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egarder des atomes liés les uns aux autres, des molécules tourner ou des
cellules en formation, voire méme les manipuler, n’est plus aujourdhui du
domaine du réve grace aux progres fascinants de la microscopie.

En fait il ne faut pas parler de LA microscopie mais DES microscopies car

si la microscopie optique date de plus de quatre siecles, le XX siecle a vu
'émergence de techniques révolutionnaires dans le domaine, couronnées par
plusieurs prix Nobel. L'objet n'est plus seulement éclairé par la lumiére de
facon de plus en plus sophistiquée, il peut l'étre par des électrons permettant
une résolution subatomique, sa surface peut étre cartographiée par une pointe fine de quelques
atomes, et toutes ces techniques enrichissent notre acces au monde de linfiniment petit. C'est
ainsi que nous pouvons mieux connaitre les lois qui régissent notre monde et son évolution.

Vous découvrirez dans ce Petit illustré que les champs d'application de la microscopie sont

bien plus vastes que ce que l'on imagine. C'est, par exemple, grace a ces techniques que les
scientifiques comprennent comment un courant électrique circule au sein d’'un matériau,
comment se déplacent les cellules de notre corps ou encore la facon dont vivaient nos ancétres
lointains. Les quelques exemples dans lesquels les microscopes jouent un role primordial vous
sont présentés, du plus proche de nous au plus intime de la matiere. Ils mettent en lumiere les
recherches actuelles dans les laboratoires de recherche de Midi-Pyrénées.

Pour vous aider dans ce foisonnement des techniques et de leurs applications, quelques repéres
historiques vous sont proposés en début de fascicule, suivis par une bréve présentation des
principales techniques de microscopie complétée d'un rappel de quelques ordres de grandeurs.

Christophe Giraud
Délégué régional du CNRS en Midi-Pyrénées
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MICROSCOPIE : «OBSERVER DE QUI EST PETIT »

icroscope » est
étymologique-
ment formé des
deuxtermes grecs
« mikros » et
« skopein » qui
signifient respectivement « petit »
et « observer ». Les microscopes
servent donc a « observer ce qui est
petit ». Pour ce faire, ils utilisent un
rayonnement (une lumiére) foca-
lisé sur l'objet par des lentilles. Ce
rayonnement peut étre transmis
par l'objet (image en transparence),
réfléchi (image miroir], absorbé, pro-
voquant 'émission d’un autre rayon-
nement ou de particules. Ces signaux
ou images sont collectés par des
lentilles sur un détecteur. L'image
finale dépend donc de la source de
rayonnement, du systéme de gros-
sissement, du détecteur utilisé. On
distingue de trés nombreux types
de microscopies, que l'on classe en
trois catégories.

% 2 Le Petit Microscope illustré

!

I

La Microscopie
optique:

Lasource utilisée peut étre la lumiére
blanche plus ou moins filtrée pour
sélectionner une couleur ou plus
récemment des lasers. Un objet
peut-étre grossi jusqu’a 2000 fois.
La résolution de l'image est limitée
en général a environ 200nm (du fait
de la longueur d’onde du rayonne-
ment optique). Le développement
de la microscopie confocale et celle
de fluorescence (qui permet d'at-
teindre une résolution de quelques
atomes) a donné lieu a des avan-
cées majeures.

Objets étudieés : tous mais en particu-
lier le vivant en permettant l'observa-
tion en milieu liquide et en laissant les
objets dans leur milieu « observation
invivo ». Les techniques de marquage
avec des étiquettes « marqueur fluo-
rescent » permettent de distinguer
limbrication des organismes.

Figure 1:Schéma
de la microscopie
optique confocale.
Une molécule est
éclairée par une
lumiere verte.
Sonimage grossie
est collectée par
un détecteur et
représentée sur
l'écran. Un anneau
gris représente un
iris qui supprime
la lumiére diffusée
parasite, ce qui
améliore la qualité
des images.

Figure 2: Schéma de
la microscopie optique

de fluorescence. Un
objet est éclairé par

une lumiére blanche

filtrée dans le bleu.
Cet objet contient
des marqueurs
fluorescents qui

répondent en émettant

une lumiére verte
collectée parle
détecteur.

La Microscopie électronique:

La source de rayonnement est ici un faisceau, non plus de lumiere,
mais d'électrons de grande vitesse. Le grossissement s'effectue aussi
par des lentilles, qui ne sont plus en verre mais des bobines magné-
tiques. La microscopie électronique permet un grossissement pou-
vant atteindre 500 000 avec une résolution atomique (0.1Tnm). Il existe
principalement deux types de microscopie électronique.

La Microscopie électronique a balayage (MEB),
appelée ainsi car le faisceau d'électron est
«balayé » sur la surface. Le microscope utilise
les électrons qui « rebondissent » sur l'échan-
tillon pour faire une image de sa surface point a
point. Les électrons absorbés par 'objet peuvent
aussi provoquer 'émission de particules ou de
rayonnement ; on parle alors de microscopie
analytique car cela donne des informations sur
les caractéristiques de l'objet étudié, la ou les
électrons sont focalisés.

La Microscopie électronique a transmis-
sion [MET) dans laquelle un faisceau d’élec-
trons trés énergétique (environ 200 000 Volts)
« éclaire » l'objet qui doit étre de tres faible
épaisseur, pour étre traversé par eux. Les
contrastes de l'image transmise résultent de
linteraction de ceux-ci avec les atomes et les
électrons qui constituent l'échantillon.

Objets étudiés : Matériaux conducteurs ou recou-
verts d'une couche métallisée pour les rendre
conducteurs. Les échantillons doivent étre minces
pour le MET ce qui n'est pas nécessaire pour le
MEB. Iis sont placés dans une chambre ou un
vide poussé est fait (ultra-vide). Dans le cas d'or-
ganisme vivant, il est nécessaire de les dessé-
cher ou de les cryogéniser avant métallisation.

Elle utilise une pointe extraordinairement fine, constituée de quelques atomes
en son bout, approchée extrémement prés de 'objet a observer. La pointe
est ensuite balayée pour permettre la topographie de la surface a l'échelle
de l'atome. La pointe permet aussi de manipuler des atomes ou des molé-

cules sur la surface.

Microscopie a effet tunnel (STM) :

Quand l'objet observé est conducteur, on fait
passer un courant d'électrons entre celui-ci
et la pointe du microscope. Ce sont les varia-
tions du courant qui traversent l'espace entre
la pointe et la surface en fonction de la position
de la pointe sur la surface, qui permettent de
faire une image de cette surface. On appelle
ce microscope ainsi car les électrons tra-

versent l'espace entre la pointe et la surface comme au travers d'un tunnel.
Objets étudiés : matériaux conducteurs sous ultra-vide. La température doit

étre controlée pour limiter lagitation des particules.

Microscopie a force atomique (AFM) :
Quand l'objet observé est un isolant (i.e. qui
ne permet pas le passage des électrons), on
utilise alors les forces de répulsion qui appa-
raissent entre les atomes situés a U'extrémité
de la pointe du microscope et ceux de la sur-
face pour imager cette derniére. On mesure
alors la hauteur de la pointe grace a un laser.
Objets étudiés : matiéres, organismes cellules
vivantes a lair libre.

Les illustrations ont été réalisées par l'équipe de recherche
« La physique autrement » du Laboratoire de physique des solides

(LPS - CNRS/Université Paris Sud).
https://toutestquantique.fr/microscopes
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REPERES UTILES POUR COMPRENDRE LEVOLUTION DE LA MICROSCOPIE
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DU PLUS GRAND AU PLUS PETIT

Image en microscopie électronique a balayage colorisée d’un débris de plas-
tique récolté dans le gyre de l'Atlantique Nord, zone ol s'accumulent les déchets
de plastique flottants. Le biofilm qui se développe sur les déchets de plastique

a été colorisé, on y voit des diatomées ou des bactéries. © Alexandra Ter Halle
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Observation en microscopie optique du dépot d’'une goutte sur
substrat. Etude des propriétés physiques de liquides par couplage
microscopie a force atomique (AFM] - microscopie optique et caméra
rapide : mesure de la force d'interaction entre une pointe AFM

et une goutte de décanol, afin de déterminer la constante d'Hamaker
(énergie de cohésion) de ce liquide et sa tension interfaciale. © IMFT

Ostéoclaste humain, cellule responsable
de la résorption du tissu osseux, marqué
pour l'actine (en rouge), les microtubules
(en vert) et les noyaux (en bleu).

