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Résumeé

L'utilisation de bio-puces est basée sur la déeatfinteractions biologiques ayant lieu entre
des especes immobilisées a la surface d’une pppelées sondes, et des especes a détecter,
appelées cibles. Ces dispositifs ouvrent de nonsleseapplications biologiques, par exemple
dans le domaine médical. On développe ici une nd&thoptique, avec imagerie
bidimensionnelle et détection multiplexe, baséefalmn originale sur I'absorption dans
I'ultraviolet des molécules biologiques. Elle faiinsi partie des techniques sans marquage
toujours attrayantes. L’ADN et les protéines présenen effet une forte absorption aux
longueurs d’onde de 260 et 280 nm respectivemerat,'qn exploite en imagerie. Dans ce
cadre, les nouveaux composants a base d’AlGaN,ayéplen émission comme en détection,
sont particulierement adaptés car ils permettesétkectionner précisément la bande spectrale
d’intérét.

La sensibilité des méthodes de détection est uereridéterminant. Pour I'améliorer, on
étudie ici des configurations qui amplifient I'indéetion entre I'éclairage incident et I'élément
biologique. On s’attache d’abord a des structurekicouches d’épaisseur "quart d’'onde" qui
permettent de placer un ventre du champ électrmueniveau de I'élément biologique.
Ensuite, pour une meilleure sensibilité, on s’dtéa@ utiliser des propriétés des "réseaux
résonants”, qui concentrent bien davantage le chélagtrique au niveau des éléments
biologiques.

La protéine modele utilisée dans de ce manusdriaeméthionyl-ARNt synthétase. Elle est
représentative et garantit I'applicabilité a n’imnigoquelle autre molécule biologique. Les
étapes de définition des structures, de fabricatiencaractérisation, de dépét biologique et
enfin I'étape finale d’imagerie des biopuces sordcrdes. L'imagerie de biopuces
optiguement résonantes sur réseau est peu dévelom@éne dans le domaine visible, mais
on vérifie qu’elle atteint cependant de bonnes ibéités. La résolution instrumentale ainsi
gue la finesse et I'étendue spatiale du mode asHi @iscutées. Afin d’augmenter le rapport
signal sur bruit, il est suggéré d'intégrer le sigaur toute la résonance en pré-dispersant
I'éclairage, pour ainsi bénéficier de tous les phetutiles de la source et maximiser la
sensibilité.

Mots clés. Biodétection — Imagerie —Absorption- Réseaux-sdR#ion- Sensibilité-
Achromatisation- méthionyl-ARNt synthetase






Label-free biochips
Highly sensitive structures for ultraviolet imaging

Abstract

Biosensors enables to detect biological interastibetween probes localized at the surface of
a chip, and targets of a solution. Biological agpgiions of biosensing are wide. They can be
used for instance for medical applications. Here,present an optical transduction, enabling
2D imaging, and consequently parallel detectionse¥eral reactions. It is based on the
absorption of biological molecules. Thus, it is dn an intrinsic property of biological
molecules and does not require any labelling ofitisogical molecules. DNA and proteins
absorb UV light at 260 and 280 nm respectively. Pneperty is used here for biochip
imaging. In this framework, recently developed ANGaomponents can be used, either as
sources or detectors. Their emission/responsipgctsum enables to select the spectral band
of interest.

Sensitivity is a major requirement of biosensingvides. Configurations leading to
enhancement of the interaction between light amdbbical molecules are of interest. The
first structures are multilayer structures. Chogsa quarter-wave thinckness transparent
dielectric layer above a mirror enables to loch&ehiological molecules at the antinode of the
electric field and to increase the interaction lestw the stationary wave and the biological
layer. For a better sensitivity, resonant gratitgicdures are then studied. They enable to
confine the electric field close from the bioloditzyer.

The protein used in this study is the methionyl-fRMynthetase. Its absorption is
representative of protein absorption, and it caentlserve as a model for biological
macromolecules detection. The successive steps lap anodelling, fabrication,
characterization, biological preparation and theaging of the chips are described. Imaging
of resonant grating is not largely studied, evanvisible wavelengths, but it results in good
sensitivity. Instrumental resolution and spatialeex of the mode are discussed. In order to
increase signal to noise ration, a pre-disperdadiihation is proposed. It enables to take
benefit of all the useful photons of the sourceilbyminating the chip in X,0) resonant
condition for each wavelength.

Keywords:
Biodetection — Imaging- Absorption- Resonant gigdir- Resolution- Sensitivity- methionyl-
tRNA-synthetase.






Abréviations

ADN Acide désoxyribo nucléique

ARN Acide ribonucléique

AFM Microscopie a force atomique

MEB Microscopie électronique a balayage
DEL Diode élecro-luminescente

B champ magnétique

E champ électrique

P polarisation

| intensité

R signal réfléchi

m ordre de diffraction

Rm Efficicacité de diffraction dans la directiég, de I'ordre m
N indice optique

n partie réelle de l'indice

K partie imaginaire de I'indice optique

C contraste

I amplification du contraste

o coeffcient d'absorption

¢ épaisseur de la couche absorbante

G vecteur d’onde du réseau réciproque

N\ période du réseau

e épaisseur des couches

f facteur de remplissage

h profondeur de gravure

A longueur d’'onde

A largeur spectrale a mi-hauteur de la résonance
0 angle d’incidence

AB largeur angulaire a mi-hauteur de la résonance
W pulsation

ko vecteur d’'onde dans le vide

k, composante tangentielle du vecteur d’onde
Nett iNdice effectif du mode guidé

B constante de propagation du mode guidé

Vg vitesse de groupe

F finesse spectrale
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Introduction

Ce travail se situe a lintersection des domainesadbiologie et de la nanophotonique. Il a
impligué Thales Research and Technology (TRT),stitnt d’Optique Graduate School
(IOGS) et le laboratoire de Biochimie de Polytaghe (BIOC). Pour mieux le décrire, nous
rappelons brievement les motivations des biologistetour des biopuces et des protéines,
puis le contexte spécifique autour de la détedtivhpar la technologie AlGaN (TRT) mais

aussi autour de I'exaltation des interactions dessanostructures (I0GS).

La détection d’interactions biologiques est un besgsentiel dans de nombreux domaines. Il

peut par exemple s’agir du diagnostic médical adetherche de nouveaux médicaments, des
contrdles environnementaux, du suivi de la pollutia bien encore de la détection d’attaques

bactériologiques dans le domaine de la défense.

La biodétection est loin d’étre un domaine nouvestugst utilisée depuis longtemps en
laboratoire, et méme dans le grand public pour t#sts simples a base d’interaction

anticorps-antigéne ciblées (test de grossessexparpe). Le besoin de tests plus complexes,
dits aussi "multiplexes”, existe dans tous les doegcités : médical, environnemental, etc.
Les nanotechnologies et la miniaturisation ont perde voir se développer de nouvelles
méthodes qualifiées de "laboratoire sur puce" ab-n-chip”. En effet, la miniaturisation

permet de développer des systemes plus compaciss etwers, plus sensibles, plus rapides,
nécessitant ainsi moins de consommables. Ceci pelengaliser des systemes de détection

portables sensibles et élargi de ce fait les apipdios.

Les technologies appliquées a la biodétection somtbreuses, et certaines ont déja vu le jour
aujourd’hui sur le marché. Les méthodes de déteati® nécessitant pas de marquage et
permettant une détection multiplexe sont particaligent intéressantes. Elles permettent
d’'observer plusieurs réactions simultanément avecunique appareil de mesure. Les
méthodes d’'imagerie 2D, qui permettent naturelldniebhservation de plusieurs interactions
en méme temps sur différents points de I'image stmic particulierement intéressantes.
Dans certaines méthodes, un marquage (fluoreseahitactif) des molécules biologiques a
détecter est nécessaire. Ceci rend difficile I'obsgon des interactions en temps réel, non
pas tant a cause de I'étape de marquage, qui peatesétre intégrée au processus, mais a

cause de la grande sensibilité des réactivités dpésifiques des protéines vis a vis des
modifications moléculaires comme le marquage. Aitss méthodes de détection sans
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marquage sont particulierement intéressantes. Ranme, la microscopie ou imagerie par
plasmons de surface constitue une méthode de mé&r@our le suivi en parallele

d’interaction protéines-protéines en temps réde E$t basée sur les propriétés d’interaction
entre une onde évanescente plasmonique a la sufiatalépot métallique et les molécules
biologiques a la surface de la puce. Cependantr fwouplage plasmon, une surface
métallique est parfois le siege d’interactions spgacifiques. De plus, le couplage de I'onde
avec le plasmon, le plus souvent réalisé avec iempr améne des difficultés de mise en
oeuvre notamment au niveau de I'encombrement da tsabilité d’'un consommable bas-

co(t. Ainsi, la biodétection basée sur I'imagerée glides d’onde résonants peut offrir des
perspectives intéressantes. La géomeétrie de lactgteu permet le choix de certaines
propriétés, telles que les angles de couplage,ien éncore le recouvrement de l'onde
électromagnétique a la surface de la puce. Onaiesit sonder des éléments de taille plus ou
moins importante. Il s’agit d’'un nouveau paramétee liberté par rapport aux résonances
plasmoniques. L'utilisation des guides d'ondes mésts en biologie a été jusqu'ici

développée pour réaliser des mesures spectrales Montrerons que I'imagerie de telles
structures semble prometteuse tout en se distingleanertaines caractéristiques plutét plus

figées des plasmons.

