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Résumé : En 2011, I’Université Joseph Fourier (UJF), s'appuyant sur la force de la recherche
interdisciplinaire des laboratoires grenoblois dans les Nanosciences et Nanotechnologies, a
ouvert deux majeures : un M1 « Physique fondamentale et Nanosciences » et un M1 « Chimie
et Nanosciences ». Dans ce cadre, des Travaux Pratiques interdisciplinaires et inter-
plateformes ont été mis en place afin d’illustrer de manicre concréte la convergence de la
physique, de la chimie et de la biologie a 1’échelle micro/nanométrique qui s’appuie sur les
micro et nanotechnologies. Cet article décrit en détail ces TP et expose leur intérét
pédagogique pour la formation des étudiants ainsi que pour des enseignants-chercheurs.
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1. Introduction

Depuis plusieurs années 1’Université Joseph Fourier (UJF) propose une mention
« Nanosciences et nanotechnologies » de Master en 2°™ année [1] en filieres Recherche
(Nanophysique, Nanochimie et Nanobiotechnologie) ou Professionnelle (Nanoingéniérie). En
s'appuyant sur la force de la recherche interdisciplinaire des laboratoires grenoblois dans les
Nanosciences et Nanotechnologies, I’'UJF a depuis 2011, date de début du nouveau contrat
quinquennal, renforcé sa formation dans ce domaine. Ont donc été ouvertes deux majeures
«Nano» : un M1 «Physique fondamentale et Nanosciences» destiné aux étudiants physiciens
et un M1 «Chimie et Nanosciences» destiné aux étudiants physico-chimistes, chimistes et
biochimistes. L’ensemble des effectifs des deux parcours s’¢léve a 24 étudiants a ce jour.
Dans le cadre de ces deux nouveaux Master 1, des Travaux Pratiques interdisciplinaires et
inter-plateformes ont ét¢ mis en place afin d’illustrer de maniere concrete la convergence de
la physique, de la chimie et de la biologie a I’échelle micro/nanométrique qui s’appuie sur les
micro et nanotechnologies.
Ces séries de TP (une vingtaine d’heures au total) s’integrent dans une UE spécifique de 50h
ou 72h (6ECTS ou 9ECTY) intitulée « Nanosciences » dont la partie cours est déclinée en
deux versions, I’une pour les physiciens, I’autre pour les (bio)chimistes. Elles s’articulent
autour des thématiques de Nanochimie, Nano-caractérisation et Nanobiophysique ; Ces séries
de TP ainsi que les cours associés, sont assurés par des enseignants-chercheurs de chimie,
biologie et physique spécialistes en nanosciences et nanotechnologies.
Une premiere session de 8h ou 12h (deux ou trois séances de 4h de TP) porte sur la «synthése
de nanoparticules métalliques et leur nano-caractérisation par MEB et AFM». La partie
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synthese se déroule sur le plateau de Chimie situé au campus de ’UJF tandis que la nano-
caractérisation a lieu au CIME-Nanotech [2] —Centre Interuniversitaire de MicroElectronique
et de Nanotechnologie- (Salle Blanche et Nanomonde) situ¢ & Minatec et ou a I’Institut Néel
pour la caractérisation par Microscopie Electronique a Balayage (MEB).

Une deuxiéme session de 12h (trois séances de 4h de TP) porte sur la «Présentation de
cellules animales sur substrats micro-fonctionnalisés pour leur caractérisation mécano-
structurale par microscopie de fluorescence et par AFM)y. Cette série se déroule d’une part
sur la plateforme CUBE [3] (Centre Universitaire de Biologie Expérimentale) du campus pour
la partie biologie cellulaire et pour la caractérisation des cellules par épifluorescence, d’autre
part sur la plateforme Nanomonde du CIME-Nanotech pour la nano-caractérisation par AFM
des substrats micro-fonctionnalisés puis pour 1’étude morphologique des cellules adhérentes.
La complémentarité de ces deux techniques de caractérisation (épifluorescence et AFM) est
soulignée lors des séances.

2. Description de la session «Nanochimie et Nano-caractérisation»

Cette session concerne 1’¢élaboration de nanoparticules métalliques par réduction chimique de
sels métalliques et la caractérisation par spectroscopie et microscopie MEB et/ou AFM des
objets obtenus.

Nous avons choisi la thématique des nanoparticules car en raison de la taille de ces objets, des
propriétés nouvelles sont attendues liées au confinement quantique et au grand rapport
surface/volume. La maitrise de la taille de ces particules a permis de faire émerger de
nouvelles applications en nanoélectronique [4], en optoélectronique [5] et dans la détection
chimique ou biochimique [6]. Dans le cadre de ces travaux pratiques, nous proposons aux
étudiants, lors d’une premicére séance, de synthétiser des suspensions colloidales de
nanoparticules d’or et d’argent en faisant varier un des paramétres de synthése afin d’observer
leur influence sur la taille ou la distribution en taille des objets obtenus. Lors d’une seconde
séance, des échantillons sont observés au microscope ¢lectronique a balayage et/ou a I’AFM
afin de consolider les études sur la forme, la dimension et la distribution en taille des
¢échantillons. Grace a la capacité de I’AFM a manipuler les objets, on pourra mettre aussi en
évidence I’état d’adhésion des nanoparticules avec le substrat.

2.1. Organisation de la session

Ces Travaux Pratiques permettent de montrer aux étudiants un exemple d'interdisciplinarité a
l'interface physique/chimie qui est particulierement importante en Nanosciences. Méme si la
premiere partie est orientée vers la chimie avec la synthése des particules et ensuite le reste de
la session est plutdt orient¢ physique avec la caractérisation des objets synthétisées, les
notions de « chimie » et de « physique » sont nécessaires a chaque étape pour mettre au point
les protocoles et interpréter les observations.
Cette session comporte 5 phases que nous avons organisées en 3 séances de TP :

* Synthése chimique = TP n°1

* Spectroscopie optique = TP n°1

* Transfert sur graphite = réalisé par les enseignants avant le TP n°2

* Microscopie électronique = TP n°2

* Microscopie a force atomique = TP n°3
Cette répartition peut étre adaptée en fonction du matériel disponible sur les différentes
plateformes de TP et certaines séances sont indépendantes (TP n°2 et TP n°3), ce qui permet
de moduler la longueur de cette session et de 1'adapter a un nombre fixé de séances selon les
filieres.



2.2. Syntheése et spectroscopie des nanoparticules

Cette séance, présentée dans cette partie, permet de sensibiliser les étudiants a la synthese de
nanoparticules, a I’influence des parameétres de synthese sur la dimension et la distribution en
taille des objets nanométriques obtenus et a la notion de stabilité de colloides en suspension
dans un liquide. Toutes les expériences se font dans 1’eau, elles sont faciles a mettre en place
et sont modulables aisément.

La syntheése de colloides stables de nanoparticules métalliques peut se faire par une approche
bottom-up, via la réduction d’un sel métallique, en présence d’agent stabilisant. La taille des
nanoparticules obtenues, la distribution en taille ou la stabilité colloidale dépendent fortement
des conditions de réaction (pH, type de sel métallique...), de la force de 1’agent réducteur
et/ou du rapport de concentration [agent stabilisant]/[Métal]. Les suspensions colloidales sont
analysées par spectroscopie d’absorption, donnant une premiere estimation de la dimension
des particules formées.

2.2.1. Synthese de nanoparticules d’or
Les nanoparticules d’or sont obtenues, via la méthode, trés connue dans la communauté
scientifique, de Turkevich [7], Cette méthode se base sur la réduction de 1’acide chloroaurique
(HAuCly) en présence de citrate de sodium a reflux de 1’eau en 30 minutes.
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Le citrate de sodium joue dans ce cas a la fois le role d’agent réducteur et d’agent stabilisant
permettant 1’obtention de suspensions de colloides stables. Le rapport entre la concentration
en citrate de sodium et la concentration en or est le point clé pour le controle de la taille des
colloides obtenus par cette méthode. Au plus ce rapport [citrate]/[Au] est grand, au plus les
nanoparticules sont petites. Cela s’explique par la compétition entre le processus de
nucléation croissance de I’Au’ et le processus de passivation de la surface des nanoparticules
d’or par le citrate de sodium. Deux expériences sont donc réalisées en faisant varier ce rapport
de concentration [citrate]/[Au] d’un facteur 2, de 3.5a 7.