© Christel Verollet - IPBS

Images en microscopie a force de fibres amyloides. Les fibres amyloides sont retrou-
vées dans les plaques séniles détectées chez les malades Alzheimer. Le dégradé de
couleur correspond a la hauteur de l'objet analysé. La partie la plus claire correspond
a une hauteur de 15 nanometres. © olivia Berthoumieu

Le Petit Microscope illustré 7 @
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CONTRIBUTEURS :
Caroline Capuani : Anthropologie
moléculaire et biologie de synthése
(CNRS/UT3)

Clavicule, cing lésions
d'intérét a analyser, réalisées
par une lame crantée.
© Caroline Capuani - AMIS
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LA MICROSCOPIE
AU SERVICE DE LA MEDECINE
LEGALE ARCHEOLOGIQUE

En archéologie, comme en médecine 1égale contemporaine, la macroscopie

a épifluorescence permet d’analyser des 1ésions osseuses engendrées par une arme
blanche et de déceler des indices permettant de remonter a I'arme utilisée,

voire a I'identité de 'auteur.

’arme blanche apparait comme
un des instruments les plus fré-
quemment rencontrés en matiere
judiciaire. Or, selon le principe de
transfert de traces de Locard, une
arme entrant en contact avec un
corps laisse une signature lésionnelle. L'ana-
lyse de cette signature permet de fournir de
nombreuses informations sur ’arme utilisée,
l'auteur de la blessure et méme les circons-
tances du crime.
Pour obtenir ces informations les chercheurs
utilisent un nouvel outil d’analyse non délabrant

pour 'os, le macroscope a épifluorescence. Cet
instrument est construit sur le principe de la
microscopie optique de fluorescence mais a
la différence des autres microscopes utilisés
dans ce Petit illustré, celui-ci utilise un objectif
de faible grossissement permettant d'observer
des objets relativement larges et de les photo-
graphier, d’ou le terme de « macroscope ». Ce
genre d’instrument est couramment employé
en biologie, notamment dans I'analyse du petit
animal. Sur |'os, son utilisation est beaucoup
plus rare mais son intérét dans le domaine de
I'anthropologie a récemment été démontré. En
effet, I'os possede une fluorescence naturelle,
principalement due a un de ses composants
organiques de |'os, notamment au collagene
de type, qui s'estompe avec le temps. Grace a
la macroscopie, on peut donc visualiser direc-
tement le collagéne de type I en utilisant des
filtres centrés sur la couleur de sa fluorescence.
Ainsi, |'os étant spontanément fluorescent, il
ne nécessite aucune préparation et peut étre

Vue générale
d’un sillon,
couteau cranté :
asymétrie des
berges reflétant
l'asymétrie de
la lame, avec
compression
osseuse
prononcée a
droite.

© Caroline Capuani
- AMIS

Vue supérieure
d’un sillon,
couteau cranté :
mur lissé
controlatéral aux
crans de la lame,
avec présence de
stries paralleles,
horizontales au
fond du sillon.

© Caroline Capuani
- AMIS

directement observé sous 'objectif pour étre
analysé. D’autre part, le faible grossissement
permet I'étude de fragments de grande taille.
Cet outil autorise donc une approche en trois
dimensions de la lésion, sans destruction ni
préparation de I’échantillon, qualité indis-
pensable sur des spécimens précieux que ce
soit en archéologie ou en médecine légale.

Un outil d'expertise

A travers des études expérimentales, basées
majoritairement sur du matériel osseux humain,
il est possible de déterminer des modeles
lésionnels regroupant les différentes carac-
téristiques de chaque instrument et d’appor-
ter des éléments d’orientation permettant de
reconstituer le mécanisme de production de la
lésion. Lorientation des écailles, des fissures
et la compression osseuse du sillon appa-
raissent comme des éléments fondamentaux
permettant de reconstituer la maniere dont
le coup a été porté dans 'espace ainsi que les
positions de 'assaillant et de la victime. Il a
été également possible de mettre en évidence
des signatures diagnostiques individuelles
qui, sous couvert de comparatifs 1ésionnels,
relient de maniere exclusive une lésion a une
arme (un agent vulnérant).

Ces différents travaux ont déja été mis en pra-
tique dans des cas concrets a la fois médico-
légaux actuels et archéologiques. Ces applications
ont permis de confirmer la validité de ce type
nouveau d’analyse microscopique avec comme
perspective principale son intégration pro-
gressive dans des expertises tant contempo-
raines qu’archéologiques. ®

Le Petit Microscope illustré 9 @
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CONTRIBUTEURS :

Sandrine Baron et Marie-Pierre Coustures :
Travaux de recherches archéologiques
sur les cultures, les espaces et les sociétés
(CNRS/EHESS/UT2J/INRAP)

des objets contribue a la reconstitution de

dela surface et de I'intérieur de ces objets.

Inclusions microscopiques de scorie ([déchet) dans une barre de fer
romaine. Le fond blanc représente le métal et les plages grises sont des
des Saintes-Maries-de-la- inclusions. Elles sont composées de cristaux d'oxydes de fer sous forme
Mer (Bouches-du-Rhéne). de globules gris clair (dendrites de wiistite) dans du verre gris foncé.

© TRACES Ces inclusions sont utilisées pour déterminer la provenance des fers.

© TRACES
@ 10 Le Petit Microscope illustré

Deux barres de fer romaines
découvertes dans les épaves

LIVRENT LEURS SECRETS

En archéologie, 1a compréhension du mode de fabrication et de 1'utilisation

la vie des civilisations anciennes.

Les microscopies optique et électronique permettent I'analyse détaillée

es objets observés peuvent étre

des silex, des céramiques, des

métaux, des sols, des bois et

cornes d’animaux, des déchets

d’artisanat divers, des restes

organiques (graines, charbons
de bois ou pollens, ceufs de parasites...),
des matériaux de construction ou encore
les traces d'usage de ces divers objets.
L'observation microscopique intervient
au laboratoire aprés une premiére étude
al ceil nu des objets provenant de fouilles
archéologiques et dont le contexte d’ori-
gine est connu : type de site (habitat, ate-
lier artisanal, époque, etc.

Reconstituer le passé

Elle permet par exemple d’appréhender
I'utilisation des armes par les chasseurs-
cueilleurs a la préhistoire, de retrouver les
pratiques de boucherie au néolithique,
de savoir ce qu'ont contenu les céra-
miques a la protohistoire, de comprendre
les méthodes artisanales de fabrications
d’objets en métal durant I’antiquité, de

modéliser les paysages médiévaux a partir
de I'observation des pollens ou encore de
restituer les activités humaines anciennes
a partir de ’analyse des sols et des restes
d’activités qu’ils contiennent.

De nombreux types de microscopies peuvent
étre utilisés en archéologie. Les plus cou-
ramment employées sont la microscopie
optique et la microscopie électronique,
notamment a balayage.

En archéologie, la microscopie optique per-
met d’observer soit la surface d’un objet
soit la masse de I’échantillon, c’est-a-dire
la matiere qui le constitue. Dans le premier
cas, on peut étudier des dépots d'usage (du
métal sur un outil ancien en pierre, du mine-
rai sur une meule a broyer) ou des traces
(stries, polis) laissées par ’emploi des objets.
Dans le second cas, I'observation concerne la
coupe du matériau. Cela nécessite une pré-
paration spécifique des objets qui doivent
étre sciés afin de confectionner des lames
minces. Ces préparations destructrices
concernent un nombre limité d’échantil-
lons et sont soumises a autorisation.

La microscopie électronique a balayage est,
par exemple, adaptée aux études de surface
métallique n'impliquant pas la destruction
d’objets archéologiques qui ont toujours
un caractere unique, a condition que 'en-
ceinte dédiée a I'analyse des échantillons
soit assez grande pour les accueillir. Cette
technique permet une approche quantita-
tive de la composition chimique élémen-
taire des différents constituants des objets
grace al’analyse de I'émission de particules
ou rayons produits par la matiére sous I'ef-

Entrée d’'une galerie de mine de fer ancienne dans

le Tarn. © TRACES

fet de I'irradiation des électrons provenant
de la source du microscope.

LUapport décisif de 1a microscopie
Les développements de la microscopie pour
I’étude de vestiges archéologiques se sont
multipliés au cours des dernieres décen-
nies et ont constitué un apport décisif des
sciences physico-chimiques aux sciences de
I’'Homme et des sociétés passées. De nou-
veaux champs d’application de la micros-
copie sont aujourd’hui explorés, en lien
avec l'expérimentation et constituent un
domaine en constante évolution. @

@ Scorie extraite de la mine de fer. © TRACES

Vue microscopique de la scorie. A partir de la face
inférieure (zone noire en bas a droite), on observe
des cristaux sous forme de grandes lattes de sili-
cates de fer (fayalite) dans du verre interstitiel (gris
foncé). En gris clair, (en bas & gauche), on retrouve
les dendrites de wiistite déja vues dans les inclu-
sions des barres de fer. Cette structure renseigne
sur les conditions de formation de ces déchets et
donc du déroulement des opérations métallur-
giques. © TRACES

Le Petit Microscope illustré 11 @
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CONTRIBUTEURS :
Arnaud Vacherat & Charlotte Fillon :
Géosciences environnement Toulouse
(CNRS/UT3/CNES/IRD)
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DATATION

DES ROCHES TERRESTRES

Dans certains minéraux, 'uranium est présent en quantité non-négligeable.
La décroissance radioactive de cet élément génére des traces de fission dans le

minéral, dont la quantité dépend fortement de la température. Ainsi, 1a visualisation
de ces traces par microscopie optique permet la recenstitution du trajet des roches

dans la cro(te terrestre depuis 1'époque de leur formation jusqu’a aujourd’hui.