Par ailleurs, les récentes avancées dans les teghe®de |'ultraviolet (composants a base de
nitrure de gallium), et notamment a Thales Reseanth Technology permettent d’explorer
I'imagerie de biopuces dans ce domaine de longukomde. Ceci est particulierement
intéressant, puisque les sensibilités des méthablegtique linéaire sont inversement
proportionnelles a la longueur d’'onde. Dans le domale I'ultraviolet, il est aussi possible
d’exploiter I'absorption des éléments biologiquén effet, les brins d’ADN comme les
protéines présentent des bandes d’absorption, aidggment a 260 nm et 280 nm. Il est
possible d'utiliser des détecteurs AlGaN centrésea longueurs d'onde, et de largeur
spectrale du méme ordre de grandeur que la lardespectre biologique, c'est-a-dire de
I'ordre de 20 nm. L’absorption de 'ADN et des @imes est classiquement utilisée pour
mesurer leur concentration en solution. Un avantaggeur de cette propriété est que le
coefficient d’absorption d’'une molécule donnée pé&eé calculé a partir de sa séquence en
nucléotides ou acides aminés respectivement, cpeguiet une quantification. Dans le cadre
de l'imagerie sur biopuce, I'absorption sera, lasauresponsable d’'une diminution de signal.
Un avantage de I'absorption est sa moindre dépeedana température en comparaison a la

partie réelle de l'indice optique ('absorption uéie des transitions entre les différentes

14



orbitales moléculaires proches alors que la vanatl'indice dépend des choix stériques
adoptés par la protéine, tres liés a I'environngmgmydratation, etc.). Nous verrons en
revanche que lors du rajout par hybridation d'umeiche biologique, la variation de
réflectivité est une combinaison des deux effetbsbrption et du déphasage induit par la
partie réelle de l'indice optique. Cependant, m@mer de tres faibles absorptions, un effet de
diminution non négligeable du signal est obser¢&erit venir renforcer une variation de

signal due a la composante réelle de l'indice aatiq

Enfin, les connaissances de linteraction lumieadiéne montrent régulierement depuis
guelques décennies que la structuration de I'enagment optique, par des résonances, des
renforcements des champs locaux, etc. apporte dnpfmentiel dans le domaine des

"senseurs" et des biosenseurs en particulier.

Notre but est donc de combiner les possibilitéseaag en UV par la technologie AlGaN a
Thales, a la fois aux spécificités des biomoléc(ddssorption) et au potentiel des exaltations

par les nanostructures, en les concrétisant dankidpuces innovantes.

Plus spécifiguement, de maniére a étre fortemengilsles a des variations d’absorption ou
d’indice optique a la surface d’'une puce, des biegwseront modélisées afin de renforcer les
interactions entre le champ électromagnétiquestdient biologique a la surface de la puce.
Les premiéres structures sont de simples structoméiicouches. Nous verrons qu’elles
permettent d’'ores et déja I'observation d’'une manote de protéines de forte densité.
Ensuite, la mise en ceuvre de structure de typeaugseesonants, ou le renforcement du
champ local en surface est une propriété déja #gpldans d’autres domaines de longueurs
d’onde, permettra d’atteindre de meilleures sélitsib.

Mon travail a d’abord consisté a modéliser cesctiines. J'ai ensuite pu mettre en ceuvre leur
fabrication et leur caractérisation grace aux mey&thnologiques de salle blanche. La
bonne compréhension des contrastes attendus @entédsation spectroscopique et le retour
d’expérience sur la modélisation nous a permistefpréter les contrastes obtenus en

imagerie UV, et de déterminer ainsi les performardeenotre systéme de biodétection.

Les amplifications de contraste et les résolutiosumentales seront prises en compte pour
déterminer les seuils de détection et la senghdé notre dispositif. L'analyse sera poussée
en suivant les pratiques reconnues dans le dondaséiopuces. Nous serons ainsi amené a
en traiter en terme de flux, de nombre de pixels, filesse du mode et résolution

instrumentale, d’étendue spatiale du mode, de facaméliorer le rapport signal-sur-bruit
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dans le cadre des détecteurs AlGaN qui possedaiqugment 10 nm de bande passante vers
280 nm.

Nous nous intéresserons enfin a une facon innowdataéliorer le rapport signal-sur-bruit
par une illumination pré-dispersée pour "coller'’x aaonditions d’'imagerie résonantes en
présence d’'une source large comme une DEL UV. Qetposition, survenue au cceur de
mes travaux de théese, a fait 'objet d’'une demateldrevet entre Thales (J.L Reverchon et
moi-méme) et 'OGS (H. Benisty).

Avant de présenter le plan, nous faisons remarquenes résultats qui seront présentés dans
ce manuscrit, bien qu’ils concernent le domaineaviblet, peuvent étre étendus et transposés
a d’autres domaines, ce qui peut ouvrir des petisscintéressantes sur lI'imagerie de
biopuces diélectriques résonantes. Enfin, la miseeeivre des protéines n’aurait peu avoir
lieu sans la large implication du laboratoire BIQj nous a fait profiter d’'un ensemble de
savoir-faire pour la formation des puces et desoeet interactions de protéines, sans
lesquelles nous n'aurions guére pu crédibilisealgects biologiques de nos dispositifs.

L’organisation du manuscrit prend donc la formev/ante :

Dans le chapitre 1, nous présentons I'état de dlagt technologies de bio-détection optiques
ainsi que des composants ultraviolet. Ceci nous\@ede mettre en évidence le cbété innovant
de notre technique, a la fois par sa mise en caidems le domaine de l'ultraviolet et par

I'application des réseaux résonants a I'imageriéidpuces permettant un multiplexage de la

détection.

Dans le chapitre 2, nous présentons la théorigquptdes renforcements de contraste en
s’appuyant sur un formalisme de matrice de diffasious discutons alors les effets d’indice
et d’absorption sur le contraste. Ceci permet dinidéune puce permettant de fortes

interactions entre le champ électrique et I'élénadrstorbant.

Dans le chapitre 3, nous mettons en ceuvre la théarchapitre 2 en présentant la fabrication
et la caractérisation de biopuces renforcant ldraste. Ces biopuces sont ensuite hybridées
par une couche de protéines et imagées dans Vidlea Ceci nous permet de comparer les

contrastes obtenus en imagerie UV a la théorie.

Dans le chapitre 4, enfin, nous décrivons l'innavatjue nous proposons et qui adapte une
illumination "prédispersée” (déja présente dangtéxature) pour la mettre en ceuvre dans le

cadre de I'imagerie de biopuce résonantes.
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Pour clore cette introduction, le travail préseiotése veut étre une mise en évidence, sous
plusieurs angles, du potentiel de I'imagerie dgbaes diélectriques optiquement résonantes.
Nous y montrons comment nous avons concrétisé agtan possible ce potentiel dans le
domaine ultraviolet, ou I'on bénéficie a la foisl@dsorption des molécules biologiques, et
de la faible longueur d’onde favorable pour la galii® de la détection. On explicitera bien
sUr davantage dans la conclusion les perspectinvestes dans ce domaine exploratoire mais

prometteur.
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Chapitre |

Etat de I'art en biodétection optique et
composants dans l'ultraviolet

| — Biopuce
I-1. Définition

Une biopuce est un dispositif destiné a caractédss interactions biochimiques ayant lieu
entre deux espéeces, I'une étant immobilisée a ittacei de la puce, et 'autre en solution,
("l'analyte") étant mise en contact dans un secmmips. L'immobilisation est réalisée de
telle sorte que le site de "reconnaissance" sp@efdes molécules d’intéréts introduites dans
la solution soit stériquement accessible pour tedydes. La détection est basée sur la mesure
du résultat des réactions, biochimiquement spémBg qui ont lieu a la surface de la puce.
Cette reconnaissance biochimique est transformée w@n signal mesurable
macroscopiquement par l'utilisation d’'un transductequi permet de déterminer le taux de
reconnaissance et de quantifier les éléments hipleg d’'intérét dans la solution. L'usage de
plusieurs espéces en parallele a la surface deuda permet de réaliser une détection

multiplexe particulierement intéressante. Les espé&ont ainsi immobilisées sous forme de
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plots ou « spots » de taille typique 10-150 um idendtre. La Figure 1.1 donne en coupe le
schéma d’'une biopuce générique.
Différents protocoles existent pour immobiliser éspeces a la surface de la puce, aboutissant

a un attachement physico-chimique ou chimique @mtalLes interactions pouvant étre

étudiées sont diverses. On distingue les pucesh étlles puces a protéines.