Une premiere approche pour caractériser la taille des nanoparticules synthétisées est de
relever le spectre d’absorption de la suspension colloidale obtenue. En effet, les suspensions
colloidales de nanoparticules d’Au présentent une coloration rouge-rubis lorsque la taille des
nanoparticules est de 1’ordre de la dizaine de nanometres (figure 1A). Cette couleur,
caractéristique des colloides nanométriques d’or est la conséquence, immédiatement visible,
du confinement dans les nanoparticules de 1’onde électromagnétique qui décrit la lumicre
(résonance de plasmon localisée). La coloration particuliere des nanoparticules, liée a ce
phénomeéne de résonance de plasmon localisée, se traduit pour les nanoparticules
nanométriques d’or par une absorption de la lumiere autour de 520 nm (figure 1B). La
position de cette bande d’absorption dépend cependant d’un certain nombre de parameétres tels
que le diametre, la forme des nanoparticules, le milieu dispersif ou l’agrégation de la
suspension colloidale.
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Figure 1: A) image de la suspension colloidale de nanoparticules d’Au obtenue par un étudiant avec un rapport
[citrate]/[Au] = 3.5 aprés 30 minutes de réaction. B) spectre d’absorbance correspondant, indiquant la présence de
nanoparticules de diamétre d’environ 20 nm.

Une comparaison entre les spectres d’absorbance obtenus par les étudiants et les données de
la littérature indique que les nanoparticules obtenues avec un rapport [citrate]/[Au] = 3.5 ont
des tailles variant de 15 a 25 nm. De plus, nous observons bien une diminution moyenne de la
taille des particules lorsque la concentration en citrate de sodium augmente (taille comprise
entre 10 et 20 nm, en fonction des bindmes d’étudiant). La faible largeur & mi-hauteur des
spectres d’absorbance indique que cette méthode de synthése est relativement peu
polydisperse.

2.2.2. Synthese de nanoparticules d’Argent

Les synthéses de nanoparticules d’argent sont réalisées par réduction du nitrate d’argent par
I’acide ascorbique (CsHgOg) en présence de citrate de sodium [8]. L’acide ascorbique joue le
role d’agent réducteur et le citrate de sodium celui d’agent stabilisant. Dans ce systéme, la
taille des nanoparticules dépend grandement des conditions de synthése. Ainsi, pour des
concentrations en agent stabilisant et en agent réducteur identiques, la taille des
nanoparticules obtenues peut étre modulée en modifiant le pH de la solution. L’augmentation
du pH jouant le role d’activateur de l’agent réducteur et donc modifie la cinétique de
formation des nanoparticules.

2 AgNO, + C,H,0, > 2Ag+ C,HO, + 2 HNO,

Dans le cadre du TP, deux synthéses sont donc réalisées, dans les mémes conditions de
concentration en nitrate d’argent, en acide ascorbique et en citrate de sodium, mais a pH
différents (pH = 6,3 et pH = 10,5). Les réactions se font dans ’eau, a température ambiante et
le pH des solutions est fixé par I’addition de NaOH 0,1 mol/L.

Dans le cas des nanoparticules d’argent, le phénomene de résonance de plasmon localisée
provoque I’apparition d’une bande d’absorption présentant un maximum entre 390 et 420 nm
en fonction de la dimension des particules. Une analyse du spectre d’absorption donne donc
des indications directes sur la taille et la distribution en taille des nanoparticules (figure 2).

La formation des nanoparticules d’argent a pH 6.3 est lente et engendre des particules de
grandes tailles (35 a 50 nm voir plus) et est trés polydisperse en raison de la faible activité
chimique de I’agent réducteur dans ces conditions de pH. Par contre, comme le montre le
spectre d’absorption, la formation des particules a pH basique (pH = 10.5) permet 1’obtention
rapide de plus petites particules, et relativement monodisperses (spectre d’absorbance étroit).
Le maximum d’absorption obtenue pour ces particules est situ¢ vers 395 nm correspondant a
des diamétres de particules compris entre 10 et 15 nm.
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Figure 2 : Spectre d’absorbance des suspensions colloidales de nanoparticules d’argent obtenues par réduction du
nitrate d’argent par ’acide ascorbique a deux pH différents (6,3 et 10,5)

La synthése et la caractérisation UV-visible des échantillons se fait sur la plateforme de
chimie analytique (PCA) de I’'UFR de chimie et de biologie de Grenoble [9]. Cette plateforme
dispose de salles de chimie équipées de Sorbonne et d’une salle d’analyse proposant une tres
grande partie des techniques d’analyse du domaine de la chimie analytique (chromatographie,
spectrométrie de masse, spectrophotométrie (UV, IR, fluorescence), DSC, rhéologie,
polarimétrie. ..

2.3. Préparation des échantillons pour la microscopie

La suite de cette session a pour objectif de visualiser les nanoparticules synthétisées par
microscopie ¢électronique (MEB) et par microscopie de force a sonde locale (AFM), afin de
déterminer leur forme, de mesurer leur taille, et méme de les manipuler. Pour cela, il est
nécessaire de transférer les nanoparticules depuis la suspension colloidale vers un substrat
solide. La surface choisie pour déposer les nanoparticules est une surface de carbone graphite
HOPG (Highly Ordered Pyrolytic Graphite) car elle est plate a 1'échelle atomique sur
plusieurs centaines de nanometres, formant ainsi de larges terrasses délimitées par des
marches dont 1’épaisseur est de quelques plans atomiques. Outre la bonne planéité¢ de ce
substrat, le carbone permet d'obtenir un trés bon contraste avec les particules d'or et d'argent
en microscopie électronique. En revanche, la treés faible physisorption des particules sur la
surface de graphite nécessite d'opérer la microscopie a force atomique en mode oscillant pour
ne pas déplacer les particules pendant le balayage de la sonde.

Dans un premier temps, un échantillon carré de graphite HOPG de 5 mm de co6té est collé
avec de la laque d’argent sur un disque métallique d'un centimetre de diamétre pour servir de
support compatible avec les microscopes MEB et AFM. Le collage doit étre conducteur pour
évacuer les charges lors de la microscopie ¢électronique. Dans un second temps, les
nanoparticules initialement en solution sont déposées sur la surface de graphite par
centrifugation a 1’aide d’un « spin-coater » (tournette). L'échantillon de graphite est fixé au
centre de la platine tournante et une goutte (10 uL) de solution est déposée sur le graphite a
l'aide d'une micropipette. La platine est mise en rotation pendant 30 secondes a une vitesse de
1000 tours par minute (rpm) pour &jecter le liquide par centrifugation et laisser seulement
quelques particules sur la surface (environ 1 a 10 par pum?). Dans certains cas les
nanoparticules s'agglutinent par petits paquets, alors que dans d'autres cas elles restent bien
séparées les unes des autres.

Cette préparation des échantillons pour la microscopie n'a pas été intégrée dans les séances de
travaux pratiques principalement pour des raisons d’absence de cet équipement sur les



plateformes d’enseignement. Elle est donc effectuée par les enseignants a I’institut Néel en
utilisant les solutions de nanoparticules obtenues par les étudiants. Plusieurs échantillons ont
été préparés avec des particules d'or ou d'argent et des conditions de synthése différentes en
terme de pH ou de concentration en citrate de sodium. Chaque échantillon a été numéroté
pour pouvoir 1'identifier par la suite et permettre aux étudiants de corréler les observations de
microscopie avec les conditions de synthese.