=

Massif des
Pyrénées.
L'histoire d'une
chaine de
montagne est
enregistrée
notamment
dans certains
minéraux tels

que les apatites.

ertains minéraux comme l'apa-
tite et le zircon contiennent de
l'uranium de maniere signifi-
cative. La fission de 'uranium
au cours de sa décroissance
radioactive génere des traces
nanométriques que I’on peut observer
dans le réseau cristallin de ces minéraux.
Le nombre de traces de fission tend a dimi-
nuer quand la température est élevée et a
rester constant quand celle-ci diminue. Cette
sensibilité a la température dépend égale-
ment du minéral observé (autour de 100°C
pour une apatite et 250 °C pour un zircon).

Datation par trace de fission

Lobjectif de la méthode de datation par
traces de fission est de déterminer le moment
auquel la roche passe au travers de certaines
isothermes (frontiéres géologiques ol la
température demeure constante). La tem-
pérature augmentant avec la profondeur,

on peut reconstituer le trajet d'une roche
jusqu’a la surface. Cette méthode permet
donc de dater le mouvement des roches a
I’échelle des temps géologiques, de I'ordre
de la dizaine a la centaine de millions d’an-
nées. Ainsi, en comptant au microscope
le nombre de traces de fission conservées
dans un cristal d’apatite ou de zircon, on
peut en déduire son age thermique et son
histoire temps-température.

Pour observer ces traces de fission, le grain
d’apatite ou de zircon est d’abord poli, puis

©

Apatites observées
au microscope
optique.

9

Aprés polissage et
attaque chimique des
apatites,

on peut observer et
compter, grace ala
microscopie optique, des
traces de fission (petits
traits noirs sur la surface
du grain).

© Matthias Bernet - I1STerre

la surface du grain est attaquée chimique-
ment pour augmenter la taille de ces traces.
Ainsi, apres attaque chimique, les traces
de fission mesurent plusieurs microns et
sont alors facilement visibles en utilisant
un microscope optique classique.

Un défi majeur

Cette méthode est de plus en plus popu-
laire et est appliquée dans de nombreux
domaines des géosciences, aussi bien dans
le milieu académique que pétrolier. Obte-

nir un age peut prendre jusqu’a un an, c’est
pourquoil’automatisation du comptage des
traces par microscope est un défi majeur des
prochaines années. Les chercheurs testent
également d’autres minéraux pour élargir
la gamme de température, et les domaines
d’applications. @

Le Petit Microscope illustré 13 @
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es microorganismes sont invisibles

a I'ceil nu mais plusieurs tech-

niques de microscopie permettent

néanmoins d’observer l'intérieur

des plantes ainsi que I'impact des

microorganismes sur celles-ci. On
peut par exemple utiliser des éclairages laser
et des colorants qui permettent, en micros-
copie optique, de distinguer les cellules végé-
tales des cellules microbiennes.

Le champignon mycorhizien

Il s’agit d'un champignon symbiotique qui
contribue a améliorer la nutrition et la santé des
plantes. AT'ceil nu, ou méme avec un micros-
cope classique (Figure 1.A), on ne peut pas le
voir. Mais avec un colorant fluorescent spéci-

@ 14 Le Petit Microscope illustré

SYMBIOSE ET DEFENSE

DES PLANTES

Les plantes vivent au contact de nombreux microorganismes bénéfiques ou
nocifs d leur développement. Grdce aux microscopies optique et électronique

a balayage, des études fines de leurs interactions avec des champignons et des

bactéries peuvent étre réalisées et servir a une meilleure compréhension des

synergies entre plantes-microorganismes permettant par exemple I'élaboration

de méthodes de cultures moins consommatrices d’engrais et de pesticides.

Figure 1 : Détail de champignon mucorhizien : observation en champ clair (A), observation en microscopie
confocale (B) et reconstruction 3D (C). ® LRSV - LIPM - TRI Genotoul

fique et un microscope confocal, il est possible
dele distinguer dans les tissus racinaires (Figure
1.B). La prise d'image a différentes hauteurs et
une reconstruction numérique en combinant
I'ensemble des données et en soustrayant le
fond permettent d’extraire une image en trois
dimensions du champignon (Figurel.C). On

observe alors celui-ci pénétrer a l'intérieur des
cellules végétales ou1 il forme des structures que
I'on appelle des arbuscules. C’est a ce niveau
que les deux partenaires échangent des élé-
ments nutritifs : le champignon apporte a la
plante de I'’eau et des minéraux, en échange
il obtient des sucres.

La bactérie symbiotique Rhizobium
Grace ala microscopie électronique a balayage
il est également possible d’effectuer des obser-
vations plus rapprochées et plus détaillées. On
peut ainsi observer la symbiose rhizobium-légu-
mineuse, trés importante pour I'écosysteme
terrestre et pour 'agriculture car elle permet
d’enrichir les sols en azote. Des millions de bac-
téries rhizobia (visibles sur la figure 2.B) comme
des amas autour du noyau (N) de la cellule, se
logent dans des organes racinaires spécifiques,
les nodules (Figure 2.A). A l'intérieur des cellules
végétales elles agissent comme des petites usines
miniatures qui transforment I'azote de I'air en
engrais azoté pour la plante hote.

Les bactéries pathogénes

Les plantes et les microorganismes commu-
niquent entre eux par de trés nombreux signaux
moléculaires. On parle alors d'un dialogue molé-
culaire entre les deux partenaires. Décoder ce

langage est un enjeu important pour comprendre
comment les plantes reconnaissent les mauvais
microbes, contre lesquels elles doivent déclencher
leur systéme immunitaire, et les bons microbes
aveclesquels elles vont s'associer dans une sym-
biose. Mais les bactéries pathogenes sont aussi
capables de court-circuiter la mise en place de la
défense végétale. Elles injectent des protéines a
I'intérieur méme des cellules végétales. Ces pro-
téines bactériennes s'apparentent a de véritables
missiles a téte chercheuse qui vont notamment
avoir pour cible des protéines de défense de la
plante. Les bactéries sont ainsi capables de neu-
traliser ces protéines de défense des plantes. La
microscopie a fluorescence permet d’ observer
ce phénomene (Figure 3). ®

Figure 2 : Images obtenues par microscopie élec-
tronique a balayage de l'intérieur d'un nodule de la

légumineuse Mimosa pudica (A), abritant dans chaque

cellule végétale (B) les bactéries rhizobia fixatrices
d'azote. b: bactéries, N: noyau de la cellule végétale.
©Marta Marchetti/INRA & Marie-Christine Auriac/CNRS

O

Figure 3 : Ici la microscopie de fluorescence per-
met aux chercheurs d'observer ce phénomene
Observation d'une cellule exprimant la protéine
bactérienne a laquelle a été fixé un marqueur fluo-
rescent bleu. La protéine qui attaque la plante est
ainsi visible au sein du noyau de la cellule.
Observation d'une cellule exprimant la protéine de
défense grace a la fixation d'un marqueur fluores-
cent jaune. La protéine de défense végétale est dis-
tribuée de facon homogene au sein du noyau.

& D. Considérons maintenant une cellule expri-
mant de facon simultanée la protéine bactérienne
(fusionnée & un marqueur fluorescent bleue) et la
protéine de défense de la plante (fusionnée a un
marqueur fluorescent jaune).

L'éclairage par la lumiére bleue révele la réparti-
tion de la protéine bactérienne au sein du noyau (CJ,
tandis que l'éclairage par la lumiére jaune montre
une modification de la répartition de la protéine

de défense (D). Au lieu d"apparaitre distribuée de
facon homogeéne au sein de la cellule (comme pour
la cellule (B), elle se concentre la ou la protéine
bactérienne se situe (D). A travers ce changement
de localisation, la protéine de défense se retrouve
séquestrée au sein du noyau empéchant ainsi un
processus de défense efficace.