Dans le cas des biopuces a ADN, la molécule greiféa surface de la puce est le brin

d’ADN complémentaire au brin que I'on cherche gedtdr. Les puces a ADN permettent, par
exemple d’analyser le niveau d’expression des miffts genes d’une cellule, de détecter des
mutations génétiques, de déceler la présence Hegeates dans I'environnement et dans les

aliments...

Par comparaison avec l'expression génétique, lepodiement des protéines est plus
complexe. En contrepartie, les puces a protéineagitent une compréhension fondamentale
de l'origine d’'une maladie ou de l'action d’'un méalinent par exemple. Les puces a
protéines peuvent étre appliquées pour différeqgest de couples ligand/récepteur. On peut
ainsi analyser les interactions antigene/anticorgs)zyme/substrat, protéine/ADN,
protéine/ARN... La molécule greffée sur la puce sal@s I'un des deux partenaires du
couple ligand/récepteur. Par exemple, pour idemtifin antigéne donné dans une solution, on
greffe a la surface de la puce un anticorps spgsfide cet antigene. Pour la détection de
virus ou de bactéries entieres, on greffe a laasarfle la puce des anticorps dirigés contres
des protéines qui se trouvent sur leur paroi. Leldau 1.1 donne la taille typique des

éléments a détecter.

Macromolécules . .
B Virus Bacterie
(ADN, protéines)
1-10 nm 20-250 nm 200nm -5 pum

Tableau 1.1:Tailles caractéristiques des élémeitimbiques

Par interaction moléculaire, si les antigenes gmétsents dans la solution, ils viennent

s’associer de maniére spécifique a leur partenimireobilisé a la surface de la puce. La
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reconnaissance qui aura lieu en certains sites gri¢e permettra a priori d’identifier les

molécules détectées.

Les applications des biocapteurs sont trés vasiesnaine médical, syntheése de composés
pharmaceutiques, environnement (détection de peestic pollution, défense et sécurité ...
Les applications les plus intéressantes pour Thadasla défense (détection de bactéries ou
autres composeés biologiqgues dans les attaquesrrbiidees ou en cas de guerre

bactériologique) ainsi que le risque pandémique fEsuapplications de santé publique.

Figure 11: Reconnaissance de molécules biologiques a lasid'une biopuce. Les spots sont des
régions de molécules connues immobilisées

I-2. Propriétés

Les caractéristiques importantes que doivent satisfes systemes de biodétection sont :

» la spécificité : la reconnaissance est basée sswommplémentarité entre I'élément
biologique a la surface de la biopuce, et I'élénf@alogique d’intérét dans la solution. Il est
important que des éléments non spécifiques ne &i@npas s’accrocher a la surface du
capteur pour ne pas géner la reconnaissance desesspecherchées ou conduire a des

analyses de "faux positifs".

» la sensibilité : elle doit étre élevée afin de pmuvétecter des variations d’éléments
biologiques les plus faibles possibles. En ce guicerne les capteurs immunologiques, une
sensibilité de I'ordre de 10 pg/mm? est adéquatzi €orrespond & 18 moles de carbone

par mmz soit 1 atome de carbone C par nm? dangémmétrie a 2D répartie uniformément.

* le caractere multiplexe : la détection de plusieansalytes en parallele est
particulierement intéressante. Pour ce faire, $pabitif de détection doit étre commun pour

tous les sites de la puce.
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» la détection en continu (ou a intervalles de tendgmiliers) : ceci permet au capteur
d'étre utilisé tant qu’il n'a pas reconnu I'élémehtologique d'intérét et de pouvoir

déterminer des constantes cinétiques de réaction.

* le codlt: d'une part en ce qui concerne la biopetal’autre part en ce qui concerne

I'appareil de mesure (transducteur).

* la rapidité de la détection : elle doit étre conitgatavec la mise en place d’actions
rapides et doit permettre une réponse dans desactes de temps de l'ordre de la minute
pour I'étape d’identification. Ce parameétre estauirlié au transport de masse dans le milieu
environnant, mais la sensibilité du systeme perdeetdiminuer le temps nécessaire a la

mesure.
* la compacité du systeme (poids et encombrement).

» l'absence de marquage : les méthodes de détectonénessitant pas de lier un
marqgueur sur la molécule a détecter sont partiartiént avantageuses. En effet, le marquage
(particules radioactives, marqueurs fluorescerdstiqules absorbantes) constitue une étape
supplémentaire, colteuse en temps et en réagdletompatible avec les mesures en temps
réel. De plus, les marqueurs peuvent parfois i@terfavec les interactions moléculaires en se

liant de maniére non spécifique sur un site dediaj et ainsi provoquer des "faux positifs".
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I-3. Interactions biologiques

[-3. @) Structure de 'ADN

L’ADN est composé de chaines de nucléotides, congptechacun trois éléments liés entre

eux :
e un groupement phosphate
* une base azotée
* un sucre : le désoxyribose pour 'ADN et le ribpseir I'ARN.

Dans un brin d’ADN ou d’ARN, les nucléotides sogligs entre eux par des liaisons entre les
groupes phosphate et les groupements 5-OH et 3'd0Hucre, formant ainsi des liaisons

covalentes 5’-3’ phosphodiester.

On trouve principalement cinq bases dans la cortippsde I'ADN et de I'ARN. Elles
peuvent étre partagées en deux familles, les hasdégues et les bases pyrimidiques. Les

nucléotides de 'ADN, comme ceux de I'ARN ne cortgrarque quatre de ces bases azotées :

* deux bases puriques communes aux deux types dacigdeiques : 'adénine et la

guanine
* une base pyrimidigue commune : la cytosine

* une base pyrimidique spécifique : l'uracile po&RN et son dérivé méthylé, la

thymine pour I'ADN

Nous donnons Figure 1.2 les formules chimiquesgdespements purine et pyrimidine, ainsi
que des différents nucléotides dont elles fontigakia Figure 1.3 donne la structure double
hélice d’un brin d’ADN.
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Figure 1.2: Formules chimiques de (a) la pyrimidetgg) la purine ainsi que des différents nuctiegi
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Squelette Sucre-phosphate

Légende :

[ Thymine (T)
[ A Adenine(A)
= Cytosine (C)

G [ Guanine (G)

— Phosphate

.......... Liaison hydrogéne

Figure 1.3: Structure d'un brin d'ADN. Dans cetteitle hélice, les bases d’'un des brins établisdest
liaisons hydrogéne avec les bases de l'autre s, régles de complémentarité font qu’en face dadénine,
il y a toujours une thymine, et qu’en face d’'unamguoe, il y a toujours une cytosine.

[-3. b) Structure des protéines

Les protéines sont constituées de chaines linédiexsdes aminés liés entre eux par des
liaisons peptidiques. La Figure 1.4 donne la foerg#énérique d’'un acide aminé. Chacun des

20 acides aminés comprend:
* une chaine carbonée
¢ une amine —Nkl

* un acide carboxyligue —-COOH

La séquence de ces acides aminés dans une prat@isétue sa structure primaire. Le
repliement tridimensionnel de la chaine d’acidesnéss ou structure tertiaire confére aux
protéines leurs fonctionnalités complexes. Leurgtions sont diverses, avec notamment le
transport, le métabolisme (enzymes), la défensd’atlganisme basée sur les réactions

immunitaires... Dans le cadre de la biodétection, jimtéresse ainsi notamment a
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I'identification de molécules biologiques basée $es réactions immunitaires entre un

antigéne et un anticorps spécifique.

Tous les anticorps sont constitués de deux chébuedes longues L et deux chaines |égeres
courtes C. La Figure 1.5 donne un schéma de laefgémérale d’'un anticorps. Ces quatre
chaines sont reliées entre elles par des pontfulesi Chaque chaine posséde une région
variable v dont la séquence en acides aminés darie anticorps a l'autre, et une région

constante c. La séquence variable et sa conformatiot responsables de la spécificité vis a

vis d’'un antigéne donné.
NH>

/

COOH

Figure 1.4: Formule générique d’un acide aminé

R_

Lv et Cv: Fragments Vvariables des

chaines lourdes et chaines légéres
(séquence en acides aminés différentes
d’'un anticorps a l'autre)

Lc et Cc: Fragments constants des
chaines lourdes et chaines légéres (tres
semblables d’un anticorps a l'autre)

Pont disulfure —
(@)

I

Figure 1.5: Schéma type d'un anticorps, constituélelex chaines lourdes longues et deux chaines
Iégéres courtes, reliées entre elles par des pdistdfures.
Chacune des chaines contient une partie cons&iniee partie variable.
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[-3. ¢) Interactions

Les interactions entre molécules biologiques pseaisplus complexes que celles que nous
rencontrons dans un systeme physique ou chimiqubade. Pourtant, elles résultent des
mémes forces que celles qui s’exercent dans tpatdg molécules : forces de van der Waals,
interactions électrostatiques, liaisons hydrogerjeeckband, 2001]. Leur complexité réside
dans leur organisation et imbrication les unes d@ga@utres. La diffusion joue aussi un réle
important dans les processus de reconnaissancésutaies. Les forces en elles-mémes ne
sont pas spécifiques. On parle de spécificité lersqu’'une macromolécule biologique
possede la propriété de n’interagir fortement ge¢aun seul composé (ou avec un petit
nombre de composeés). Cette spécificité résulteedsymergie entre ensemble d’interactions
non covalentes. Ces phénomenes sont parfois @satl® "reconnaissance"” biologique. Bien
que non covalentes, ces liaisons par le biais dsidérations thermodynamiques que nous ne
développons pas peuvent étre caractérisées pansdante d’affinité du couple. Les couples
de molécules biologiques qui interagissent spaagfigent sont parfois dénommes
"complémentaires”. Si I'on considére plusieurs desipAB;, AiB,, ... AiBn de constante

d'affinité K(A1B;) avec j =1, 2, ...n, on dira que Ast spécifique deBsi:
K(A]_Bl) >> K(A]_Bj), pour _[?51

Cette relation traduit la spécificité du coupleBA L'idée de la biopuce est de révéler
I'interaction entre A et B, alors que les autres composés@t également présents. Ainsi,

les affinités croisées doivent rester minimales.