2.4. Caractérisation des nanoparticules par microscopie électronique a balayage (MEB)

Au début de la séance, l'enseignant commence par décrire le fonctionnement du microscope,
les réglages du faisceau, et les différents détecteurs d'électrons utilisés pour l'imagerie MEB,
en se basant sur un échantillon de test pour effectuer les explications. Puis il place un ou
plusieurs échantillons avec les nanoparticules dans la chambre d'observation du microscope
(manipulation délicate). Ensuite chacun des étudiants du groupe prend les commandes du
MEB et a pour mission d'analyser un des échantillons de graphite sur lesquels sont déposés
les nanoparticules d'or ou d'argent. L'étudiant affine les réglages et fait des images de la
surface a différents grossissements pour visualiser les nanoparticules, leur forme, leur
dispersion, et leur positionnement par rapport aux terrasses de graphite. Il mesure ensuite la
taille de quelques particules et les compare aux résultats de spectroscopie optique d'absorption
faite a la premicre séance. Les images de la figure 3 prises par les étudiants montrent que les
particules d'or sont toujours bien sphériques et relativement mono-disperses avec un diametre
autour de 15 nm. En revanche les particules d'argent sont d'une forme plus complexe et leur
taille varie entre 10 a 100 nm. Ces observations sont en bon accord avec les résultats de
spectroscopie optique. Les microscopes électroniques utilisés sont des « Zeiss Ultra + »
(CIME-Nanotech et Institut Néel).

Figure 3 : Images MEB des nanoparticules déposées sur graphite (images prises par les étudiants) : (A)
Marches du graphite avec nanoparticules d'or sur les terrasses. (B) Nanoparticules d'or (taille mesurée =

16 nm). (C) Nanoparticules d'argent (taille mesurée = 66 nm).

2.5. Caractérisation par microscopie a force atomique (AFM) des nanoparticules

Au cours de cette séance, les étudiants apprennent a faire fonctionner un microscope AFM
depuis la mise en place de la sonde de force jusqu'a I'obtention et 1'analyse des images, en
passant par les réglages de la détection optique et des parameétres d'asservissement du
systeme.

La premicre partie du TP consiste a étudier la surface de I'échantillon en mode « tapping »
dans lequel le contact de la pointe est intermittent grace a la vibration du levier excité a sa
fréquence de résonance. En changeant la taille et la vitesse de balayage, les étudiants peuvent
observer l'arrangement des nanoparticules dispersées aléatoirement sur la surface et mesurent
le profil topographique de quelques particules pour déterminer leur taille. Les marches
atomiques de la surface de graphite sont également bien visibles et il est possible de mesurer
leur hauteur avec une résolution meilleure que le nanometre.
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Figure 4 : Cartographie AFM des nanoparticules d'or déposées sur la surface de graphite et analyse des profils
topographiques de cinq particules (extrait d'un compte-rendu d'étudiant).

La figure 4 montre une analyse de taille de particules d'or obtenue grace au logiciel gratuit de
traitement d’images « Gwyddion» et tirée d’un compte-rendu de TP. Sur I'image
topographique de gauche, on y voit plusieurs terrasses du graphite de hauteur différente et
quelques particules posées sur ces terrasses. Les étudiants ont analysé les dimensions de cinq
particules en tragant des profils topographiques sur la figure de droite. La particule la plus a
gauche a ainsi un diametre de 16 nm, donné par la hauteur du profil, et non par la largeur qui
est de 30 nm car cette derniere résulte de l'effet de convolution entre la forme de la particule
et la forme de la pointe du microscope AFM (les particules d'or sont normalement
sphériques). La comparaison des images MEB et AFM est de ce point de vue tres instructive,
car le type de sonde est tres différent (faisceau d'électron versus pointe silicium gravée) et le
phénomene de convolution est plus faible avec le MEB (si les réglages sont faits
correctement). Ces deux microscopies a résolution nanométrique sont donc tres
complémentaires pour 1'étude des nano-objets.

Ce diamétre de 16 nm correspond bien aux résultats de caractérisation par spectrométrie
optique faite lors du TP de synthése par voie chimique. L'image montre également quatre
particules beaucoup plus petites, de diamétre entre 2 et 4 nm, positionnées le long d'une
marche de la surface de graphite. Il existe donc des particules d'or dont la nucléation a été
stoppée plus vite que la moyenne.

La deuxiéme partie du TP consiste a mettre en évidence la faible adhésion des particules sur
le graphite en changeant le mode d'imagerie dynamique (figure SA) pour un mode « contact »
statique, avec une tres faible force d'appui exercée sur la pointe, mais qui suffit pour pousser
les particules hors de la zone balayée (figure 5B). Les particules sont ainsi déplacées par la
pointe sur le pourtour de I'image, comme le montre les images faites par la suite en mode
dynamique (figure 5C). Cette opération est une démonstration des possibilités de
manipulation de nano-objets par les microscopes a sondes locales en champ proche comme
I'AFM et le STM (microscope a effet tunnel).
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Figure 5 : Démonstration du déplacement des nanoparticules par un balayage de la pointe en mode « contact »
(extrait d'un compte-rendu d'étudiant) : (A) surface initiale imagée en mode « tapping » sur 5 x 5 pm? (carte de
variation d'amplitude). (B) surface pendant le balayage en mode « contact» sur 4 x 4 pm? (carte de déflexion
verticale). (C) surface finale imagée en mode « tapping» sur 6 x 6 pum?> (carte de variation d'amplitude). Les
nanoparticules initialement présentes ne sont plus visibles en mode « contact » car elles sont poussées par la pointe
pendant le balayage comme le montre l'image finale en mode « tapping » avec un alignement de particules sur le
pourtour carré de la zone balayée en mode « contact ».

Ce TP complet illustre a travers un exemple concret 1’aspect physico-chimique des
Nanosciences. Comme cette UE «Nanosciences» du master 1 Nano peut aider les étudiants a
choisir leur orientation en M2 Nano soit vers le parcours nanophysique ou nanochimie ou
nanobiotechnologies, nous avons jugé indispensable de monter une deuxiéme série de TP
autour de [Dinterface biologie et physique que nous avons dénommeée session
«Nanobiophysique».

3. Description de la session « NanoBioPhysique »

Des recherches récentes ont montrés le lien entre propriétés physique, mécanique et propriétés
physiologique des cellules animales. Par exemples, I’augmentation de la valeur du module de
Young entre une cellule saine et une cellule cancéreuse [10], le réle de la pression sur
certaines phases du développement de I’embryon de drosophile [11,12] ou encore la
conception du tri cellulaire basé sur des micro-aimants phagocytés par les cellules [13]. Au
ceeur de toutes ces études et leurs applications potentielles se trouve un travail
pluridisciplinaire, emblématique des Nanosciences et Nanotechnologies.

Cette série de TP a pour but d’illustrer a la fois la convergence des techniques d’élaboration et
de caractérisation ainsi que la démarche scientifique expérimentale entre la biologie et la
physique a I’échelle nanométrique.



Pour atteindre cet objectif pédagogique, nous avons congu une série de trois TP associée a 7h
de cours assurés par deux enseignantes-chercheuses, une physicienne spécialiste en
microscopie en champ proche et une biologiste spécialiste en biomécanique de la cellule. La
thématique choisie est 1’¢tude des mécanismes d’adhésion et de migration de cellules
animales sur un substrat micro-bio-fonctionnalis¢ suivie de la caractérisation de leurs
propriétés morphologiques et mécaniques.