© Susana Rivas - LIPM
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NANOCARRACE
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Les 14 et 15 octobre 2016, 1a plus importante
course automobile de la saison se déroule a
Toulouse : 1a NanoCar Race. C'est au Centre

d’élaboration de mateériaux et d’études
structurales (CEMES) que des molécules-
voitures prennent le départ d’une course
a1'échelle nanométrique unique en son genre.

es « nanocars » de seulement quelques
nanometres de long, pilotées chacune a
l'aide de la pointe d'un microscope a effet
tunnel, qui prennent le départ d’'une course
sur une piste en or ? Non, ce n'est pas un
canular. Le design des molécules a méme
été longuement pensé. « Pour espérer gagner la course, il
faut étre rapide. Or, plus la surface de contact avec la piste est
importante, moins la voiture va vite. Notre nanocar comprend
donc 300 atomes qui forment un chassis courbé, entouré par
quatre roues pour minimiser le contact avec le sol », précise
Gwénaél Rapenne, professeur de chimie a U'Université Paul
Sabatier (Toulouse), un des concepteurs de nanomachines
au CEMES et directeur de l'équipe toulousaine. Avant la
course, les véhicules des écuries autrichienne, améri-
caine, allemande, japonaise, suisse et bien sdr francaise

sont sous forme de poudre. Chauffées entre 50°C et
300 °C sous ultra vide', elles sont alors évaporées
puis déposées sur la piste longue de 100 nanometres.
De plus, U'enceinte dans laquelle se déroule la course
est refroidie entre -250°C et -300°C pour que les
molécules restent immobiles et faciles a manipuler.
L'autonomie des réserves en hélium liquide servant
a ce refroidissement limite donc la durée du Grand
Prix. Mais tout comme des pilotes de Formule 1, les
chercheurs devront étre endurants car l'événement
pourra se poursuivre jusqu’a 38 heures ! « Etencore,
Jje pense que certaines voitures ne termineront jamais
la course », sourit Gwénaél Rapenne.

haque pilote dispose d’'une fine pointe
métallique en tungsténe qui lui permet
de pousser ou d’exciter sa molécule
pour la faire avancer. Et quatre véhi-
cules peuvent étre manipulés en méme
temps ! C'est une premiére mondiale.
« Cette course retransmise en direct au grand public
montre qu’on est capables de conduire sans la toucher
mécaniquement une molécule sur une surface et de
maniere contrélée », explique le chimiste.
En outre, depuis le début des années 2000, de véri-
tables molécules mécaniques ont été concues avec
par exemple des engrenages constitués de molé-
cules en rotation. Comme le commente le directeur
de la course Christian Joachim : « Dans un futur loin-
tain, les chercheurs imaginent pouvoir construire atome
par atome un grand nombre de nos machines comme
les calculateurs ou les mémoires, et méme de pouvoir
les démonter atome par atome. »
Les matériaux de nos batteries, dont la durée de vie

Le microscope a effet tunnel équipé de quatre pointes et installé au CEMES sur lequel se déroulera

la course. © Cyril FRESILLON/CEMES/CNRS Photothéque

serait considérablement augmentée, pourraient ainsi
étre remplacés par des « moteurs » de quelques nano-
metres recyclables par démontage atomique, ouvrant
ainsi la voie a un mode de consommation durable. «
Honnétement, aujourd’hui, on ne sait pas encore a quoi
cette technologie va servir. Mais tout comme les cristaux
liquides découverts en 1910 n'ont été utilisés qu‘un demi-
siecle plus tard dans les écrans des calculettes et main-
tenant dans tous nos supports LCD, la manipulation de
molécules a lunité pourrait bien étre révolutionnaire »,
réve Gwénaél Rapenne. @

1. Ultravide : L'ultra-vide est atteint quand ily a moins de 10000 molé-
cules dans un volume de 1 cm?. Ce vide est nécessaire pour pouvoir
permettre la propagation d'électrons en microscopie électronique et
a effet tunnel. Si le vide n’est pas assez bon le gaz résiduel devient

conducteur et on peut créer des phénoménes d'arc électrique (sur le
méme principe que la foudre).

Pastille d’or sur laquelle les molécule-
voitures concourront.
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Iépiderme de
drosophile en cours de
développement. Les
contours cellulaires
apparaissent en vert,
les noyaux en bleu,

et l'actine qui souligne
les extensions
cellulaires enrouge,
grace aux marquages
avec des protéines
spécifiques.

© Anne Pelissier-Monier,

% 18 Le Petit Microscopieilllstté

=

PASSEE AU MICROSCOPE POUR

a petite mouche drosophile, grace a
son cycle de vie rapide (une dizaine
de jours) et a la puissance de son
analyse génétique, a déja permis
de nombreuses avancées pour la
recherche biomédicale. La mise
au point de nouvelles approches d’'imagerie
fait aujourd’hui de la drosophile un modele
attractif pour découvrir les mécanismes qui
contrdlent la forme et 'organisation des cel-
lules. Pour étudier le role d'une protéine cel-
lulaire, la génétique moléculaire permet de
I'enlever, ou de la modifier, spécifiquement
dans un petit groupe de cellules afin de les
comparer aux cellules voisines, non manipu-
lées. On peut aussi lui greffer une « étiquette »
(protéine fluorescente) qui, suite a son éclai-
rement par un faisceau lumineux d'une cou-
leur bien précise, va émettre a son tour de la
lumiere permettant sa visualisation directe-
ment au sein d'un tissu et le suivi de sa dyna-
mique au cours du temps. Tirant parti de la
combinaison de ces approches, les recherches
en cours visent a comprendre comment les
cellules réorganisent leur architecture pour le
développement de I'épiderme, des muscles,
et de la formation des membres.
La détection de la lumiére émise par les pro-

téines fluorescentes nécessite des appareils
performants, notamment les microscopes
confocaux. Plusieurs lasers permettent d’ex-
citer spécifiquement les différentes molécules
fluorescentes, et des détecteurs tres sensibles,
d’enregistrer le spectre (différentes couleurs)
de la lumiere émise.

D’autre part, pour accéder a l'organisation
des tissus en profondeur, ces microscopes
effectuent des coupes optiques successives,
extrémement fines (10 000 coupes/milli-
metre) ! Des traitements informatiques per-

ETUDIER LE DEVELOPPEMENT ANIMAL

mettent ensuite de reconstruire la structure
tridimensionnelle des tissus, et son évolution
au cours du temps. Le couplage d'un micros-
cope confocal avec un laser externe permet
en outre de manipuler, par la lumiere, I'acti-
vité des molécules au cours de I'observation.
Ces nouvelles méthodes deviennent transpo-
sables a d’autres animaux et ouvrent un acces
sans précédent al'étude des cellules embryon-
naires. La microscopie de fluorescence permet
de plus des analyses quantitatives favorisant
I'émergence de recherches multidisciplinaires
pour découvrir les lois physiques qui régissent
l'organisation du vivant.

Suivi en temps réel du développement de la patte
de drosophile. Une protéine avec une étiquette
fluorescente verte marque les contours cellulaires,
une deuxiéme (en rouge) marque un sous-domaine
de la patte. © Bruno Monier, Centre de Biologie Intégrative.
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Sous-unités ribosomiques
en cryomicroscopie électronique
© Célia Plisson-Chastang - CBI
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UACTIVITE DES RIBOSOMES
MACHINES MOLECULAIRES
PASSEE AU PEIGNE FIN

Synthétiser des protéines est une activité cellulaire primordiale assurée par
les ribosomes, des <« machines moléculaires » que 1'on retrouve en trés grand
nombre dans tous les étres vivants. La compréhension de 'assemblage et

du fonctionnement de ces nanomachines biologiques au sein de 1a cellule

est rendue possible par la microscopie électronique en trois dimensions.

es ribosomes déchiffrent I'infor-
mation génétique et synthétisent
les protéines chez tous les étres
vivants. Chacune des cellules de
notre organisme contientde 5 a 10
millions de ribosomes. 1ls se pré-
sentent sous forme de particules de 25 nm de
diameétre constituées d’environ 80 molécules.
Les scientifiques cherchent a comprendre les
mécanismes d'assemblage des ribosomes, qui
consomment une large part de I'énergie cellu-
laire, et d’appréhender leurs dysfonctionne-
ments pathologiques dans des maladies rares
ou des cancers. Dans ce but, il est essentiel de
visualiser les particules al'échelle atomique a

différentes étapes de 'assemblage. Le défi est
de taille pour des particules aussi complexes
et seule la microscopie électronique a trans-
mission (MET) permet d’atteindre ce résul-
tat. Les images en MET sont classiquement
en deux dimensions, comme une radiogra-
phie médicale. Mais cette technique peut étre
utilisée pour déterminer la structure tridimen-
sionnelle de complexes moléculaires comme
les ribosomes. Lobstacle majeur vient du vide
trés poussé qui regne dans le microscope élec-
tronique et qui vaporise instantanément toute
eau liquide, empéchant d’observer la vraie
structure des molécules biologiques en inte-
raction avec I'eau. La solution : observer les

est pris en photo par MET, sous différents angles,

i A la maniére d'un scanner médical, I"échantillon

en faisant pivoter I'objet

Reconstruction 3D obtenues a partir de
l'analyse de milliers de particules photo-
graphiées en cryomicroscopie électronique
© Célia Plisson-Chastang - CBI

Image de @
microscopie
électronique
d'une levure et
reconstruction
en 3D d'une sous-
unité ribosomique
sortant du noyau
cellulaire par
un pore.
© Franck Delavoie
-CBI

molécules dans la glace. Isolés a partir de cel-
lules, les ribosomes sont congelés en quelques
millisecondes dans une fine couche de glace
amorphe, sans cristaux de glace qui perturbent
le faisceau d’électrons. Des dizaines de mil-
liers de ribosomes figés dans la glace dans des
orientations aléatoires peuvent alors étre pho-
tographiés. Ces images sont ensuite classées
et combinées afin de reconstruire la structure
tridimensionnelle d'un ribosome grace a de
puissants algorithmes informatiques d’ana-
lyse statistique des images. La tomographie
électronique est une autre technique de MET
permettant d’accéder ala troisieme dimension.
A la maniére d'un scanner médical, I'échantil-
lon est pris en photo par MET sous différents

angles en faisant pivoter I'objet. Le volume peut
ensuite étre reconstruit, offrant une vision 3D
en haute définition de I'organisation intracel-
lulaire a I’échelle moléculaire.