I-4. Modele biologique considéré dans ce travail

La protéine modele utilisée dans ce travail esmithionyl-ARNt synthétase (MetRS)
[Mellot, 1989].

Cette enzyme appartient a la famille des aminoA&Nt synthétases. Ces protéines ont un
réle particulierement important dans les cellulesantes, car ce sont elles qui assurent la

correspondance entre I'information a 4 lettres CA,G, U) portée par 'ARN messager et
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I'alphabet & 20 acides aminés de protéines. Pday eles agissent sur des molécules d’ARN
intermédiaires appelées ARN de transfert (ARNt)apmportent entre 70 et 100 bases [Sdll,
1994].

La méthionyl-ARNt-synthétase est ainsi une enzymeqli catalyse une réaction
d’estérification entre I'acide aminé méthionineles ARN de transfert spécifiques de cet
acide aminé (ARNY®Y). L’'enzyme forme tout d’abord un complexe avecTIA (adénosine
tri-phosphate) et I'acide aminé méthionine. Puentyme catalyse une réaction chimique
entre ces deux composés, ce qui aboutit a la fawmat'une molécule de méthionyl-
adénylate (méthionyl-AMP) qui reste liée a I'enzymeé a la libération d’'une molécule de

pyrophosphate (PPi).
E + méthionine + ATRP> E:méthionyl:ATP— E:méthionyl-AMP + PP

Par ailleurs, I'enzyme est spécifique de 'ARRt Elle fixe donc cet ARNt avec une forte
affinité, mais pas les autres ARNt. Lorsqu’un ABRise lie au complexe E :méthionyl-AMP,
I'enzyme catalyse le transfert sur 'AR§t de la partie méthionine du méthionyl-AMP, ce

qui conduit & la formation du methionyl-ARYt et & la libération d’AMP.

E :méthionyl-AMP+ARNY®" —E:méthionyl-ARNY®' :AMP — E+méthionyl-ARNY® +AMP
Le bilan des deux réactions s’écrit alors :
Méthionine+ARNV*“+ATP — méthionyl- ARNY®' + AMP + PR,

Le coefficient d’extinction de la méthionyl-ARNt mthétase (MetRS) est représentatif de
I'absorption des protéines en ultraviolet. Aingi, gbint de vue optique, la validation de notre
systéme de biopuce avec cette protéine pourragéméralisée a d'autres protéines, ainsi
qu'aux biopuces a reconnaissance d’ADN d'un ordzegcandeur plus absorbant. D’autre
part, comme I’ARNt a un fort coefficient d’extinoti a 260 nm, on pourra envisager par la

suite de suivre par absorption UV la fixation d’ARNIr de la MetRS immobilisée.
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[-5. Méthodes de détection

En ce qui concerne le signal mesuré, celui-ci @tnat de différentes natures. Il existe ainsi

des biocapteurs électrochimiques, pi€zoélectriqunagnhétiques, mécaniques, optiques...

Pour mieux lire la présentation qui va suivre 8 Mméthodes optiques existantes, nous
précisons ici la méthode qui sera présentée damsacmiscrit. La détection est basée sur
I'absorption dans l'ultraviolet des molécules biijues. En effet, 'ADN et les protéines
présentent une absorption respectivement a 260tr280nm. Bénéficiant d’une propriété
intrinséeque des molécules biologiques, notre telciy® ne nécessite pas de marquage des
molécules biologiques. A notre connaissance, egipeoche n’a pas été développée jusqu’ici.
Ceci est principalement di a la faible maturité efinologies dans l'ultraviolet. Ceci est en
fort contraste avec l'usage courant des UV damsdrde de la biologie (par exemple pour la
mesure de I'absorption en spectrométrie). Thalesnai souhaité bénéficier de son avance
dans le domaine de I'UV pour étudier les potentisne détection par absorption UV
[Brevet, 2005][Reverchon, 2006]. Le dynamisme deeleherche et du développement des
composants a base de semi-conducteurs AlGaN reedracomposants UV facilement
accessibles d’ou I'importance d’évaluer les potdstil’'une telle méthode.

Nous présentons dans le paragraphe suivant lééretifes méthodes de biodétection
optiques, avec et sans marquage. En effet, cestaiggant déja montrées compétitives, une
comparaison aux méthodes optiqgues semble apprapuidedéterminer les performances de
notre méthode.

Il - Biodétection optique
lI-1. Critéres de comparaison

Du point de vue optique, les difféerentes méthodesiétection peuvent étre décrites sur les
criteres de marquage, sensibilité, et possibili€é rultiplexage pour une détection en

parallele. En effet, les critéres de colt et contpaatant tres dépendants des évolutions des
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technologies, ils ne seront pas traités ici. Laatyigue des réactions étant régie par la
diffusion, elle est donc favorisée par les faildésensions du systeme. Ainsi, il semble que
tous les systemes optiques peuvent atteindre depstele détection du méme ordre de
grandeur pour des dimensions de systéme donnéekleSseuil de détection reléve de la
sensibilité du transducteur. La spécificité de ne@issance est aussi un critere important des
biopuces, mais cette partie rentre dans le cadte biechimie. En ce qui concerne les puces
multiplexes, la taille des spots (plots) est typiopent d’'une taille de 150 um de diameétre,

espaceés de 400 pm.

[I-2. Détection avec marquage

Nous décrivons ici brievement les méthodes ELISAaatétection par fluorescence, qui sont
les méthodes de détection optiques avec marquagpuie courantes. Un inconvénient majeur
de ces méthodes est l'utilisation de consommabl@s meutilisables pour marquer les
molécules. De plus, il s’agit d’'une détection emxdéemps, ce qui rend difficile le suivi de

réaction en temps réel.

[I-2. a) Tests ELISA

Les tests ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assayjt basés sur la spécificitée de la
reconnaissance antigéne-anticorps. lls peuvent wdilisés, par exemple pour détecter, a
'aide d’'anticorps spécifiques, la présence d'un®téine donnée (antigene) dans un
échantillon. Dans un premier temps, les protéinésgntes dans I'’échantillon analysé sont
déposées sur une surface, le plus souvent celle plits d’une plaque de microtitration.

Apres une étape de rincage, on injecte des ansicdifs "primaires”, qui vont se fixer

spécifiguement sur les antigenes liés a la surtaeg anticorps primaires non fixés sont alors
éliminés par ringage. On ajoute ensuite des ampiicarsecondaires » qui, eux reconnaissent
les anticorps primaires. Ces anticorps sont couplésne enzyme qui va permettre de
transformer par ajout d'un substrat la reconnaissaen un signal d’absorption, de

fluorescence ou d'électrochimie. Le cas le plugjdent est ['utilisation de I'absorption,
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observé a I'ceil ou au moyen d’un spectrometre. $6abance (ou densité optique DO) est

donnée par la loi de Beer-Lambert :

DO=A, = —Iogm[ll—j =¢,lc @)

ou c désigne la concentration massique, en g/inkst la distance traversée, stest le

coefficient d’extinction massique en mL fan™ (~pg'cm?) a la longueur d’onde

La mesure de l'absorbance de la solution permesi ale déterminer la concentration
d’antigene cible a partir d’'une courbe d’étalonnaéelisée de maniére préalable avec des
concentrations connues d’antigénes. Cette méthstdelassiquement utilisée en laboratoire.
Cependant, elle nécessite des temps de réactiogs I3-5h), et ne permet pas le suivi

d’interaction en temps réel, puisqu’il s’agit d’'umé&thode de détection en deux étapes.

Des alternatives de la méthode ELISA en sandwictio@ps fixé sur la surface), ou par

compétition peuvent aussi étre mises en ceuvre.