Les cellules des tissus sont habituellement en contact avec un réseau complexe de
macromolécules sécrétées par la cellule elle-méme. Ce réseau de polymeres enchevétrés se
défini comme la matrice extracellulaire. L’ensemble des interactions mécaniques et physiques
entre la cellule et la matrice extracellulaire sont dues a des protéines transmembranaires
spécifiques (en premier lieu les intégrines) qui jouent le role de molécules d'adhérence et
qui sont aussi des mécanorécepteurs sensibles a aux propriétés mécaniques de
I’environnement| 14]. Ces adhérences permettent a la cellule de maintenir une homéostasie
mécanique avec son environnement, on comprend alors que I’adhésion joue un roéle crucial
dans les processus cellulaires. En effet, ce n’est que lorsque les cellules adhérent qu’elles
peuvent ensuite répliquer leur ADN, se diviser, ou bien se différencier. Comme leur
appellation le suggere, les intégrines sont des molécules qui traversent de part en part la
membrane plasmique des cellules. Ce sont des récepteurs bi-phasiques qui permettent de
connecter les polyméres intracellulaires (micro filaments d’actine) aux polymeéres
extracellulaires (les composants fibrillaires de la matrice extracellulaire, la fibronectine par
exemple). La connexion aux micro-filaments d’actine est essentielle & la maturation des
adhérences qui n’existent qu’en réponse aux contraintes mécaniques appliquées de I’extérieur
et/ou développées par la cellule [15]. Ainsi, les micro-filaments d’actine forment un squelette
intracellulaire relié¢ aux adhérences dont la principale fonction est son aptitude a exercer des
forces sur I’environnement : le cytosquelette est a la fois le squelette et le muscle de la cellule
et se défini en parti par ses propriétés rhéologiques viscoélastiques.

Nous avons choisi dans cette session Nanobiophysique de mettre en évidence 1I’impact de la
taille et de la répartition spatiale de la matrice extracellulaire (fibronectine) sur la
morphologie adoptée par la cellule animale pour y adhérer. Les propriétés élastiques des
différents constituants de la cellule sont comparées.

Pour y parvenir nous avons sélectionné un échantillon commercial micro-bio-fonctionnalisé
disponible aupres de I’entreprise CYTOO issue du CEA (Centre de I’Energie Atomique) de
Grenoble [16].

L’échantillon CYTOO est constitué de dépots localisés et de formes géométriques variées
d’une protéine, la fibronectine (Fbn) qui favorise 1’adhérence des cellules. Ces dépdts sont
réalisés grace a des techniques de microélectronique sur un substrat mince (170 um) de verre
qui est un des supports les plus courants en biologie cellulaire car il est peu cher, optiquement
transparent et disponible en dimensions variées.

Entre les motifs de fibronectine, une couche homogene de polymére (PEG Polyethylene
Glycol) est présente dont le caractére hautement hydrophobe est peu favorable a I’adhérence
de cellules animales. Ainsi 1’étalement des cellules sera confinée sur les zones de Fbn.

Afin d’obtenir des motifs de Fbn de formes et de position controlées a 1’échelle micronique,
leur fabrication fait appel aux techniques de lithographie et de dépdt développées depuis tres
longtemps en microélectronique. La premicre étape consiste en un traitement cytophobique a
savoir qu’une couche de polymere de type PEG d’épaisseur sub-micrométrique est déposée en
couche mince sur une lame de verre. Puis a travers un masque de chrome présentant des
motifs de taille micrométrique et de formes géométriques variées, le polymere est éliminé par
photo-ablation, laissant apparaitre ainsi des zones dans la couche de polymeére dont la forme
reproduit celle des motifs du masque (figure 6). La derniére étape repose sur un dépot localisé
en phase liquide de Fbn sur les motifs préalablement abrasés dans la couche de polymere. On



obtient donc ainsi une collection de motifs de Fbn de formes géométriques et de tailles
variables séparées par un polymere cytophobique.
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Figure 6: Principe des trois étapes majeures de fabrication de I’échantillon CYTOOchipsTM. Photo-lithographie du
polymére PEG a travers un masque de chrome (haut), dépot en phase liquide de fibronectine (milieu), obtention
d’une collection de motifs de Fbn au sein du polymére anti-adhésif (bas).

Comme la faible épaisseur de la couche de Fn et de polymeére rend invisible en microscopie
optique les motifs, un systeme de coordonnées en colonnes et lignes labélisées respectivement
par des chiffres et des lettres permet leur localisation. A chaque intersection de colonnes et de
lignes correspond un carrée de 8mm de c6té contenant plusieurs micro-motifs identiques et
disposés de manicre régulieére (figure 7). Le modele « Starter’s CYTOOchip » sélectionné
pour le TP, présente a sa surface quatre formes de motifs de Fbn (cercle, arbaléte, Y et I) en
trois tailles différentes.

La procédure de fabrication de ces échantillons CYTOO est décrite en détail lors de la partie
de nano-biochimie du cours associé a ces TP.
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Figure 7: Représentation de I’échantillon « « Starter’s CYTOOchip » avec ces motifs de Fbn, ces quatre formes
géométriques et tailles différentes. Le systéme de repérage style « bataille navale » est présent sur les bords mais aussi
a Pintérieur de I’échantillon (zoom a gauche). Chaque carré de Imm de c6té contenant plusieurs motifs, est identifié
par trois lettres et trois chiffres.
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Les trois séances de TP qui constituent cette session expérimentale de Nanobiophysique
durent chacune 4h et les thématiques abordées sont décrites en détails dans la suite de cette
section :
* Caractérisation par AFM d’une surface micro-bio-fonctionnalisée et
introduction a la spectroscopie de force (section 3.1) = TP n°1
* Analyse in cellula par microscopie a épi-fluorescence de 1’adhérence et du
squelette de cellules ostéoblastiques de souris structurées sur un patron
adhésif de fibronectine (section 3.2) = TP n°2
* Etude comparée par AFM des propriétés morphologiques et mécaniques
des cellules ostéoblastiques de souris adhérentes sur un patron adhésif de
fibronectine (section 3.3) = TP n°3

3.1. Caractérisation d’une surface micro-bio-fonctionnalisée par AFM et introduction a
la spectroscopie de force (TP n°1)

L’objectif de cette premiere séance de TP de 4h est triple pour les étudiants : (1) s’initier a la
microscopie a force atomique (AFM), (2) I'utiliser pour caractériser 1’échantillon micro-bio-
fonctionnalisé modele « Starter’s CYTOOchip » qui servira lors de la séance suivante a faire
adhérer les cellules animales et enfin (3) s’initier a la spectroscopie de force qui permet entre
autre, de sonder les propriétés viscoélastiques des matériaux.

3.1.1. Prise en main de ’AFM et caractérisation du pattern CYTOO™

En tout début de séance, les étudiants observent au microscope optique (LEICA, possédant un
zoom optique réglable) I’échantillon de calibration en silicum (réseau périodique de trous de
forme rectangulaire) ainsi que 1’échantillon « Stater’s CYTOOchip ».

L’observation au microscope optique du réseau permet de mesurer le pas du réseau et les
dimensions du motif rectangulaire (figure 8a). L’image optique renseigne ainsi sur la taille de
I’image a effectuer en AFM pour observer quatre a six motifs. A partir de I'image AFM les
¢tudiants pourront mesurer la profondeur nanométrique des motifs, parametre non accessible
en microscopie optique. L’image optique de 1’échantillon « Stater’s CYTOOchip » permet
d’une part de se familiariser avec le systeme de repérage et d’autre part de se rendre compte
qu’il n’est pas possible de distinguer les micromotifs dans la couche de polymere (figure 8b).
Ceci démontre que I’épaisseur du dépot Fbn et de la couche de polymére sont trés proche.
Cette partie consacrée a 1’observation optique dure environ 30 min. Elle illustre le fort
potentiel de la microscopie optique qui reste un instrument de choix pour les scientifiques tout
en montrant ses limites. Les étudiants prennent donc bien conscience de la nécéssité d’utiliser
d’autres techniques pour caractériser leurs échantillons a 1’échelle nanométrique. Pour
terminer cette partie introductive, les étudiants observent et enregistrent des images de sondes
AFM « contact » puis « tapping » afin d’en mesurer leurs dimensions géométriques. Chaque
bindme sauvegarde I’ensemble de leurs images sur une clés USB au format JPEG afin de
traiter et analyser leurs données a la maison pour rédiger leur compte-rendu. Les étudiants
sont donc a présent préts pour aborder la partie du TP dédiée a la caractérisation
morphologique par AFM de ces deux échantillons.

Les étudiants prennent en main un des deux microscopes AFM (modeles 3100 et ICON de
chez Brucker) disponibles sur la plateforme Nanomonde. Ils imagent en mode dynamique
(Tapping™) le réseau de calibration. La mise en place de la sonde AFM et de 1’échantillon
sur le microscope AFM est assurée par le technicien de la plateforme.