Découverte récente

Grace a ces techniques, la premiere structure de
précurseurs de ribosomes humains a été réso-
lue. De plus, des images du passage de ces par-
ticules a travers les pores qui leur permettent
de quitter le noyau cellulaire ont été obtenu.
La microscopie électronique 3D nous dévoile
ainsi non seulement la transformation struc-
turale des ribosomes en formation, mais per-
met de replacer ce mécanisme dans le paysage
complexe du milieu intracellulaire. ®
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microbiologie et génétique moléculaires .. , . . , ,
(CNRS/UT3) de décrire 'organisation d’'un génome
' ainsi que sa dynamique au cours du temps

Laurence Salomé : Institut de . , N L e PP
pharmacologie et de biologie structural Les génomes portent I'ensemble des caracteres héréditaires definissant tout

(CNRS/UT3) organisme vivant. lls sont constitués de chromosomes qui contiennent, expriment
et transmettent les génes. La microscopie optique de fluorescence permet
aujourd'hui d’observer la position d'un géne au saein méme d’une cellule vivante.

u sein des cellules, les génomes
sont confinés dans de petits
espaces d'un a dix microns (mil-
lieme de mm) qui contiennent
I'ADN ainsi que de nombreuses
molécules qui assurent son
intégrité. Les molécules d’ADN qui consti-
tuent les chromosomes sont géantes rap-
portées a la taille des cellules. Par exemple,
le chromosome de la bactérie Escherichia coli
déplié mesure 1 mm et les 23 chromosomes
du génome humain mis bout a bout environ
1 m. Ces molécules géantes sont repliées et
compactées dans des espaces 1 000 a 100 000
fois plus petits. Ceci se fait suivant une organi-

@ Détermination de la position d’'un géne dans des
noyaux de levure par microscopie optique de fluo-
rescence. La périphérie des noyaux ainsi qu'un
géne sont marqués en utilisant la GFP vert). Un
domaine du noyau, le nucléole, est marqué par la
RFP (rouge). © Olivier Gadal

©

Détermination de la position d’'un géne dans des
noyaux de levure par microscopie optique de fluo-
rescence. Le triple marquage permet, aprés analyse
d’images de coupes successives, de reconstruire

en trois dimensions la position du géne (points vert)
par rapport a la périphérie du noyau (ellipsoide-fil
de fer et sphéres bleues) et au nucléole (rouge). ©

sation qui permet leur transmission efficace
lors de la duplication des cellules ainsi que
le bon déroulement du programme géné-
tique, c’est-a-dire la production de tous les
composés cellulaires a partir du code des
genes. Nos recherches ont pour but de com-
prendre cette organisation et son rdle. Il est
en effet de plus en plus évident que I'orga-
nisation des chromosomes est d'une impor-
tance primordiale pour toutes les fonctions
des génomes. Cette organisation est précise
et finement adaptée aux différents types de
cellules, a leurs fonctions et leur devenir.

Observer la position des genes

La biologie des génomes a considérablement
profité des développements de la micros-
copie de fluorescence ces dernieres décen-
nies. Il est possible actuellement observer
la position des génes et des nanomachines
(essentiellement constituées de protéines)
qui travaillent sur 'ADN, directement dans
des cellules vivantes. En effet, I'introduction
par génie génétique de la « Green Fluorescent
Protein » (GFP et d’autres marqueurs fluores-

cents) permet de marquer spécifiquement les
objets/molécules d’intérét dans les cellules.
On peut ainsi décrire I'organisation globale
d’un génome ainsi que sa dynamique au
cours du temps. Les nanomachines peuvent
aussi, une fois isolées, étre observées directe-
ment en microscopie électronique ou a force
atomique. Leur activité sur ’ADN peut étre
analysée en microscopie optique. Pour étre
observées, les molécules d’ADN sont alors
marquées par des sondes fluorescentes ou
liées a des nanoparticules détectables. Dans
tous les cas, des méthodes avancées de trai-
tement des images et d’analyse statistique
des résultats sont requises.

Nouvelles stratégies thérapeutiques
Un grand nombre de maladies sont le résul-
tat, ou s’accompagnent, de modifications
de 'organisation spatiale des génomes.
Les progres constants de la microscopie
optique, électronique et a force atomique,
sont décisifs pour comprendre ces phéno-
menes et envisager de nouvelles stratégies
thérapeutiques. ®
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es macrophages humains, sont des

cellules de notre systéme immu-

nitaire qui « patrouillent » en per-

manence dans nos tissus afin

de détruire d’éventuels patho-

geénes comme les bactéries. Ces
fonctions de surveillance et d’attaque leur
conferent des propriétés mécaniques excep-
tionnelles. Le microscope a force atomique
(AFM) commence a révéler la subtile orga-
nisation interne du macrophage qui lui per-
met d’adhérer sur des surfaces, d’avancer,
de pousser, de dégrader. LAFM peut fonc-
tionner dans un milieu liquide ce qui per-
met de maintenir les cellules vivantes dans
un milieu nourricier. Il est aussi capable de
discerner des détails a I’échelle nanomé-
trique et donc de voir le squelette molé-
culaire de la cellule (cyto-squelette). Mais
par dessus tout, comme son principe de

@ 24 Le Petit Microscope illustré

LA MICROSCOPIE
DE LA « MECANIQUE »
DES CELLULES VIVANTES

Chaque cellule possede un « squelette » et des « muscles » qui lui permettent
d’adapter sa forme en permanence. La microscopie a force atomique permet
de déceler cette activité mécanique et notamment d’étudier les propriétés
mécaniques des cellules du systéme immunitaire.

fonctionnement repose sur 'emploi d'une
pointe fine accrochée a un bras de levier,
on peut appuyer mécaniquement sur la cel-
lule, découvrir les régions dures, les régions
molles et de ce fait révéler la présence du
cyto-squelette. Il a récemment été démon-
tré que I'on pouvait méme mesurer direc-
tement les forces de poussée de la cellule
et filmer en direct les centaines de zones
ou le macrophage pousse sur la surface
pour « palper » son environnement et ainsi
se frayer un chemin lors de sa migration. Il
devient ainsi bien plus qu’'un microscope

qui voit la forme des objets invisibles a I'ceil
nu, il cartographie et mesure la nano-méca-
nique cellulaire.

Des questions encore sans réponses
Ainsi, sur la partie ventrale des macrophages
humains, il existe une myriade de petits élé-
ments durs dont le diameétre est inférieur au
micron, que I'on appelle des podosomes, et
qui jouent comme des petits doigts que la cel-
lule assemble et déassemble en permanence
afin de sentir la rigidité de ce qui '’entoure.
Chaque podosome exerce une force méca-

Le microscope a force atomique, plus que de voir
la forme des objets invisibles a 1'ceil nu, carto-
graphie et mesure la nano-meécanique cellulaire

Image au microscope a force atomique d’un
macrophage humain vivant, en pleine migration
sur une surface. La région bombée correspond
au noyau de la cellule, toutes les structures
claires révelent les éléments moléculaires du
squelette moléculaire de la cellule. Parmi ces
structures les petits points correspondent aux
podosomes du macrophage.