[I-2. b) Fluorescence

L’imagerie par fluorescence constitue a ce jour omghode de référence [Affymetrix]. De
maniere similaire a la méthode ELISA, la détectpar fluorescence est basée sur deux
reconnaissances, l'une entre I'anticorps localisela puce et son antigene spécifique, la
seconde entre I'antigéne et un marqueur fluoropHaee fluorophores sont soit des quantum
dots (~100-10000 atomes, 2-10 nm), soit des petiteecules (~30 atomes), telles que
cyanine 3 (excitation 530 nm, émission 570 nm) ganme 5 (excitation 630 nm, émission
670 nm). Cette méthode implique aussi une étapadage avant la détection, afin de ne pas
étre géné par la fluorescence des molécules remtaslution. Des astuces ont cependant été
développées pour permettre une détection en tedepem associant 'appareil de lecture a un
mélange et a un contrble précis de la températMardy, 2008]. La détection par
fluorescence est une méthode sur fond noir et do#g sensible ne demandant pas de
résolution optique. En effet, en cas de faible tjteard’éléments biologiques, le signal de

fluorescence peut étre augmenté en imposant unssgmge d’excitation plus forte.
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Cependant, la détection par fluorescence est itkfféccalibrer, ce qui pose un probléme pour
avoir une bonne quantification des résultats. Dés,pl’utilisation d’'une excitation trop

puissante provogue un phénomeéne de photo blanchifleesqu’'une molécule fluorescente
est excitée, elle peut soit émettre un photon, sdiiir une oxydation biochimique qui va
empécher son retour a un état excitable). Le sigeafluorescence peut étre exalté en
réalisant des biopuces multicouches [Choumane, ]2@@fidantes diélectriques [Karvinen,

2008] ou plasmoniques [Liebermann, 2000] permettiiatigmenter les interactions des
fluorophores sur la puce avec le champ électriquall Cette méthode de détection peut
facilement étre utilisée en détection multiplexe réalisant I'image de plusieurs plots

biologiques en paralléle.

[I-2. ¢) Marqueurs absorbants

Il serait aussi possible de marquer les molécwes aes absorbants (particules ou autres
molécules absorbantes) et de détecter une atténuditisignal transmis ou réfléchi selon que
le montage fonctionne en transmission ou bien dlexién. Si 'on se base sur une

atténuation du signal global, les marqueurs n’@st Ipesoin d’étre résolus optiguement méme
si une mauvaise résolution diminue I'effet de lafmion. Comme nous le verrons dans ce
manuscrit, I'absorption des molécules biologiquibssenémes peut aussi étre exploitée, ce
qui constitue de ce fait une méthode de détectamis snarquage. De la méme maniére qu’en

imagerie de fluorescence, cette méthode est Uiisen détection multiplexe.

1I-3. Méthodes optiques sans marquage

Les méthodes optiques sans marquage peuvent @issifiles en deux catégories: les
premiéres exploitent des propriétés de déphasagkaegement d’amplitude directes, alors
qgue les secondes exploitent des ondes guidéesitguagissent avec un elément biologique.
L’'onde guidée peut alors étre utilisée directement en exploitant la modification de

conditions de résonance.
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[I-3. a) Méthodes optiques réflectométriques direas

L’ellipsométrie est la premiere méthode réflectaimée introduite pour I'étude des
interactions biologiques entre antigene et antedGuypers, 1978JElle permet de mesurer
I'épaisseur et l'indice de la couche biologiqueaasurface de la puce [Ostroff, 1998]. Une
autre méthode réflectométrique est la spectroscoypeférentielle réflectométrique, qui
permet d'utiliser une lumiére non polarisée, enla@nt le déphasage de la courbe de
réflectivité [Birkert, 2002] [M6hler, 2006].

Ces deux méthodes ont donné lieu a une paraliélispermettant de faire de la détection
multiplexe [Eing, 2002] [Birkert, 2002]. En ce quabncerne l'ellipsométrie, le seuil de
détection est de 0.05 a 0.2 nm, correspondant aemsbilité limite approximative de 50 a
200 pg/mm?2 [Eing, 2002]. Du fait de l'angle d’inelce important, il est nécessaire de
translater I'échantillon pour reconstruire I'imagetale de la puce. La spectroscopie
interférentielle réflectométrique permet une seligbde I'ordre de 10 pg/mm?2 [Fujimura,

2005] [Méhler, 2006]. L'image de la puce est r&gign utilisant un spectro-imageur.

L’'imagerie basée sur l'absorption des éléments Hamigues en transmission ou bien en
réflectivité peut aussi étre utilisée [Robin, 208pP,Ceci est particulierement intéressant dans
le domaine ultraviolet, ou I'absorption est uneppiété générale des molécules biochimiques.
Les sensibilités expérimentales sur des puces glande ont montré une sensibilité de
4000 pg/mmz2. Comme nous le verrons, des méthodgebaur les ondes guidées permettent

d’augmenter le contraste d’absorption.

[I-3. b) Méthodes optiques a ondes guidées

Nous donnons ici un apercu des différentes méth@demdes guidées et commentons
notamment leur capacité de multiplexage (déeted®mplusieurs éléments en parallele), ainsi

que leur limite de sensibilité.
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> Méthodes basées sur une onde quidée

Ces méthodes sont basées sur I'interaction de aette guidée avec un milieu contenant les
éléments biologiqgues dont on cherche a détermirgervariation d'indice effectif.
Généralement, elles exploitent uniquement la vianate la partie réelle de l'indice optique
sondée par I'onde guidée. Certaines exploitenti daiggrtie imaginaire de l'indice optique,
témoin de I'absorption. L’'onde guidée peut étre unés directement par transmission au bout
d’'un guide d’onde, ou en exploitant la modificatides conditions de résonance induite par

les éléments biologiques a la surface.

» Meéthodes basées sur la mesure directe de I'ond&gui

Les méthodes interférométriques (interférometreshivizehnder [Heidemann, 1993], Young
[Schmitt, 2007]...) exploitent l'interférence entreeux ondes guidées. L'une sert de
référence, alors que la seconde est déphaséetdie fhinteraction entre le champ de I'onde
guidée et le milieu biologique. Pour plus de piiécis, plusieurs longueurs d’onde peuvent
étre utilisées. La mesure du déphasage entre dedereéférence non fonctionnalisé, et le bras
fonctionnalisé permet de déterminer la quantitédidenolécules qui se sont accrochées a la

surface du guide d’onde.

La spectroscopie de réflexion totale atténuée aséd sur la partie imaginaire de l'indice
optique; elle exploite I'absorption de la coucheldgique [Mendes, 1999]. Pour étre mise en
ceuvre, le milieu biologique a étudier doit étrecaibant [Araci, 2007]. Cette méthode peut
étre utilisée a une longueur d’'onde donnée ou firerun large domaine de longueurs d’onde
pour obtenir le spectre d’absorption, mais avecdispositif de faible taille. Pour une
propagation de 1.6 cm a une longueur d'onde centd® 550 nm, le systeme permet
d’amplifier 'absorption par un facteur 100n aura donc typiquement un seuil de détection
de 1 pg/mm?2 pour une protéine de coefficient d'gison typique de 2xI® cm?/ug.
Cependant, la condition d’absorption limite le noenldle molécules auxquelles on peut
appliguer cette technique. Des projets de rechesdrg en cours pour appliquer cette
méthode au domaine ultraviolet, de 190 a 450 nnmnfds, 2009]. Cependant, I'absorption
des matériaux constituant le guide est problématiguisque la longueur de propagation
recherchée ici est de I'ordre du centimetre.
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> Méthodes basées sur une résonance

D’autres méthodes sont basées sur la modificatiortamportement résonant d’'une onde
guidée. L’adsorption des molécules biologiques s&udace de la puce modifie 'indice
effectif de 'onde guidée et influence le comporggmrésonant de cette onde. Ceci se traduit
par une modification de la phase et de 'amplitddd’'onde transmise/réflechie. On distingue

les couplages par plasmon de surface et les cagptians les guides d’ondes diélectriques.

La méthode optique la plus répandue et commeréalest la résonance par plasmon de
surface (Genoptics, BIACORE, Applied Biosystems.Les interactions biologiques a la
surface de la puce sont analysées en observaatripacttement résonant de I'onde guidée a

I'interface métal/diélectrique.

De maniére similaire a la SPR, il est possibleiliset les propriétés de couplage d’'une onde
guidée avec les éléments biologiques en utilisag structures guidantes diélectriques
[Schmitt, 2008]. Dans ce cas, le guide d’onde diélgue est congu pour pouvoir guider une
onde localisée prés de I'élément biologique. Ceminyet d’obtenir une interaction plus

importante et une meilleure sensibilité.

Que ce soit avec les résonances plasmoniques oo lage modes guidés dans les
diélectriques, la mesure est basée sur la modditaies conditions de résonance. La
sensibilité maximale a la présence d’'un élémenibgique est obtenue a la résonance. Pour
gu'il y ait couplage avec I'onde guidée, la projectdu vecteur d’onde de I'onde incidente

sur la surface de la puce doit étre égale au vedtende du mode guidé.