Les étudiants débutent le TP par la mesure de la courbe de résonance (I’amplitude
d’oscillation de D’extrémité du levier en fonction de la fréquence d’excitation) afin de
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déterminer la fréquence de résonance f) de la sonde AFM et son facteur de qualité QO (figure
9).

les motifs rectangulaires sans pouvoir distinguer leur relief ; b) Surface de I’échantillon Stater’s CYTOOchip ou I’on
peut distinguer les lettres et chiffres sur chaque carré indispensable pour la localisation des motifs de fibronectine.

A partir de la mesure de la fréquence de résonance et des mesures optiques de la longueur et
largeur du levier, les étudiants estiment la constante de raideur de la sonde grace a la relation
suivant (Eq 1) :

k

m*

fo=5 = (Eql)

La masse effective m* du levier ne dépend que de ses dimensions, de sa forme géométrique et
de la densité volumique du matériau qui la constitue (généralement du silicium). La raideur
du levier k ne dépend que des dimensions du levier et du module de Young du matériau qui le
constitue. Comme le seul parametre dimensionnel qui n’est pas mesurable facilement par
microscopie optique est I’épaisseur du levier, la mesure expérimentale de la fréquence de
résonance permet donc de déterminer cette épaisseur et ainsi de calculer la valeur de k. La
connaissance de la valeur de £ est indispensable pour I’interprétation des mesures de force qui
seront menées dans le mode spectroscopie de force au cours du TP n°3. On ne peut pas se
contenter de la valeur moyenne indiquée sur la fiche technique de la sonde car la variation
autour de cette valeur moyenne est d’un facteur 10.

Anpli tude
39.06 nm/div

P

149.28 kHz
Figure 9 : Courbes de résonance de la sonde AFM, I’amplitude d’oscillation (blanc) et la phase (jaune) du levier en
fonction de la fréquence d’excitation, fy = 149,28kHz

Une fois, la fréquence de résonance déterminée, la pointe est engagée sur la surface en mode
dynamique et les étudiants ajustent la taille de I’image a partir de leurs observations optiques
pour obtenir une image AFM comportant quelques motifs rectangulaires (figure 10A). Afin
de comprendre le role de la boucle de contre-réaction et I’impact des valeurs de ces gains
proportionnels et intégral sur la qualité et la reproductibilité de I’image, le balayage selon
I’axe Y est coupé et la méme ligne est balayée en permanence. Ainsi les étudiants peuvent
observer directement I’impact des valeurs des gains sur la topographie mais aussi celle de la
vitesse de balayage, du nombre de pixel ou encore du point de fonctionnement « setpoint » et
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déterminer ainsi la configuration adéquate pour obtenir une image reproductible et fiable
(avec un bruit minimis¢).

Une fois le fonctionnement de I’AFM en mode imagerie maitrisé, les étudiants ré-investissent
leur nouveau savoir-faire afin de caractériser 1’échantillon micro-biofonctionnalisé.

Comme la taille maximale de balayage du microscope AFM est limitée a 100um, seuls les
plus petits motifs de 1’échantillon « Starter’s CYTOOchip » peuvent étre imagés en entier
(Lignes ILJ,K,L). Les étudiants choisissent la forme (arbaléte, cercle, I, Y) du motif qu’ils
désirent caractériser. A partir de 1'image AFM, toutes les dimensions du motif sont
mesurables, et on se rend compte que 1’épaisseur du dépot de Fbn est 1égerement inférieure a
celui de la couche de polymeére car les motifs apparaissent en creux (figures 10B et 10C). La
différence d’épaisseur est de I’ordre de 10nm, ce qui confirme que les épaisseurs des deux
dépots sont similaires et que la surface peut €tre considérée relativement plate du point de vue
des cellules qui vont y adhérer. Cette observation est importante car le comportement des
cellules peut-étre affectés par la rugosité de la surface [17].

Deux heures sont nécessaires pour réaliser I’ensemble des cartographies AFM (réseau et
surface CYTOO).

-2046 nm

-240,0

-260,0

-280,0

-300,0

-3200

-340,0
-348,7

|84 um, 13,5 um): -326,5 nm

Figure 10 : A) images AFM en 3D du réseau de calibration dont on peut mesurer la hauteur du motif en creux (300nm
environ), B) image AFM en 3D du motif CYTOO et C) image AFM en 2D d’un motif CYTOO™ avec les mesures de
dimensions latérales effectuées par les étudiants. Ces trois images sont issues de CR d’étudiants.

Comme I’AFM permet d’obtenir la morphologie d’échantillon avec une résolution
nanométrique mais aussi de mesurer I’interaction pointe-surface en différents points de la
surface de 1’échantillon, son usage se répand de plus en plus pour étudier les propriétés
mécaniques des échantillons. Le mode de base pour mener ces études est le mode
spectroscopie de force.

3.1.2. Initiation a la Spectroscopie de force grdce au Nanomanipulateur a retour de
force
Dans la deuxiéme partie de la séance les étudiants s’initient au mode spectroscopie de force

durant 1h30 grace au nanomanipulateur a retour de force [18, 19] et plus spécifiquement la
scéne virtuelle en 1D (figure 11).
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Figure 11 : schéma de principe de la scéne virtuelle 1D du NanoLearner. F est la force totale entre la pointe et
I’échantillon ; trois termes constituent la force ou R est le rayon de la pointe AFM, H, la constante de Hamaker, » un
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nombre sans dimension, V la tension électrique entre la sonde et ’échantillon, € la constante diélectrique de I’air et Z
la distance entre la pointe et la surface.

Ils étudient I’'impact de la valeur de la raideur de la sonde (Ks,uqz) et de 1’élasticité de
I’échantillon (Kg.) sur les courbes de force. Pour cela, ils pilotent & la main la sonde AFM
pour effectuer des courbes de forces et enregistrent via le logiciel associé, les déformations de
la sonde AFM lors de son interaction avec I’échantillon. Par exemple, les courbes sont
enregistrées pour différentes valeurs d’¢lasticité de 1’échantillon pour une valeur fixe de la
raideur de la sonde AFM (figure 12) et des parameétres de I’interaction. On constate que la
pente de la courbe dans la partie répulsive de I’interaction diminue au fur et a mesure que
I’¢lasticité de 1’échantillon devient faible devant celle du levier. Cela montre clairement que
I’interaction agit sur le levier mais aussi sur I’échantillon et peut donc déformer plus
I’échantillon que le levier pour une méme force (c’est le ressort le plus souple qui se déforme
le plus sous I’effet d’une force...). Les étudiants prennent ainsi conscience que le choix de la
valeur de la constante de raideur de la sonde AFM joue un role déterminant dans la
caractérisation des propriétées viscoélastiques ainsi que sur les conditions d’imagerie
d’échantillons souples en mode contact.

Figure 12: Courbes de force en fonction de la
distance  pointe-surface pour quatre valeurs
différentes d’élasticité de I’échantillon (0.004 ;0.04 ;
0.1 ;1 N/m). La constante de raideur de la sonde AFM
est fixée a 0,04N/m et les paramétres de I’interaction
sont fixes.
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Ils expérimentent aussi I’impact de la présence de force a longue distance telle que la force
électrostatique (terme en V) sur I’allure des courbes de spectroscopie de force. Cette étude
illustre la différence entre les force dites a longues portées de celles a courtes portées. Cette
différence est au cceur du fonctionnement des microscopies a force électrostatique [20] ou
magnétique qui sont des techniques dérivées de I’AFM et qui sont trés utiles pour la
caractérisation des composants en nanoélectronique.