© LAAS/IPBS-CNRS.

nique de poussée qui oscille réguliérement
dans le temps avec une période d’environ
40 secondes, c’est le rythme de la palpation
cellulaire en quelque sorte. Ces résultats iné-
dits permettent de comprendre et de modé-
liser toute I'activité mécanique d'une cellule
vivante mais soulévent encore de nombreuses
questions sans réponse, que la microsco-
pie aidera peut-étre a élucider. Comment
tout cela est-il synchronisé dans la cellule,
y a-t-il une sorte d’horloge ? Comment les
macrophages humains se comportent, se
modifient dans certaines maladies ? Com-
ment par exemple, les tumeurs recrutent-
elles les macrophages et exploitent-elles
leurs propriétés mécaniques ? ®
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enombreux domaines indus-
triels tels que la construction
automobile, I'aéronautique ou
le batiment font aujourd hui
appel aux matériaux com-
posites. Ces matériaux sont
constitués d’'une matrice plastique orga-
nique (polymere) associée a un renfort
fibraux, généralement de verre ou de car-
bone. Mais de par la constante expansion
de ce marché une quantité croissante de
déchets de ces matériaux est attendue
dans les prochaines années. Leur recyclage
représente des enjeux techniques, écono-
miques et environnementaux majeurs.
Afin de pouvoir envisager un réemploi des
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RECYCLAGE DES FIBRES
DE CARBONE CONTENUES
DANS LES MATERIAUX

COMPOSITES

Les matériaux composites massivement utilisés dans 1'industrie

et le batiment contiennent des fibres de carbone dont les déchets

se multiplient. Mais ces fibres de carbone sont uniquement visibles

a l’échelle du micrométre. Ainsi, si1'on veut pouvoir observer I'impact
d’un procédé de recyclage sur ces fibres et juger de son efficacité,

la microscopie électronique a balayage est indispensable.

fibres de carbone dans d’autres applications,
plusieurs recherches sont menées sur le recy-
clage des composites renforcés a fibres dont
les propriétés mécaniques et structurales
doivent rester proches de celles des fibres
neuves. Dans ce but le procédé de vapo-
thermolyse pour le recyclage, qui combine
la pyrolyse et la vapeur d’eau surchauffée a
pression ambiante, a été développé afin de
décomposer la matrice organique du com-
posite de facon douce. Loptimisation du
procédé est réalisé en observant I'efficacité
de la dégradation des résines polymériques
et la qualité des fibres obtenues.

Les fibres de carbone apres traitement
sont observées par Microscopie électro-

nique a balayage (MEB). Cette technique
permet d’obtenir des images de I'extréme
surface de ces fibres de 5 micrometres de
diameétre avec une excellente résolution. La
qualité des fibres recyclées est alors com-
parée aux fibres neuves afin de juger ainsi
de l'efficacité du procédé de recyclage. ®

Plusieurs recherches
sont menées
sur le recyclage

des composites
renforcés a fibres

@ Fibres neuves observées au MEB

Fibres recyclées observées au MEB avec deux
résolutions différentes. Dépot de résine aprés
traitement visible uniqguement sur la deuxieme
image a haute résolution.

Fibres recyclées observées au MEB

avec deux résolutions différentes. Fibres
abimées par des conditions de traitements
trop agressives visibles uniquement sur la
deuxiéme image a haute résolution.
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NANOTUBE DE CARBONE::

LEPROUVETTE A NANOCRISTAUX

Les tubes de carbone a 1'échelle nanomeétrique sont des nanoréacteurs
chimiques dans lesquels on peut faire croitre des cristaux qui n’existeraient pas
autrement. Grdce a des techniques de microscopie électronique a transmission
innovantes les structures de ces cristaux peuvent-étre analysées.

es nanotubes de carbone (NTC)

sont utilisés comme des « moules »
danslesquels il est possible de faire

croitre des nanocristaux en pri-

vilégiant une direction, I’axe du
nanotube, tout en les protégeant

du milieu extérieur. L'insertion de ces nano-
cristaux peut étre directe, en passant par leur
état fondu ou en solution, ou bien nécessiter
de passer par un intermédiaire qu’il s’agira
ensuite de transformer in situ dans le nano-
tube afin d’obtenir le composé désiré. La
cavité du nanotube sert alors aussi de réacteur
chimique, de taille nanométrique. Lobjectif
est de découvrir de nouvelles phases cristal-
lines mais aussi de déterminer si les proprié-

Exemple de gain de résolution apporté par la
correction d'une aberration importante au niveau de la
lentille objectif d'un MET. A et C sont les images sans
corrections. Dans le cas A, un NTC vide. Dans lecas C
un NTC rempli de molécules de fullerénes. B et D sont
les images corrigées correspondants. Sur l'image B,
la liaison entre deux carbones du NTC est visible.

Image-modéle des NTCs remplis de
fullerénesvus en C et D de l'image 1

tés de ces nanocristaux d'une part different
de celles de leurs homologues a I’échelle
macroscopique, et d’autre part permettent
de modifier celles des NTC eux-mémes.

Le seul outil vraiment performant et adapté
pour mener a bien ces travaux est le micros-
cope électronique a transmission — quand il
est équipé de dispositifs permettant de cor-
riger certaines imperfections (aberrations)
d’une partie des lentilles électro-magnétiques
que contient le microscope. Lui seul permet,
en effet, d’observer a la fois les NTC et leur
contenu avec un contraste et une résolution
suffisante, tout en complétant les images par
un panel de données analytiques variées.
On peut ainsi, grace a la spectroscopie de
perte d’énergie des électrons (on mesure la
perte d’énergie des électrons qui ont traversé
le matériau), connaitre la nature chimique
et électronique des objets observés. Ceci est
essentiel afin de s’assurer que les transfor-
mations chimiques souhaitées a I'intérieur
des NTC ont bien été réalisées.

Il est également possible d’observer la pro-
portion de NTC remplis par les nanocristaux
et de révéler leur structure atomique en les
observant avec un mode d’imagerie parti-
culier n'utilisant que les électrons qui ont
été fortement déviés par les atomes les plus
lourds de la matiére analysée. Le contraste
de I'image dépend alors grandement de la
masse des atomes rencontrés par les élec-
trons. Ainsi est-il possible d’améliorer le
contraste et la visibilité des éléments intéri-
eurs plus lourds que le carbone qui compose
les NTC. Il est méme possible d’observer des
atomes isolés dans le NTC si le microscope
a une résolution suffisante. @

©

Exemple d’'une image MET avec une
résolution atomique « en champ sombre
annulaire » d'un NTC rempli de iodure de
nickel (Nil2), obtenue a l'aide d'un MET corrigé
des aberrations importante au niveau de ses
lentilles condenseurs. On devine a peine les
parois de carbone mais on visualise en blanc
les atomes constitutifs des nanocristaux.
Chaque point blanc est un atome. Lencart

|, a gauche, est un agrandissement de la

zone encadrée sur le NTC. L'encart, g droite,
montre une image simulée par ordinateur.
Les schémas, & droite, montrent les modeles
structuraux déduits des images. La résolution
atomique permet donc d’identifier la structure
particuliére de la phase Nil2 et son orientation
relative.

© CEMES/CIRIMAT/Centre Raimond Castaing/Université
de Warwick
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Figure 1:image par microscopie électronique a transmission [MET) de nanofils d’or ultrafins.
Linsert montre une vue générale d'assemblées de fils.
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DES NANOFILS D'OR )
CONDUCTEURS D’ELECTRICITE

Les fils d’or de diametre nanométrique permettent d'envisager d’accéder aux
propriétés électroniques a1'échelle atomique gouvernées par les regles de la physique
quantique. Les difficultés résident a la fois sur la fabrication de ces nanofils, qui

nécessitent un contrdle fin, mais aussi surleur observation et leur manipulation.
Ces deux derniers aspects ont été rendues possibles pbrles techniques de microscopie
a force atomique et de microscopie électronique d transmission.

es mesures de propriétés élec-
troniques, comme la conductivité
électrique, s'effectuent habituelle-
ment sur des objets de taille supé-
rieure au micrometre (10-°°m). 11
est alors possible de connecter ces
objets aux appareils de mesures classiques (volt-
metre, amperemetre) et les lois qui gouvernent
la conductivité sont celles de la physique clas-
sique. Si on considere des objets conducteurs
de taille atomique, les propriétés électroniques
ne sont plus régies par les lois classiques du
monde macroscopique mais par les lois de la
physique quantique donnant naissance a des
effets inédits. Pour avoir acces a ces effets, il
faut donc pouvoir élaborer des objets présen-
tant des diametres tres faibles et de longueur
micrométrique pour pouvoir les connecter et
donc les étudier.
Jusqu'a présent seuls les nanotubes de carbone
remplissaient ce cahier des charges drastique.
Récemment, la synthese par voie chimique a
permis d’obtenir des nanofils métalliques d’or

©

Figure 3 :image par
MET haute résolution
d’'un nanofil d’or sur

le point de se rompre.
Une chaine suspendue
de trois atomes est
visible. L'insert montre
une représentation
schématique des
atomes d’or dans cette
configuration.

Figure 2: image

par microscopie
aforce atomique
(AFM) de nanofils

d'or déposés sur

une surface chargée
par la technique de
nanoxérographie.
L'échelle de couleur
représente l'épaisseur
reconstruite par
topographie de la
surface a l'aide de la
pointe AFM. Il s’agit
de fausses couleurs.
Le blanc représente la
partie la plus proche
de nous, elle montre
que la hauteur des fils
peut atteindre 5nm par
rapport au substrat
sur lequelils sont
posés.

de diametre inférieur a 2 nm et de longueur
micrométrique (figure 1).