Celui-ci a pour expression :
k//biopuce(/]) = Negr (/])x (277//])’ (1.2)

ou A désigne la longueur d’onde et«A) désigne lindice effectif du mode guidé. Le
couplage au mode guidé a partir de I'extérieur @dnd réalisé en injectant la lumiéere par la

tranche, ou bien en utilisant un prisme ou bieméseau de couplage.

La condition de résonance correspond a I'existeligee onde guidée qui interagit avec la
couche biologique et se manifeste sur la courb@ftkctivité comme une variation brutale du
signal réfléchi/transmis (Figure 1.6 (a) et (b)e signal mesuré peut étre 'onde guidée elle-

méme, découplée du guide ou bien un ordre diffraetgnettant de mesurer I'énergie non
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guidée. On distingue les monocapteurs, pour lesgeesignal mesuré est un spectre et les
capteurs multiplexes avec lesquels on réalise mage en conditions résonantes de plusieurs

plots de la puce simultanément.

Les mesures de spectres sont réalisées soit erogadon spectrale ou soit en interrogation
angulaire. On s’intéresse au changement de la drémgude résonance, en mesurant soit la
longueur d'onde de résonance, soit langle de @som, par la recherche du
minimum/maximum du signal réfléchi/transmis. Ergoé concerne l'imagerie, jusqu’ici mise
en oeuvre essentiellement en SPR, on mesure aovarlation de la réflectivité a une
longueur d’onde et un angle d’incidence donnésp@ut dans ce cas réaliser une détection

multiplexe en réalisant 'image de plusieurs platdogiques en méme temps.
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Figure 1.6: Signal réfléchi/diffracté (a) en SPR, pdation TM (b) Réflexion sur un guide d’onde difliglue
avec couplage dans et en dehors du guide par watéde coupage, polarisation TE.

» Résonance de plasmons de surface :SPR

L’application de la SPR dans le domaine de la bimxtén a été décrite pour la premiere fois
en 1983 [Liedberg, 1983]. Dans le cas des plasmdensurface, le couplage par un prisme
d’indice n, est le plus souvent utilisé. Des couplages p&arépeuvent aussi étre développes.
La configuration la plus classique est la configjorade Kretschmann [Kretschmann,1979],

qui est représentée Figure 1.7.
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Dans ce cas, on a:
(277//])>< np sin(H) = kSPR (1.3)

ou npsin(ﬁ) est I'indice effectif du plasmon. En comparaisse@une excitation laser, la

sensibilité est diminuée de 5% pour un éclairage ane LED de largeur spectrale de 30 nm
centrée a 600 nm. En effet, les conditions de @som plasmoniques sont assez relaxées. Le
prisme assure un accord de phase ou "phase-mdtasagntiellement achromatique et non
critique de I'onde incidente avec le plasmon déeser.

s T
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: //\
Ly ~
[

|
c

Spectrometre

Figure 1.7: Biocapteur SPR couplé par prisme a inteatamn spectrale. C-cuve, L1, L2: lentilles, P: pnis
dont l'une des faces est recouverte d'or, Pol: pedar, S: Source, T: trou source [Maillart, 2004]

La Figure 1.6 (a) donne la courbe de réflectivigpigue obtenue pour les résonances

plasmoniques, avec et sans €lément biologique.

En interrogation angulaire, la sensibilité maximaset de 1 pg/mmz2. Ceci requiert une
précision angulaire de 1.7 prad (1¥1degrés) [Biacore], en considérant un indice optide
1.45 pour la protéine, a une longueur d’onde de ®®0 Des sensibilités identiques sont

obtenues en interrogation spectrale.

En ce qui concerne linterrogation en réflectivitdn seuil de détection de +/-0.02 %
(moyenne sur plusieurs images et plusieurs pix&s @néme plot biologique) permet
d’obtenir un seuil de détection de 4 pg/mm2. Celtésest obtenu avec une DEL de 30 nm de
demi-largeur spectrale centrée a 630 nm, et avecdivergence angulaire- 2o = 4 mrad.

Dans le cas le plus général d’'un changement dénditectif sans absorption, la sensibilité

maximale est obtenue la ou la pente du signalatéfidiffracté est maximale.
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» Couplage par réseau de diffraction

L’application des guides d’onde diélectriques &éection biologique a été introduite en
1983 [Lukosz, 1983]. Le couplage réseau est le paremunément utilisé. Dans ce cas

I’équation de couplage s’écrit :

. A
n, Slrl(Hin) = Ngg (A) - mx ) (1.4)

ou A désigne la longueur d’onda,la période du réseam I'ordre de diffraction utilisé.

Le couplage peut étre réalisé en entrée [Nelle@8]16u en sortie [Lukosz, 1990]. Dans ce
cas, l'injection/extraction de la lumiéere se fadtr pa tranche du guide d’onde, ou a la fois en
entrée et en sortie [Cottier, 2003].

> Interrogation de la condition de résonance en maotecir

La Figure 1.8 donne une configuration avec coupkgenode guidé au moyen d’un réseau
ainsi que pour I'extraction du mode guidé [Cotti2d03]. Les biopuces sont constituées de
deux parties : un guide d'onde et un réseau de lagepDe maniere a satisfaire des

conditions de couplage différentes et éviter lderddn spéculaire, les réseaux d’entrée et
sortie ont une période difféerente. Une alternatge de garder la méme période, mais de
changer I'épaisseur du guide, ce qui modifieradeewr de son indice effectif. La Figure 1.6

(b) donne l'allure d'un spectre diffracté typiqua éonction de l'angle de sortie. Les

sensibilités angulaires sont en général meilleunas les sensibilités spectrales. Les
résolutions sont limitées par les résolutions umgntales. Pour une précision angulaire de
0.17 mrad (0.01°), la sensibilité correspondantele<.13 pg/mmz, en considérant un indice
de 1.45 pour la protéine et de 1.33 pour la salutRour cette méme résolution angulaire, on
avait une sensibilité de 100 pg/mmz? avec les plasnde surface. Ceci est du a la plus grande
finesse de la résonance permise par la qualitéésonateur. En interrogation spectrale, la
détection est réalisée en scannant la longueudd’'de résonance en utilisant une diode laser
accordable. Pour atteindre une sensibilité singlain interrogation spectrale, la résolution de
spectrometre requise est de 0.03 nm. Ce type addutié est possible mais nécessite un

spectrometre a forte résolution.
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sensor pad

source detector source detector
a) b)

Figure 1.8: Biocapteur a guide d'onde diélectrique@lecture angulaire en configuration (a) d'enteddb) de
sortie [Cottier,2003 ]

» Mesure directe d’'un ordre diffracté

De maniére similaire aux plasmons de surface, daguides d’ondes diélectriques, il est
possible d’exploiter directement I'onde réfléchie kintensité diffractée dans un ordre de
diffraction donné [Brandenburg, 1993]. Le méme aésest alors utilisé pour I'entrée et la
sortie. Dans ce dernier cas, on ne mesure pastafitent le mode guidé, mais I'énergie
couplée et découplée du guide. La Figure 1.9 damachéma de cette configuration en

interrogation spectrale.
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Figure 1.9: Guide d'onde résonant en réflexion eterirogation spectrale. La position du minimum de
réflectivité permet de déterminer la quantité dééowoles biologiques accrochées a la surface dautzep
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Une alternative a ce type d’approche est I'inteatamn en réflectivité. Dans ce cas, on mesure
l'intensité du signal réfléchi a une longueur d’endonnée et pour un angle d’incidence
donné. C’est ce type de configuration que noussatik, en configuration d’'imagerie
essentiellement [Robin, 2009, b]. A notre connaiseail n’existe pas a ce jour de dispositif
d’'imagerie utilisant directement un ordre diffract€eci est pourtant particulierement
intéressant pour la mesure de plusieurs ordresadiffs en paralléle (multiplexage). Un
intérét de l'utilisation de réseaux résonants eagenie est aussi la possibilité d'utiliser
n'importe quel ordre de diffraction et ainsi d'@uritla réflexion spéculaire. De plus, ceci peut
permettre certaines libertés sur la direction dmdgerie. On pourra ainsi choisir des
configurations exploitant un ordre diffracté émieghe de la normale a I'échantillon donc

avec I'ensemble de la biopuce dans la profondewhdenp.

Dans le cas général d’'un contraste d’indice uniqrema sensibilité maximale est obtenue la
ou la pente de la réflectivité est maximale. Lasgalité sera d’autant plus grande que le
facteur de qualité de la résonance sera élevé.i feemet donc de meilleures sensibilités
gu’en imagerie de plasmons de surface. Cependast|gfinesse FAYAA sera élevée, plus le

mode sera spatialement étendu, ce qui pourra degireffets négatifs sur les résolutions en
imagerie [Yeatman, 1996]. De plus, une faible larggpectrale implique aussi un moindre
flux incident (& I'exception des sources laser). d@mpromis entre finesse et résolution

spatiale sera discuté au chapitre 2.