3.2. Analyse in cellula par microscopie a épi-fluorescence de I'adhérence et du
squelette de cellules oséoblastiques de souris structurées sur un patron adhésif de
fibronectine (TP n°2)

Sur le site du Centre Universitaire de Biologie Expérimentale [21], les étudiants font
connaissance avec une salle de culture de cellules. Chaque bindme dispose d’une hotte a flux
laminaire sous laquelle ils pourront manipuler de maniere stérile les cellules qui leur sont
proposées. Les cellules ont été cultivées au préalable et sont stockées a 37°C dans un
incubateur & CO, sous atmosphere humide. Chaque étudiant dispose d’une boite contenant
environs 5x10* cellules. Il s’agit d’une lignée de cellules ostéoblastiques de souris, ces
cellules ont été génétiquement modifiées pour exprimer I’intégrine Béta3 couplée a une
protéine de fusion fluorescente verte (GFP). L’intégrine f3 est une protéine qui traverse la
membrane plasmique des cellules animales et qui se regroupe en amas sur les sites d’adhésion
que développent les cellules sur leur substrat (figure13). Au cours des 4 heures du TP n°2, les
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étudiants devront préparer 2 échantillons, I'un sera utilis€ pour la caractérisation en
microscopie a épi-fluorescence et I’autre pour la caractérisation en microscopie a Force
Atomique (AFM). Dans ce but les étudiants doivent détacher les cellules de leur support, les
dénombrer exactement et les ensemencer sur un patron adhésif de fibronectine (lamelle
CYTOGOstarter). Apres 3 heures d’adhérence sur leur support, les échantillons sont fixées puis
sont soit conservés dans un tampon physiologique pour étre observées en AFM, soit montés
entre lame et lamelle pour étre observés par microscopie a épi-fluorescence.

La numération cellulaire est la détermination du nombre de cellules contenues dans un
volume précis de milieu liquide. Celle-ci est importante a définir pour ensemencer
précisément la lamelle micro patronnées de fibronectine. On exprime le résultat de la
numération en concentration cellulaire, c¢’est a dire en nombre de cellules par litre. La
numération cellulaire est réalisée directement par comptage au microscope inversé a
contraste de phase, a 1’aide d’une lame de comptage spéciale (ou cellule de numération de
Malassez, figure 12).
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Figure 13: Une cellule de numération est une lame porte objet dans laquelle est creusée une chambre de
comptage de volume connu. C’est une lame épaisse en verre, comportant des rigoles et un quadrillage. La
cellule de numération de Malassez possede un quadrillage spécifique comportant 100 rectangles : parmi
les 100 rectangles totaux, on trouve 25 rectangles qui sont divisés en 20 petits carrés afin de faciliter le
comptage. Le volume correspondant au quadrillage total est égal 2 1 mm’ = 10"® dm*(1uL).

Les étudiants détecteront i) I'intégrine 3 (en fluorescence verte) amassées en des sites
particuliers sur la face ventrale adhésive des cellules, ii) le squelette d’actine (en fluorescence
rouge) et iii) le noyau cellulaire (en fluorescence bleue) (figure 14). La fluorescence du
squelette d’actine a été obtenue par ajout dans le fixateur-perméabilisant (Paraformaldehyde
4%-Triton X100 0,3%) d’une toxine tres spécifique du polymere d’actine (la phalloidine)
couplée a un fluorochrome TRITC. La fluorescence du noyau a été obtenue par 1’ajout d’un
intercalant de I’ADN (le DAPI) dans le milieu de montage (Mowiol) qui fluoresce en bleu
sous une excitation UV. Les microscopes a épi-fluorescence sont équipés d’une caméra et
piloté par le logicel AxioVision (carl zeiss Microlmaging), les images obtenues sont sauvées
sous un format .tif et .zvi avant d’étre analysées (fig 13).

L’analyse qualitative et quantitative du cytosquelette d’actine et des adhérences f 3 est menée
a la maison a l’aide d’un logiciel d’image (Fiji, scientific image processing) disponible
gratuitement sur internet [22]. Au cours de cette séance les étudiants qualifient et quantifient
les structures sub-cellulaires a 1’échelle micrométrique, les mémes structures seront abordées
a I’échelle nanométrique par I’exploration AFM de 1’échantillon (TP n°3).

Au cours de cette séance, certains ¢tudiants découvrent le vivant, les cellules et les outils pour
les manipuler et les observer (micropipettes, microscope optique). C’est avec enthousiasme
qu’ils s’attelent a la tache, au bout des 4 heures que dure le TP ils sont capables de définir une
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cellule animale et d’en donner les échelles de tailles (de la cellule entiére aux structures
subcellulaires).
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Figure 14 : Observation des marquages fluorescents (vert, rouge et bleu) grace a un microscope a épi-fluorescence
équipé d’un objectif 63X a immersion dans I’huile et muni des différents filtres appropriés. Le triple marquage révéle
I’organisation et la localisation des intégrines £ 3 (fausses couleurs vertes), des polyméres d’actine (fausse couleur
bleue) et de PADN dans le noyau (fausse couleur rouge), d’une cellule adhérente sur un patron adhésif de
Fibronectine en forme d’arbaléte (CYTOOchipsTM). Image obtenue en TP et issue de CR d’étudiants.

3.3. Etude comparée par AFM des propriétés morphologiques et mécaniques de
cellules ostéoblastiques de souris adhérentes sur un patron adhésif de
fibronectine (TP n°3)

L’objectif de cette derniére séance de TP est double :

(1) Etudier en milieu aérien (a I’air) la morphologie a 1’échelle micronique et
nanométrique des cellules ostéoblastiques de souris qui ont adhéré et se sont étalées sur des
substrats micro-bio-fonctionnalisés lors du TP précédent.

(2) Caractériser qualitativement les propriétés viscoélastiques d’une cellule en son
centre puis surses bords.

Les caractérisations AFM viendront compléter les caractérisations obtenues en microscopie a
épi-fluorescence sur les cellules. Au cours de cette s€ance, les étudiants devront mettre a
profit les démarches expérimentales utilisées au cours des deux séances précédentes.

3.3.1. Caractérisation morphologique de cellule par AFM

La caractérisation morphologique par AFM des cellules ostéoblastiques de souris fixées sur le
substrat CYTOOchips™ nécessite avant de les déshydrater d’¢éliminer tous les sels présents
dans le tampon physiologique ou baignent encore les cellules fixées au paraformaldehyde 4%.
L’échantillon est donc rincé dans un bain d’eau dé-ionisée puis laissé séché a I’air. Pendant ce
temps et avec 1’aide de I’enseignant (ou du technicien), une sonde AFM est placée sur la téte
de I’AFM. Puis la lamelle CYTOOchips™ est mise en place sur la platine AFM équipée
d’une optique (objectif 40x) qui permet de repérer la zone ou la pointe sera engagée afin
d’observer une cellule unique.

Dans un premier temps la cellule est imagée dans sa totalité¢ afin de mesurer ses dimensions
globales et d’identifier ses différentes parties (figure 15a) ; les étudiants font alors le lien avec
les images optiques obtenues en fluorescence. La microscopie optique a épi-fluorescence
révélait les adhérences cellulaires a I'extrémité du squelette tendu que forme les micro-
filaments d'actine, les étudiants découvrent grace a I’imagerie AFM les contours
membranaires sous tendu par le squelette d'actine ainsi que la zone patronnée en Fbn (figure
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15b). D’autres structures cellulaires non ou peu résolues au microscope optique apparaissent
clairement en imagerie AFM : les filopodes et les lamellipodes. Ces extensions membranaires
protruent aux bords cellulaires grace a la polymérisation des filaments d’actine sous jacents.

84,5 nm

Zone de fibropectine

filopodes

b) Zone cytophobique

Figure 15 : a) image AFM en 3D d’une cellule biologique ancrée sur un motif de Fibronectine en forme d’arbaléte ;
b)Image AFM sur le bord de la cellule qui montre les filopodes, sorte de nano-antennes qui permettent a la cellule de
sonder son environnement. Image obtenues en TP et issues de CR d’étudiants.