Les fils ayant tendance a s’assembler sous
forme de fagots, il est difficile de mesurer les
propriétés de conduction d’'un fil unique. La
microscopie a force atomique (AFM) a permis
de lever ce verrou grace a 'emploi de la tech-
nique de nanoxérographie : des charges, injec-
tées sur une surface aI'aide d'une pointe AFM,
permettent de piéger les nanofils d’or. Grace
aun controle fin de la facon dont les charges
sont déposées sur la surface, le nombre de fils
peut étre controlé jusqu’au fil unique (figure 2).

Ces objets sont néanmoins tres fragiles et
tendent a se fractionner sous une sollicitation
extérieure telle que la température, le courant
électrique ou un faisceau d’électrons (utilisé
pour leur observation en microscopie électro-
nique). En utilisant les nouvelles performances
des microscopes électroniques a transmission
(MET), le mécanisme de rupture des nanofils
d’or a été observé pour la premiére fois. La réso-
lution sub-atomique de ce microscope a per-
mis de voir la formation de chaines d’atomes
uniques (figure 3) et la présence d’atomes d’or
isolés a proximité.

Les nanofils métalliques représentent des
objets modeéles pour des études fondamen-
tales en physique et pourraient trouver des
applications dans des domaines allant des
capteurs (chimiques, biologiques) a 1'élec-
tronique du futur. ®
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T Figure 2 : image AFM d’'un assemblage molécules/

- CIRCULATION DU COURANT e
it Tssé Labor o ELEC:I'RIQUE DANS DES )
MATERIAUX NANOSTRUCTURES

de chimie de coordination (CNRS),
Simon Tricard, Laboratoire de physique
et chimie des nano-objets
(INSA Toulouse /CNRS/UT3)

@ Figure 1:images

MET d’assem-
blages molécules/
nanoparticules a
deux grossisse-
ments. Seules les
nanoparticules sont
visibles. L'image de
droite est un zoom
sur un des baton-
nets de l'image de
gauche. © Simon Tri-
card-LPCNO
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Le passage du courant électrique au sein d’'un matériau structurée a1'échelle
nanometrique, avec des molécules et des nanoparticules, dépend de la nature
des composants qui s’y trouvent. Ce phénomene peut étre analysé grdce

ala microscopie a force atomique (AFM), qui permet une mesure de courant
électrique a 1'échelle nanométrique. Ces travaux contribuent au développement
de nouveaux matériaux pour la hanoélectronique.

es électrons sont les porteurs de
courant électrique dans de nom-
breuses applications du quotidien.
Ce sont eux qui circulent chaque fois
que I'on branche un appareil sur
une prise électrique et qui sont a la
base de I'électronique. Etudier et comprendre
comment les électrons interagissent avec la
matiere est fondamental pour pouvoir contrd-
ler les propriétés des systemes électriques ou
électroniques de demain. Les molécules et les
nanoparticules sont des objets extrémement
petits (de 'ordre du nanometre) qui peuvent
influencer significativement la circulation
des électrons.
Le but de ce travail est de réaliser des assem-
blages de nanoparticules et de molécules
par voie chimique favorisant le passage des
électrons. Dans certains cas, ces assemblages
ont des formes de batonnets dont les détails
peuvent étre observés grace a un microscope
électronique a transmission (MET) (figurel).

Pour étudier les propriétés de conductivité de
ce type d’assemblage, celui-ci est tout d’abord
imagé avec un microscope a force atomique
(AFM) (figure 2), puis la pointe de ’AFM est
positionnée sur I'objet afin de mesurer le cou-
rant entre la pointe et la surface. LAFM présente
le grand avantage de permettre un position-
nement de la pointe nanométrique sur I'ob-
jet a étudier avec une tres grande précision.
Grace a cette technique, il a été montré que
les électrons sautaient d'une nanoparticule a
une autre en traversant les molécules via les
auto-assemblages, permettant le passage des
électrons de la pointe a la surface (figure 3).

Des potentialités d’utilisation

Cette étude a permis d’évaluer I'influence de
trois éléments sur le courant électrique au
sein d'un assemblage molécules/nanoparti-
cules : la taille des nanoparticules, la distance
qui les sépare et la nature des molécules. Ces
travaux ouvrent des potentialités d'utilisation

Comprendre comment les électrons interagissent
avec la matiere est fondamental pour controler
les propriétés des systemes électriques de demain

de molécules ou de nanoparticules réagissant
a des stimuli extérieurs (comme la lumiere)
pour moduler le courant électrique, en com-
prendre les mécanismes sous-jacents et ainsi
former des matériaux candidats potentiels a
I’élaboration de composants électroniques,
de capteurs, ou de cellules solaires. @

Figure 3 : Principe d'une mesure de courant
électrique grace a une pointe AFM. Les
électrons viennent de la pointe et sautent de
nanoparticule en nanoparticule en traversant
les molécules pour rejoindre la surface.

© Simon Tricard - LPCNO
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La molécule-moteur (2 nm de diamétre) est
ancrée sur la surface d'or (en bleu foncé) gréace
au trépied soufré (bleu clair). Le plateau supé-
rieur tourne autour de son axe dans le sens des
aiguilles d'une montre ou dans le sens inverse,
selon la position de la pointe du microscope,
réglée au picometre pres (1/1000¢ de nano-
metre). © G. Rapenne et G. Vives, CEMES-CNRS / UPS

DES MOLECULES TRANSFORMEES
EN MOTEURS NANOMETRIQUES

La pointe d'un microscope a effet tunnel permet de déclencher et de visualiser
la rotation du rotor d’un moteur moléculaire de 2 nm de diamétre. Cette
rotation est controlée dans un sens ou dans 1'autre suivant la partie de la
molécule a travers laquelle passent les électrons émis par le microscope.

notre échelle, un moteur rotatif
est une machine qui transforme
de I'énergie en mouvement de
rotation capable d’effectuer
un travail. Depuis une ving-
taine d’années, les chimistes
ont relevé le défi de miniaturiser a I’extréme
de tels mécanismes jusqu’a obtenir des
machines de la taille d'une seule molécule.

Au-dela de la synthése de ces objets, la dif-
ficulté est de pouvoir les contrdler parfaite-
ment et de comprendre leur fonctionnement.
La molécule-moteur concue et synthétisée
est une molécule complexe combinant trois
sous-unités : un trépied pour I'ancrer solide-
ment sur une surface, une rotule métallique
permettant la rotation et un plateau supé-
rieur comprenant cing bras dont un est rac-

Quel type de microscope utilisé
pour voir une seule molécule ?
Seule la microscopie a effet tunnel (STM),
fonctionnant a - 268 °© C et sous un vide tres
poussé, permet ce degré de précision. Afin de
comprendre les expériences de microscopie,
il a aussi été nécessaire de développer des
outils de calculs d'image et de mécanique
moléculaire trés performants pour repro-
duire la mécanique d’une molécule-moteur
Torsqu’elle est ou non traversée par un courant.

courci (représenté en marron sur la figure
ci-dessous, page de gauche) et tournant pas a
pas. Les chercheurs ont déclenché et observé
un mouvement de rotation unidirectionnel,
controlé par la position précise de la pointe
du microscope dans un sens ou dans I'autre.
C’est le passage d’électrons de la pointe vers
la surface, a travers la molécule, qui fournit
I’énergie au moteur. Déclencher une rota-
tion unidirectionnelle et inverser a volonté
le sens de rotation, ont constitué une avan-
cée majeure et une premiere mondiale dans
ce domaine de recherche fondamentale. @

Photographie de la pastille d’or d'un diametre
de 8 mm ol se déroulera la course de molécule-
voitures. Cette pastille est présentée ici en son
habillage de protection avant montage sur son
support et introduction dans le microscope.

Depuis une vingtaine d’années, les chimistes ont
relevé le défi de miniaturiser jusqu’a obtenir des
machines de la taille d’une seule molécule

O

Image STM du moteur moléculaire immobile a
-268°C et en rotation continue a -193°C. Le dégradé
de couleur correspond a la hauteur de L'objet analysé.
La partie la plus claire correspond a une hauteur de
0,35 nanometres.. © G. Rapenne, CEMES-CNRS / UPS

Perspectives et applications
envisagées

Uétape suivante sera de mesurer I'énergie four-
nie par cette rotation pour ensuite 1'exploiter
al’échelle nanométrique. Ces moteurs extré-
mement miniaturisés devraient permettre la
construction de dispositifs électroniques et
meécaniques ultra-miniaturisés et économes
en énergie. A plus long terme ces moteurs
pourraient intégrer des robots de taille nano-
métrique ou motoriser les nano-véhicules
développés par ailleurs.
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La variété des exemples proposés dans ce Petit lllustré .
démontre 'immense potentialité des microscopies.