» Cas particulier : Spectro imagerie a éclairage golymatigue d’'incidence normale

En ce qui concerne les biocapteurs basés sur desaméces réseau, il est aussi possible
d’éclairer la puce par un faisceau polarisé a spdatge. La puce étant éclairée a incidence
normale, on obtient un couplage pour une longutandg donnée. Le mode guidé va ensuite
rayonner une unique longueur d’'onde dépendant dedehe adsorbée a la surface du capteur
[Golubenko, 1985]. La détection est réalisée pasuredu spectre diffracté. La Figure 1.10

donne un schéma d’un tel dispositif.

Pour chaque mesure, on détermine la différence odgukur d’onde de résonance en
comparant la valeur avant et apres reconnaissaintegiogue. La modification de cette

longueur d’onde permet de quantifier les molécbletogiques reconnues a la surface de la
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puce. Avec cette méthode, il est possible de famage d’une seule ligne a la fois. Ce type
de capteur est par exemple développé par SRU BemggSRU Biosystems][Cunningham,
2002, a] et par Corning [Corning]. Ce type de capfeeut étre multiplexé pour réaliser une
image sur toute une ligne de plots biologiques. e@dpnt, il s’agit en fait ici d’'une
multiplication du dispositif de détection, en w#nt un spectrometre par plot (spectro-
imagerie). Une translation de I'échantillon estessaire entre chaque image pour reconstituer

I'image de la puce en totalité. Avec une résoluspactrale de 0.03 nm, la sensibilité obtenue

avec cette méthode est de 0.1 pg/mm?2 [Cunningh@é®, D].

Photonic Crystal Biosensor
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Figure 1.10: Structure biopuce éclairée par une seypolychromatique de polarisation TM et rayonname
longueur d’onde unique. L'image de la puce pew édalisée en mesurant la longueur de résonana et

faisant la différence avec la référence [SRU Bicays.

» Comparaison SPR/biopuces diélectriques
Nous donnons Figure 1.6 I'allure des signaux d@#id.a présence d’'un élément biologique a

la surface influe a la fois sur la longueur d’omlgerésonance ou bien sur 'angle de résonance
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selon la mesure réalisée et sur I'intensité duadigifléchi a travers la forme de la courbe. La

forme sera d’autant plus modifiée que I'élémerd adrface de la puce est absorbant.

En comparaison avec les méthodes plasmoniques;amage des biocapteurs mettant en jeu
des réseaux de diffraction diélectrigue avec résssdiuque le choix des paramétres de la
structure (choix des diélectriques, épaisseur dédrehtes couches, épaisseur de gravure)
permet d’optimiser les propriétés de résonanceadaute. Il est ainsi possible de choisir le
domaine de longueur d’'onde d’utilisation. Des capigpermettant une détection dans le bleu
ou I'UV sont donc réalisables ce qui n’'est pas fdssavec les métaux biocompatibles tels
que l'or. Le domaine ultraviolet peut ainsi étrenisih avec les réseaux, ce qui permet de
bénéficier de I'absorption des éléments biologiguds plus, indépendamment de tout effet
d’absorption, la longueur caractéristique du systétant la longueur d’'onde 'UV permet
d’étre plus sensible a des variations d’épaisstiecte/e hy, le rapport by/A étant augmenté
[Ganesh, 2006]. Un inconvénient de l'ultraviolet par contre la diffusion, I'échelle de la

longueur d’onde étant alors comparable a cell@aaadosité de surface.

Selon la taille des éléments biologiques a soldegométrie des réseaux permet d’optimiser
le recouvrement du champ électrique et du milientexmant les especes biologiques Une
optimisation peut ainsi étre réalisée selon ldetaie ces éléments (du nanometre a quelques
centaines de nanometres [Kunz, 2007]). Ceci camstiin avantage majeur des réseaux en
comparaison aux caractéristiques plus figées damadices plasmoniques. De plus, si I'on
souhaite une bonne résolution en imagerie il esesgire de prendre en compte I'étendue
spatiale du mode, et d’établir les compromis enésolution spatiale du systéme optique,
finesse angulaire et spectrale de la résonance.pBGaoa donc étre optimisé dans le cas des
réseaux diélectriques. Un autre avantage des résdaudiffraction, est la possibilité
d’exploiter la direction des ordres de diffractiopsur permettre I'imagerie. Il est aussi
possible d’utiliser un ordre de diffraction diffétede la réflexion spéculaire dont la direction
d’émission sera choisie proche de la normale d#atllon, de telle sorte que I'ensemble de

la biopuce puisse étre placée dans le plan focyénd’'un détecteur 2D.

De plus, dans les structures diélectriques, ipessible d’exploiter les deux polarisations. On
peut ainsi déconvoluer les informations concerngmyaisseur et l'indice de la couche

adsorbée [Nellen, 1998]. A l'inverse, en SPR, staummposante TM est exploitable.
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lIl - Détection en absorption dans l'ultraviolet

La méthode que nous développons est basée sumdks gl'onde diélectriques résonants.
Elle exploite a la fois les variations d’indice egffif & la surface de la puce, mais aussi la
propriété d’absorption de ces molécules. Ainsidéenaine de longueur d’onde que nous
avons choisi est l'ultraviolet, ou les moléculeslbgiques absorbent autour de 260 nm pour
'ADN et I'ARN, et autour de 280 nm pour les pratés. Nous pouvons aussi profiter de la
faible longueur d’'onde, longueur caractéristique syisteme et étre plus sensible a des
variations d’épaisseur effectivershle rapport b/A étant favorisé. Il a en effet été montré que
le passage d'un domaine de longueur d’onde cenf@am a un domaine centré a 405 nm

permet d’augmenter la sensibilité par un facteut.8dGanesh, 2006].

[1I-1. Généralités

Plusieurs méthodes de biodétection ont étudié éréit d’exploiter I'absorption pour
augmenter la sensibilité. Ceci a par exemple été em ceuvre dans les méthodes de
biodétection avec plasmons de surface, en marqugst brins d’ADN avec des
chromophores, présentant une forte absorptioriantpueur d’'onde plasmon (en I'occurrence
A=657nm) [Nakkach, 2008]. Pour les chromophores emtasit une forte variation de
I'absorption autour de la longueur d’onde d'intéiéta été montré une augmentation de la
sensibilité du signal SPR d’un facteur 1.6. Cettel@ était possible en marquant 'ADN avec
une protéine particuliere, présentant un pic d'gitsun a la longueur d’onde d’intérét.
Cependant, I'absorption a ces longueurs d’ondest pas une propriété générale de I'ADN
ou bien des protéines. Ainsi, I'exploitation deldslpropriétés nécessite I'utilisation d’'un

marqueur et la SPR perd alors sa qualité d’étremgtbode de détection sans marquage.

En ce qui concerne les méthodes de détection medtanjeu des couplages dans les
diélectriques, I'absorption a aussi suscité unr@itélans la spectroscopie de réflexion totale
atténuée (ATR) [Mendes, 1999]. Ceci a aussi étéodémd avec des chromophores absorbant

autour de 550 nm et est donc restreint a un nonglstesint de molécules biologiques.
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Les molécules biologiques absorbent dans 'UV. &€etopriété est d’ailleurs couramment
exploitée par les biologistes pour déterminer lacemtration de molécules ADN ou protéines
dans une solution, respectivement a 260 nm et 280Lfabsorption UV peut donc étre

exploitée pour développer une méthode de biodétetans marquage. Ainsi, dans notre
dispositif nous exploitons I'absorption pour fadle I'imagerie de biopuces. Un intérét de
I'exploitation de l'absorption des molécules est mindre dépendance du coefficient
d’absorption a la température en comparaison desimeg liees a la partie réelle de l'indice.
En effet, les techniques basées sur I'absorptiodestes transitions moléculaires et sont donc
moins sensibles a la dilatation des matériaux. @nparaison a I'absorption, la partie réelle
de lindice optique des protéines est moins biennce et les déterminations massiques
partent souvent sur I'approximation que l'indicesdarotéines est de l'ordre de 1.45. Un

avantage des méthodes basées sur I'absorptionmsude meilleure quantification.

[1I-2. Absorption UV de I'’ADN et des protéines

[1I-2. a) Absorption de ’'ADN a 260 nm

> Propriétés spectrales des bases azotées

Les hétérocycles des différentes bases ainsi qus Berivés, nucléosides ou nucléotides,
présentent des spectres d'absorption caractégstidans I'ultraviolet. Ces propriétés optiques
sont communément utilisées pour la détection, leage et le contréle de pureté d'acides
nucléiques. La fluorescence de ces bases est pte ¢outilisable : I'émission se situe dans la
région UV 300-320 nm et elle est tres faible (4063 fplus faible que celle du tryptophane
pour les purines et 2500 fois pour les pyrimidines)

Le Tableau 1.2 donne les valeurs des coefficierdabsdrption maximum des différents
nucléotides [Cavaluzzi, 2004], ainsi que le spedtabsorption des différents nucléotides de
I’ADN et la moyenne de ces spectres. Les donnéssplectres proviennent des publications
de H. Du, mesurées a pH = 7 et a une températu2é°d@: dans 'eau [Du, 1998].
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> Coefficient d’extinction

La concentration de I'ADN est déterminée a parérl'dbsorption de la solution et de son
coefficient d’extinction. Le coefficient extinctigmeut étre déterminé par la méthode du plus
proche voisin [Fasman, 1975], dans laquelle onsatikes coefficients d’extinction des mono
et di-nucléotides monophosphates. Les valeurs decoefficients sont données dans le
Tableaul.3 [Sugimoto, 1996], déterminés a pH=he&tampérature de 25°C. L’Equation 1.5
donne le coefficient d’absorption de la séquence ndeléotides dATGCTTC-3'. On
n'attachera pas d’importance aux préfixes et seffixninuscules d et p qui décrivent le
désoxyribose et le phosphate, en réalité identigiaes toutes les comparaisons pertinentes
ici [Owczarzy, 2009].