Le fait d’apercevoir encore le patron de Fibronectine bordant 1'extension membranaire donne
aux ¢étudiants une vision dynamique d’une cellule fixée. La cellule n'a pas réalis¢
complétement son étalement ; elle est encore en cours d'exploration de son environnement.
Les filopodes sont les extensions membranaires que la cellule projette vers l'extérieur afin
d'explorer (sonder) son environnement immédiat (ces extension membranaires sont « tubées »
grace a la polymérisation des microfilaments d’actine qui s’organisent parallélement les uns
aux autres). Ces nano sondes se stabilisent sur le support adhésif et se déploient en
lamellipodes grace a la polymérisation d’un réseau branché de microfilaments d’actine (figure
16).
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Figure 16 : Analyse en mode Tapping des projections cellulaires les plus fines : les filopodes. Quantification des
longueurs (a) et du diamétre (b) caractéristiques. Les filopodes sont composés essentiellement de filaments d'actine
orientés paralléelement les uns avec les autres. Image et section obtenues en TP et issues de CR d’étudiants.

Une fois que les étudiants ont terminé d’identifier différents composants d’une cellule
ostéoblastique de souris, débute alors la deuxiéme partie du TP consacrée a la caractérisation
qualitative des propriétés viscoélastiques. Cette deuxiéme partie fait appel aux savoir-faire et
connaissance acquises sur la spectroscopie de force lors du premier TP de cette série de
nanobiophysique.
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3.3.2. Etude de la réponse mécanique de la cellule

La sonde AFM peut servir comme sonde morphologique mais aussi comme sonde locale de
force grace au mode spectroscopie et ainsi comparer les réponses mécaniques de différents
matériaux ou différentes zones d’un échantillon.

L’objectif de cette partie est donc de comparer la déformation élastique subit par levier en
fonction de la distance pointe-échantillon entre trois zones : sur le substrat de verre, au centre
de la cellule puis au bord de la cellule. La figure 17 montre une image de cellule (et les trois
courbes de force associées.

b)
~ ol AN
E b
o 100 q
3 v
t iz
S 50 i
© I
R [
S : AV
) ' P
S sl j
8 ) | | i<-.--> 1
0 00 300 600 500 1000
Z[nm]
_ 19 / .
= £ /
= Ve
§ 60 4 / = /o
1) ! / 2L /o
s H / s Vam
(TR | cC / < / i
E 1 AZ = frveenet
S o L © B o i
= S it |
= = ~ C
3] 1 o F i
% 3—V 77777 — 1 AZPCC %.100— ) BCAZZP'
D, S 2 N 4
0 8 100 0 R S a
Z[nm)
Z[nm]

Figure 17 : a) image topographique d’une cellule fixée sur un motif de forme Y, barre latérale représente
40pm, I’échelle en Z est de 0 a 1.5pm (noir au blanc); b) courbe de force obtenue sur le substrat de verre, c) courbe
obtenue au centre de la cellule et d) courbe obtenue sur un bord de la cellule. Les courbes vertes sont obtenues lors de
la phase d’approche de la pointe alors que les courbes rouges le sont lors de la phase de retrait. Image et courbes
obtenues en TP et issues de CR d’étudiants.

Afin d’obtenir la mesure de la déflection du levier en nanométre, les étudiants effectuent la
calibration de la photodiode sur un échantillon de silicium considéré comme infiniment rigide
devant la raideur du levier AFM.

Pour comparer 1’¢lasticité relative des trois zones, les étudiants calculent la ou les pente(s) des
courbes de force lors de I’approche (courbes vertes) qui correspond au rapport P entre la
déformation du levier AFM et 1’élongation du scanner piézoélectrique, a savoir P=AZ;"/AZp'.
Lorsque la valeur du rapport s’approche de 1 cela signifie que la déformation du levier est
égale a I’¢élongation du scanner et donc que toute la déformation est subie par le levier. Si le
rapport P est inférieur a 1 cela signifie que 1’échantillon subit une déformation et donc que
I’échantillon a une élasticité qui ne peut plus étre considérée comme beaucoup plus élevée
que celle du levier. Le tableau 1 résume le calcul de ces pentes.

Zone verre Centre de la Bord de la cellule
cellule
Pente = AZLI/AZPI 200/200=1 100/260=0,38 P1=25/125=0,2 P2 :100/100=1

Tableau 1 Valeur des pentes de la courbe de force a I’approche sur trois zones différentes de I’échantillon.
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On constate que sur le verre la pente égale 1 ce qui est logique car le substrat de verre est tres
rigide comparée a la raideur du levier AFM. Par contre au centre de la cellule, le rapport est
¢égal a 0,38 ce qui montre que son ¢élasticité est plus faible que celle du levier AFM. La courbe
obtenue sur le bord de la cellule montre un comportement plus complexe avec la présence de
deux pentes, la premiere P1 égale a 0,2 et la deuxiéme P2 égale a 1. Ce comportement a été
enregistré sur plusieurs cycles de courbe d’approche-retrait et fut reproductible. A la suite de
ce cycle, une image AFM a été réalisée et aucune dégradation de la surface de la cellule
observée. Une interprétation possible de la présence de ces deux pentes est que la sonde AFM
interagit d’abord avec la membrane qui est souple, puis une fois que la membrane est
déformée de telle sorte qu’elle touche la surface de verre, le comportement du levier est alors
équivalent a celui observé sur le substrat de verre.

Ainsi au vu de ces résultats les étudiants peuvent classer la rigidité R des différentes zones
¢tudiées et classifiées: Ryerre™Reentre de 1a cellule™Rbord de 1a celtute. Cette classification concorde avec
des résultats de recherche récents[23].

La technique de spectroscopie de force est a la base de la méthodologie utilisée par les
biomécanicien de la cellule pour estimer le module de Young des cellules [24], cette partie de
TP constitue donc une initiation a cette approche expérimentale plus complexe (une sonde
colloidale et un logiciel de traitement des données spécifique sont alors requis).

4. Retour d’expérience sur le plan pédagogique et impact sur D’orientation des
étudiants

Cette unité d’enseignement étant fortement orientée vers 1’expérimentation, 1’évaluation des
étudiants est réalisée comme suit : 50 % de la note finale correspond a la moyenne des notes
de TP obtenue sur la base des comptes rendu de TP. A la fin de I’enseignement (cours et TP)
un examen écrit théorique (50 % de la note finale) comportant 3 parties distinctes
(nanochimie, nanophysique et nanobiophysique) permet de contrdler les acquis théoriques des
étudiants. Cette évaluation met donc fortement [’accent sur les aptitudes pratiques
développées durant cet enseignement.

Afin d’évaluer la perception de cette UE par les étudiants et son impact dans leur orientation
en M2 ainsi que son utilité, nous avons demandé leur avis aux étudiants. Une enquéte a été
menée aupres des étudiants ayant suivi le master 1 Nano en 2011 et 2012, dix huit étudiants
au total ont répondu au questionnaire de manieére anonyme. Le questionnaire se compose de
quatre ou cinq questions auxquelles les étudiants devaient répondre en cochant oui ou non:

Q1 : Cette UE a pour objectif d’illustrer la pluridisciplinarité des Nanosciences, pensez vous
que cet objectif est atteint ?

Q2: a) Cette UE étant par essence pluridisciplinaire a donc nécessité I’intervention de
plusieurs enseignants, est-ce un point positif pour votre formation ?
b) I’intervention des différents intervenants vous parait elle cohérente ?

Q3: Est ce que les thématiques abordées dans les TP illustrent bien 1’enseignement théorique
recu dans votre formation ?

Q4 : a) Avez-vous apprécié 1’aspect inter-plateformes et couplé des deux séries de TP (Nano-
biophysique et Nanochimie/nano-caractérisation) ?
b) Auriez-vous préféré des TP indépendants des uns des autres ?

QS5 destinée au M2: a) Est ce que cette UE vous a servi pour votre choix d’orientation ?
b) Avez vous utilisé ces méthodes de caractérisation ou d’élaboration
dans la suite de votre formation (Master 2) ou lors de vos stages ?
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Un espace « commentaire libre » était disponible pour chaque question afin que les étudiants
qui le souhaitaient, puissent s’exprimer plus en détails.

