3\n3s sreiu 'sso^jjns

s9{ jns 9ui3}o^d 9U30 pusjd snb 9.1^3^^ ^{ 9}U3S3.td FM j v J 'so^J-ins v\ jns sjsqpç

9UT3}ojd v\ snb sjiuomsp -ajs çl '13JJ9 ua "sioiq^TOop.p ssqonooouom ssi jns

9J9qp^ susgç^oo np UOT^UUOJUOO ^1 9{qTssod xnsim 9t .issusp^^o 3p snbqdoj suBp

sssud 9^9 îuo sgjnsaui S93 "SV^THI-WJ -[B(I 9U3§BH03 np UOT^SU9pB.[133 v\ 9p 9îrc^

•t/'-tz UOIP3S Ç{ 'cIOri 3p snbiuqosî ?{ B sji^pj xnçiusmugdxs s^ipssj S3\ jsiussgjd

sp ym\i3 '}u^pu9d93 -susgE^oo np 93U^SSTOJO V\ ÎU3m9[BI^ds J9§UTp 9p }U9m9iqissod

îusrejipuusd H003~ST3 ssuoz sap p 's9[Àqi9iu ssuoz sap îu^psssod j^rl

soEjjns sun.nb ssaqiodÀqj 9jy3ui9,p ouop lusnsuugd snus^qo s^îpssj ssq
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n
,s3ui9iojd sap 9jrepuoo3s sjniomis v\ sp uoipuoj

U9 SOTd xn9p S33 3p SUOqigod S3\ 91U3S3jd ^-^ nç9{q^l 3^ "^M-3 u3Tl nP UOI^§UOl3,p
p H~N U3ÎI nP uoi^uuojsp sp sspoui xnç sspossç xnsp snoi '/// apiuiv ^3

/7 spimy sold sat 19 o=3 "3?! np uoprôuo^s^ ç sapossï 7 spiuiy oid 9{ îuos soid ss^

•sdmsî si swsp ssjnioruis sap s^nq^s v\ soyd sso sp 3prej B jsipnis issnç insd UQ

•99^duioos3 sjnîomis i3'[ 9p3ssod 9ipry3 susgE^oo si is 9-inpuoo sp 9{qissod ïS3 \},nh

UOqÇUUOJUT SîpO V 93ÇJ§ 1S9,3 'sjrepuooss sjnioru^s jnsi sp ssnb^sugpBjco soid sap

^U3p3ssod S3UT9^ojd s3\ 'sjpsds un,p S33U3nb9J; SSSS^q S3p UOT§9J EI SUBQ

•{BUSTS np 90UÇU3AOjd 9p lU9UI3§Uçq3 rvz np îss

mb « îusjBddç » lugmsoçidsp un SAjgsqo uo '9.13 mçm gyso SQ 's^oiqi xnç ssioossç

soid sap 3{{93 v i-ioddcj jsd s^usmgnc smsiojd BI ç ssposs^ soyd sap s^sug^mj

'soEjjns v\ ms 3U3§ç^oo sp g^^mnb v\ ouop 'uoT^qnou^p sdma^ 3\ 9îU3iu§m

uoj snb smssui B is jrg ny 'uopisod smsiu ï^ lusmsîOBxg s^d iuo,u 9U9§B{p3

np ^9 spiqi ssp suoqçjqiA 9p sspoux S9{ snb ^rej 3\ md asnço ITOS lusuiso^vdsp

so snb s^qissod ^ss [i •s99A3{3 snjd ssousnbgjj sap SJSA -ZH3- lusmsdnojg

np SA 19 "A SUOT113§UOI3 S3p ÎU9UI93E{d9p 9^ 9nb ISUTB SSlTpd Sn{d SJn9{13A S3p

SJ9A £H3- îU9ui9dnoj§ np j-a oyd np îU3iu90B{d9p si js^ou 3p iucss9J3^ui ^ss Q

•9U9§Ç^OO 3\ SUÇp 9^U9S9jd SUIUçpJ ç înoyns is 'SYOiqi

xwe sspossç luos soid sso '£H3- 3I -lnod "susg^noo np sjn^oruis v\ svmp s^usssjd

SSUTmÇ S9pI3Ç SÎU9J3JJTp S9p ÎTOS 'Spiq^ S9p }TOS lU9UU9IAOjd -ZH3- nP SA 9I l3 EA ^^

•uoi^qnom.p ssjnsq ^ sgjdç îuams^uij irejçdsip p '^.uio £^§z; ç /.^g^ 9p iircss^d
us 'uoqçqnoui^p sdmsi np uoipuoj us lusmsjggsi sguBqo aid so 9p uo^isod çq

"(d~8) 1[uu9j[ 3P 30UÇUOS9.t ?{ 9p ÎUBUSAOJtd SA 1S9 S33U3nb9JJ ss^nçq sap uoTggj 13^ mod
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•}9fojd 30 3p 3JpBO 91 STOp SSÀIBUB lusmsjrcp

9j:3 insdj apituy oid si pas snb ^uoj (SSJSAUT oid î9 oid np uoquEdsip) sausmousqd

xnsp 593 •jo,p soïijjns B{ jns guig^ojd ^i sp suuojmn-uou }3 sssreds dojî

sqonoo sun md sssnço isa mb 'negosrej np uoisnyip ^1 9{dm9X9 .red 'sgusu.iousqd

ss^nç^p ]ssrve srem 'iqosggj nçgosiBj np UOTXSQSJ E{ îugmspss sçd 9AJ3sqo,u

uo.nbsjoi îusTAjns uoTipniis ayso snb }S9 susuiousqd 90 jsnb^dxs jnod s^qTsnç^d

sn^d v\ sssqiodXq^ '9SJ:3AUT isa ^.uio ^9^1 ç oid si snb snb^msj uo 'sjpsds

gmsrn 3\ jns sjnoCno} 'snid SQ -ssçq 9p 9ugi{ BY 9ST{3pom svd ^,u uo }uop gjpsds np

lu3UU9iAOjd £••[7 nçgiqEj^ 3\ suBp S931U3S9jd SUOT^TSOd S3\ 'lUBpU3d33 •3S^q 3p 3U§I{

TZ\ 9p uoipm^snos T3\ v np 9uj9{qoj[d 3[ ouop sj^snni g^^'-fz 9jn§g çrj -(77 3piiuy oid np

TOT 9ou9sqi3) soid sap pjsd uo.nb isa sousnbssuoo ^i ^9 snbi^mgq^m uoipuoj 3un,p

j-t^d ç ssçq 9p sugii 12\ 3p UOT^SI{9pOm 3Un,p ^^nS9J 31 OUOp ÎS9 9jn§TJ 9U33 jns

3^u3S9jd isa mb 93 -sjnofnoî SBd suuoTpuoj su 19 jsniosjjs v sipgjTp îss ssousnbsjj

ssssEq sap uoiggj B{ suEp SVÏT8I s-ipsds un m.s ssçq 9p 3v3}\ 3un,p uoi^ST{9pom

v\ snb isa }T^J sq '^niiqEquj uoflçd un siussgjd g^^'t? 9m§Tj B{ ç giusssjd mpo
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luspjoouoo s9Ai[p9ds9j[ suoi^isod sm3\ 'sn{d sa •xnçiusmusdxg ssjpsds S9{ STOp
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