Parallélement a ces recherches, il est primordial

que certains chercheurs consacrent leur activité

a des développements instrumentaux originaux

afin d’ouvrir de nouveaux champs d’investigation.

insi en Midi-Pyrénées, des scien-
tifiques de I'Institut des techno-
logies avancées en sciences du
vivant (ITAV) ont mis au point de
nouveaux microscopes optiques
dits « a feuille de lumiere »,
permettant d’observer les structures biolo-
giques dans leur intégrité tridimensionnelle.
La microscopie optique, pourtant apparue il
y a plus de 400 ans, repousse sans cesse ses
limites. Parallelement, le Centre d’élaboration
de matériaux et d’études structurales (CEMES)
a développé des techniques d’'imagerie élec-
tronique interférométrique originales (holo-
graphie électronique) mais aussi de sources
d’électrons tres brillantes pour la Microsco-
pie électronique a transmission. En collabora-
tion avec une société japonaise « Hitachi High
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Microscope électronique en transmission I2TEM (/n situ interferometry trans-
mission electron microscope) du CEMES (Centre d'élaboration de matériaux et
d’'études structurales). © Cyril FRESILLON/CNRS Photothéque

Technologie» un microscope unique au monde
(I2TEM) en termes de résolution a été égale-
ment mis en ceuvre. De fagon plus générale,
il est aujourd’hui possible d’envisager I'utili-
sation de microscope robot pour des études
systématiques, ou la combinaison automati-
sée de plusieurs techniques d’'imagerie pour
étudier un objet sous différents aspects en
une seule expérience. La quatrieme dimen-
sion -le temps- devient-elle aussi de plus en
plus présente : c’est la microscopie en 4D qui
ouvre de nouveaux champs d’investigation et
dont les chercheurs révent. De plus en plus

sophistiquée en optique, elle devrait faire
son apparition dans les autres microscopies.
Cependant, tous ces progres posent I'enjeu
du traitement de données massives. En effet
le traitement d’images de microscopie dans
plusieurs dimensions et avec une haute réso-
lution représente des milliards de données
a stocker et gérer toujours plus vite. Il n’'en
reste pas moins que, tous ces progres tech-
nologiques ouvrent de plus en plus grandes
les portes du monde de 'infiniment petit et
les chercheurs de Midi-Pyrénées y contri-
buent activement. @

Reconstruction en 3D de lintérieur de
l'intestin de souris a partir d'une série
d'images obtenues par microscopie a
feuille de lumiere. Acquisition réali-
sée avec un microscope MacroSPIM,
macroscope basé sur une excitation a
feuille de lumiére développé par Julien
Colombelli, IRB Barcelone. Traite-
ment d'image réalisé avec les logiciels
AMIRA (FEI) et Adobe Photoshop CS4.
© Jacques Rouquette (ITAV) et Chris-
tophe Guissard (STROMALab)
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e labex NEXT (Nano, mesures
EXtremes et Théorie) est un regrou-
pement scientifique de six labo-
ratoires* du campus toulousain.
Composé de pres de 400 physiciens
et chimistes, expérimentateurs et
théoriciens, son objectif est de faire interagir
ces différentes communautés pour bénéficier
de nouvelles dynamiques et synergies multi-
disciplinaires autour de projets de recherche
collaboratifs émergents.
La microscopie, qu’elle soit optique, électro-
nique, de champs proches, utilisée comme
un outil d’observation, de caractérisation, de

Image de

l

fabrication ou encore de source de stimulus
se retrouve donc naturellement au cceur de
nombreuses expériences et projets scienti-
fiques menées au sein de NEXT. Citons sim-
plement quelques exemples de réalisation
portés et soutenus par ce regroupement :
la création de la plateforme PRONANO qui
permet de caractériser les propriétés élec-
troniques et magnétiques de nano-objets
(nanoparticules, nanotubes, nanofils, etc.) en
s’appuyant entre autres sur un AFM travail-
lant sous atmospheére d’argon ; le projet IVI-
BECA qui a réussi a détecter par infrarouge
ou par lumiere visible des pertes magnétiques

microscopie en

fluorescence

de l'assemblage

dirigé

électrostatique

de plots de

nanoparticules

d’hydrogel.

© NEXT
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dans des couches minces gravées ou dans des
nanoparticules avec des retombées dans le
domaine de la nanomédecine et la catalyse ;
le projet FLAMENCO qui a prouvé qu'il était
possible d’utiliser des charges électrostatiques
injectées par AFM pour piéger localement des
nanoparticules d’hydrogel et ainsi réaliser des
capteurs enviro-intelligents.

Enfin, NEXT participe également a la forma-
tion et al'enseignement des étudiants, techni-
ciens, ingénieurs, chercheurs sur de multiples
thématiques scientifiques dont la microscopie
avec des travaux pratiques en MEB, MET et
AFM a I'Institut National des Sciences Appli-
quées (INSA) de Toulouse, I'Université Tou-
louse III - Paul Sabatier (UPS) ou via I’Atelier
Interuniversitaire de Micro/Nano Electro-
nique (AIME).

* le Centre d’Elaboration des Matériaux et d’Etudes
Structurales (CEMES), le Laboratoire Collisions Agrégats
Réactivité (LCAR), le Laboratoire de Physique et Chimie
des Nano-Objets (LPCNO), le Laboratoire de Chimie et
Physique Quantique (LCPQ), le Laboratoire de Physique
Théorique (LPT), le Laboratoire National des Champs
Magnétiques Intenses (LNCMI). @

Image AFM d'un nanotube de carbone connecté
entre deux électrodes de Cr/Au.

!
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oulouse renferme en son sein deux
sites majeurs de microscopie. Le
CEMES et le nouveau Centre de
micro-caractérisation Raimond
Castaing participent, chacun a leur
maniere, a I'écriture de I'histoire
de la microscopie a Toulouse. C’est au CEMES
que furent construits, dans les années 50, les
premiers MET a trés haute tension frangais et
ou sont aujourd hui développés de nouvelles
méthodes de microscopie. C’est au Centre Rai-
mond Castaing, inauguré en 2014, que sont
réunis des services de microscopie et caractéri-
sation jusqu’alors dispersés sur différents sites.

De 1a « Boule » de Rangueil...

La construction en 1958 a Toulouse d'un micros-
cope électronique en transmission, fonction-
nant sous une tension supérieure au million
de volts, a marqué le domaine. Sa trés haute
tension a en effet rendu possible la toute pre-
miére observation de cellules vivantes dans
un microscope électronique. Limpression-
nant générateur de 1,2 millions de volts est
toujours visible aujourd’hui au CEMES, dont

la mission premiére, sous I'impulsion du pro-
fesseur Gaston Dupouy, fut la construction de
cet appareil inauguré par le Général de Gaulle
en 1959. Placé dans une sphere de 24 metres
de diametre, la « Boule » a inscrit durablement
Toulouse dans I'histoire de la microscopie.
Aujourd’hui, le CEMES poursuit le dévelop-
pement de microscopes de tres haute tech-
nologie. I offre I'acces a ces instruments a la
communauté scientifique et industrielle natio-
nale et européenne dans le cadre des réseaux
METSA! et ESTEEM?2.

... au Centre de micro-caracteéri-
sation Raimond Castaing

Le nouveau Centre de micro-caractérisation Rai-
mond Castaing réunit trois services historiques
de microscopie et d’analyses Toulousains : le
service microsonde électronique en fonction-
nement depuis 1973, le service TEMSCAN qui
pratique la microscopie électronique en trans-
mission et balayage depuis les années 1980 et
le service SIMS de micro-analyse ionique. Le
nouveau centre Raimond Castaing, du nom
deI'inventeur de la microsonde électronique,

@ Boule du CEMES - © Cyril FRESILLON /CNRS Photothéque
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Centre Raimond
Castaing - © Cyril
FRESILLON/UMS3623/
CNRS Photothéque

est un des rares poles francais a rassembler
toutes ces microscopies. A 'entrée du centre,
trone d’ailleurs I'un des premiers microscopes
électroniques en transmission commercialisés
dans 'Hexagone. C’est avec celui-la méme que
Raimond Castaing a commencé ses travaux
derecherche. @

1. METSA : Le réseau de plate-forme en microscopie élec-
tronique en transmission et sonde atomique.

2. ESTEEM : Réseau européen pour la microscopie élec-
tronique.
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les types de microscopies : depuis les microscopies
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LES CHERCHEURS DE MIDI-PYRENEES,
LE CNRS ET LA DEPECHE DU MIDLI.

DECOUVREZ LA PUISSANCE DES MICROSCOPIES

ET LA VARIETE DE LEURS APPLICATIONS.
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