Les quatre premicres questions qui portent sur les aspects pédagogiques de cette UE ont été
soumises a tous les étudiants. La derniére question portant sur I’impact de cette UE sur le
choix d’orientation en Master 2 (Nanophysique, Nanochimie, Nanobiotechnologies en
Nanoingéniérie) ainsi que sur ’utilité¢ de 1’apprentissage des méthodes expérimentales pour
leurs stages (stages de deux ou trois mois en M1 et de quatre a six mois en M2), ont été
uniquement posées aux étudiants actuellement en deuxiéme année de master Nano.

L’analyse des quatre premieres questions est compilée dans la figure 18 sous forme de
pourcentage.
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On constate sur ce graphique que les étudiants sont unanimes (100% de oui a la question 1)
pour dire que cette UE illustre bien la pluridisciplinarité des Nanosciences. La lecture des
commentaires libres permet de mieux comprendre pourquoi : «Avoir plusieurs enseignants
était intéressant pour pouvoir avoir plusieurs manieres d’expliquer» ou encore « Grdce a
plusieurs interventions de différents professeurs nous avons bien pu nous rendre compte des
différentes applications possibles des nanosciences».

A travers la question 2a) l’intervention de trois enseignants-chercheurs issus de trois
disciplines différentes est jugée comme un point positif a 95% ce qui doit surement étre li¢ a
la bonne cohérence de leurs interventions respectives (question 2b, 80% la juge cohérente).

Le lien entre enseignement théorique et expérimental se révele aussi trés bien apprécié par
tous les étudiants (question 3) et les commentaires libres soulignent méme leur présence
comme essentielle : «Je pense que ces TP, étaient nécessaires a la bonne compréhension de
cet enseignement. Les TP suivaient parfaitement le programme et étaient réellement
intéressant». Enfin, I’aspect inter-plateformes et couplé des deux séries de TP a été bien
apprécié (Question 4a) méme si certains étudiants auraient préféré des TP complétement
indépendants des uns des autres. Cette relative contradiction s’explique surement par le fait
qu’ils devaient rendre un seul CR par série de TP et non pas un CR par TP, les obligeant ainsi
a faire un effort de syntheése plus important.

L’analyse de ces réponses tend a montrer que les enseignants ont réussi a construire une
approche pédagogique cohérente entre les différentes disciplines abordées dans cette UE et
adaptée a I’auditoire provenant de licences différentes possédant donc des « backgrounds »
non identiques. Cette nécessité se retrouve trés souvent dans les masters dédiés a des
domaines par essences pluridisciplinaires comme la microélectronique [25] ou le traitement
des déchets nucléaires.

On peut donc conclure que les quelques heures accordées a chaque enseignant pour la mise en
place de cette UE a fort caractere expérimental, par I’'UFR PHITEM ont porté leurs fruits pour
assurer la cohérence pédagogique de cette UE pluridisciplinaire.
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La synthése des réponses a la question 5 évaluant d’une part I’impact de cette UE dans le
choix d’orientation en M2 et d’autre part I'utilit¢ de ces techniques dans les stages, est
illustrée dans la figure 19.
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A travers les réponses a la question 5a, on constate que cette UE a un impact faible sur le
choix d’orientation dans les mentions (nanophysique, nanochimie, nanobiotechnologie ou
nanoingéniérie) proposé en M2 Nano. Cela montre que la majorité des étudiants qui s’engage
en master 1 Nano ont déja une idée bien précise sur leur poursuite d’étude. Néanmoins il faut
noter que la lecture des commentaires libres montre que pour certains étudiants non encore
fixés sur leur choix de mention en M2 Nano, cette UE a un impact certain : «C’est une UE
tres importante qui permet de s orienter dans son choix des M2 disponibles».

Enfin concernant I’impact de I’apprentissage de nombreuses techniques d’élaboration et de
caractérisation a I’échelle nanométrique au cours des stages, la question 5b montre clairement
que la plupart des étudiants ont été amenés a utiliser certaines d’entre-elles au cours de leurs
stages. Ces savoir-faire acquis durant cette UE se révelent donc trés utiles au cours de leur
premiere expérience dans le monde professionnel. De plus la lecture des commentaires libres
soulignent aussi I’intérét de l’aspect couplé des TP dans D’apprentissage des démarches
scientifiques dans le domaine de la recherche : « Le TP inter-plateformes était vraiment bien.
C’est a mon avis trés pertinent d’avoir [’aspect fabrication (fonctionnalisation, etching...)
lors d’un premier TP et de pouvoir caractériser ces manip lors d’un deuxiéeme TP car c’est
tres formateur pour les expériences menées en stage».

5. Conclusions et Perspectives

A travers la série de TP «Nanoparticules» qui est un théme emblématique des Nanosciences,
les étudiants ont pu réaliser I’élaboration de nanoparticules métalliques par des méthodes de
synthése chimiques bien ¢établies. Ils ont pu ensuite caractériser leurs propriétés
dimensionnelles par spectroscopique optique technique bien connue des chimistes et
compléter ces caractérisations grace au microscopie MEB et AFM. Grace a ’AFM en mode
nanomanipulation, I’adhérence de ces nanoparticules métalliques sur une surface de graphite a
pu étre menée et donc les notions de physisorption versus chimiosorption abordées.

Au cours de la série de TP de Nanobiophysique, les étudiants ont pu observer par
microscopies optique et a force atomique un substrat micro-bio-fonctionnalisée dont la
fabrication releve des techniques de dépdts de la microélectronique. Ils ont ensuite suivi un
protocole biologique spécifique pour présenter des cellules animales sur un substrat micro-
bio-fonctionnalisé qu’ils ont ensuite pu caractériser par microscopies de fluorescence puis
atomique. La complémentarité des deux techniques pour observer différents constituants
d’une cellule a naturellement émergé. Enfin ils se sont initiés a la nanobiomécanique grace a
I’étude qualitative des propriétés viscoélastiques de parties distinctes de la cellule sondées via
le mode de spectroscopie de force de I’AFM.
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La perception de cette UE par des étudiants et I’identification des points forts et faibles ont été
obtenues grace a une enquéte anonyme aupres des étudiants sous la forme d’un questionnaire.
Les principaux résultats de I’enquéte montrent que ces deux séries de TP apparaissent comme
indispensables aux étudiants pour rendre concret 1’aspect pluridisciplinaire des nanosciences.
L’intervention de plusieurs enseignants est ressentie comme une richesse car elle est bien
cohérente. Cette UE « Nanosciences » apparait comme une aide dans le choix d’orientation en
M2 Nano pour les étudiants indécis. Les techniques de caractérisation utilisées en TP
semblent bien correspondre au monde académique et industriel puisse qu’une majorité des
¢tudiants indiquent y avoir eu recours durant leurs stages en laboratoire ou en entreprise.

Au niveau pratique, il est clair que le développement de ces TP Nano interdisciplinaires
repose en grande partie sur la synergie entre des plateformes de formation de trés haut niveau
qui sont équipées d’instruments a la pointe en micro/nanotechnologies.

Du point de vue des enseignants-chercheurs de chimie, biologie et physique spécialistes en
nanosciences et nanotechnologies qui interviennent dans cette UE, la mise en place de ces
deux séries de TP a constitué une opportunité unique d’échanger d’un point de vue
pédagogique mais aussi scientifique sur leurs approches respectives de la thématique «Nano»
dans les différentes disciplines.

Dans ’avenir, les perspectives de ces séries de TP sont multiples et se situent a plus ou moins
long terme:

(1) a court terme par leur adaptation au format d’une journée pour étre proposée a
I’école européenne ESONN des septembre 2013,

(2) a moyen terme par la formation d’enseignants-chercheurs du réseau CNFM afin
d’en faire profiter le plus grand nombre de formation,

(3) a un peu plus long terme, les adapter pour les proposer aux formations de Master
en filicre biologie afin d’attirer plus d’étudiants biologistes dans le Master de
Nanobiotechnologie,

(4) proposer une version allégée pour les lycéens a travers le programme grenoblois
Nano@school [26] qui leur est dédié afin d’illustrer la complémentarité des sciences physique
et chimique avec les sciences de la vie et de la terre (SVT).
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