Esntactrc™ Eanpat T Eatpac T Edcpac T Eacpar t Eatpat T Eatpac T Epat T Epdc T Epac " Epar ~Epar (1.9)

Mononucléotide$ Dinucléotides

pdA | 15.4 | dApdA| 27.4 | dCpdA| 21.2 | dGpdA| 25.2 | dTpdA| 23.4
pdC | 7.4 | dApdd 21.2 | dCpdC| 14.6 | dGpdd 17.6 | dTpdC| 16.2
pdG | 11.5| dApdd 25.0 | dCpdG 18 | dGpdG| 21.6 | dTpdG| 19

pdT | 8.7 | dApdT| 22.8 | dCpdT| 15.2 | dGpdT| 20 | dTpdT| 16.8

Tableau 1.2: Coefficients d'extinctions des mondi-etucléotides monophosphates a la longueur d’'ael260
nm en Mcm’.

» Hypochromicité

Le coefficient d’extinction d'un brin d’ADN doubldrin est inférieur a la somme des
coefficients d’absorption de chacun des brins.&ffet lié au couplage des orbitales s’appelle

I’'hypochromicité [Cantor, 1970]. Il peut étre év@lpar les formules suivantes :

€p :(1_h260nm)x(551+£sz) @.6)

heonm = 0.287 f,; +0.059 fo. x (g4 +£,) (1.7)
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ou far et fsc sont les fractions de paires de base AT et GGeodisiement, ets; etes, sont les

coefficients d’absorptions de chacun des brins.

Notons que lorsque nous traiterons de sensibil#g, unités utilisées seront le plus
généralement les coefficients massiques plus pgadanvue des comparaisons entre les
différentes configurations. Cependant, les absmmptimolaires sont les plus courantes en

biologie, c’est pourquoi ces unités ont aussi étisées dans cette présentation.

A température ambiante et pour une concentratioiue de 0.3M, I'absorption spécifique

d’'un brin d’ADN monobrin de composition moyenne €26mm=0.027 cm?/ug alors que pour

une molécule double brin (dsDNA), [l'absorption dfigae est seulement de

€260m=0.020 cm?/ug.

Il est aussi possible de calculer 'ensemble detspeal’'une séquence d’ADN double brin ou
simple brin sur un domaine allant de 215 nm a 310 @eci peut étre intéressant dans notre
cas, ou du fait du spectre de sensibilité du détecdlGaN utilisé, le domaine spectral de la
mesure a une largeur de 15-20 nm. Cependant, édrep d’absorption étant relativement
constants, la valeur a 260 nm donne déja une balée de I'absorption attendue. Des
logiciels en ligne peuvent souvent étre utiliséarpralculer le coefficient d’absorption d’'un
brin d’ADN a 260 nm [Tataurov, 2008].

Molécule Amaxnm) AN Emax 103 (M L.emi®)| oos

Adénine 259 315 15 o va
Cytosine 271 >26.4 8.7

Guanine 252 >32.4 14.1 )

Thymine 267 34.5 95 Ho

Tableau 1.3 : Longueur d’onde d’absorption maximadesine de 260 nm et largeur spectrale a mi-hautes
éléments biologiques
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[1I-2. b) Absorption des protéines a 280 nm

> Absorption des acides aminés

L’absorption des protéines autour de 280 nm est alue groupements phénol, indole, et
phényl contenus dans les acides aminés aromat{tpygsophane (Trp), Tyrosine (Tyr) et
Phénylalanine (Phe), et dans une moindre mesupystime (2 molécules de cystéine (Cys)
unies par un pont dissulfure). Les formules chiragjde ces molécules sont données Figure
1.11.

0 OH
o ;NHQ
l OH . H
N NH, . $
HZN’ -
OH
Tryptophane Tyrosine Phénylalanine Cystine
. I0—H
/ R
Phénc .
Indole Phenyl

Figure 1.11: Acides aminés et principaux groupemeggponsables de I'absorption des protéines dans
I'ultraviolet

> Coefficient d’extinction

hY

Le coefficient d’absorption & 280 nm d'une protéipeut étre calculé a partir de la
connaissance de sa séquence d’acides aminés. Hecieae d’extinction des protéines a
280 nm peut étre calculé comme étant la somme péadies coefficients d’extinction du
contenu en tryptophane, tyrosine et cystéine, niisénpar leur masse molaire. En 1989, Gill

et von Hippel [Gill, 1989] développent un modele garmet de déterminer le coefficient
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d’absorption des protéines a 280 nm a partir dedéguence en acides aminés. Ce modele est
établi a partir de I'étude du coefficient d'absaoptde 18 protéines classiques (mesures de 44
coefficients d’absorption (pH=6.5, 6.0 M guanidiumydrochloride, 0.02 M de tampon
phosphater). Les valeurs prédites étaient d'uneigreangénérale valides a +5%, mais
différaient de plus de 10% pour 6 d'entres elle¥guation 1.8 donne I'expression du

coefficient d’extinction établie par ce modele.

“:2801m = ((nTrp X5690+ (nTyr X1280+ (ncystéinexlzd)/ MW (1-8)

Ce modele est ensuite revu par Pateal. [Pace, 1995], qui étudient un ensemble de 80
protéines différentes (mesures de 116 coefficiéaktimhction). L'écart type des valeurs
prédites en comparaison avec les valeurs calcwdéesde 3.8%. Pour les 94 protéines
contenant des résidus de tryptophane, I'écart égbale 3.2%. Par contre, pour les protéines
ne contenant pas de tryptophane, les valeurs peuNiéérer de plus de 10%. La formule

établie est donnée par 'Equation 1.9.

C’est ce dernier modele qui est actuellement les pitilisé pour déterminer le coefficient

d’absorption des protéines a partir de leur séqgiencacides aminés.

Egmm = ((nTrp x550()+ (nTyr x149()+ (ncystéinexlzé)/ MW (1.9)

L’absorption a 280 nm est trés largement utilisée lps biologistes et peut servir pour une
grande majorité des protéines. Cependant, certgir@gines peuvent avoir un contenu en
Trp, Tyr, et Phe insuffisant pour une telle mesrans ce cas, il est aussi possible d’utiliser

I'absorption a 200 nm, due aux liaisons peptidiqdekashima, 1960].

Les longueurs d’absorption maximales des acidesé&sniesponsables de I'absorption a 280
nm et la largeur spectrale a mi-hauteur sont dewdEns le Tableau 1.4. Les spectres
d’absorption des acides aminés aromatiques, reapl@ssde I'absorption dans l'ultraviolet,

ainsi que de notre protéine modele (MetRS) sorgialsnés dans ce tableau.
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Molécule Amax(NM) AN Emax10°(Memit)| oo

= 10 x MetRS
Trp 280 37.4 5,6
Tyr 274 231 1,4
Phe 257 20.3 0.2 2407260):25{)' 30 520

Tableau 1.4: Longueur d’onde d’absorption maximadesine de 280 nm et largeur spectrale a mi-hautias
éléments biologiques et coefficient d’extinctiofyg

[1I-2. c) Absorptions surfaciques

Le domaine de longueur d'onde permettant d’exploltabsorption UV des éléments
biologiques est centré a 260 nm pour ’ADN et 28D pour les protéines. On tire ici parti de
la largeur spectrale (~20-30 nm) des propriétébsdigption UV (par opposition aux raies
d’absorption Infrarouges).

Cette valeur peut étre convertie en coefficientbg@aption surfacique. La mesure de

I'absorption d’ADN ou protéines a la surface d’'yne&e permet de
» contrdler le greffage et la densité de greffage
« contrdler la reconnaissance spécifique entre ugeme et un anticorps
e quantifier ces reconnaissances

La densité de surface de brins d’ADN ou de protigeeffées sur une surface est
typiqguement comprise entre 2x10et 1.2x16° molécules par cm? pour une saturation
effective. Dans le Tableau 1.5, nous donnons lssragbions surfaciques de surface pour des
brins de 70 et 500 bases, pour différentes dendiéésurface. Le Tableau 1.6 donne le

coefficient d’absorption de différentes protéines.
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Absorption de 'ADN

70 bases| 500 bases

Poids moléculaire (Da)| 22750 162500

Densité Az60nm Az60nm

2 .10° sondes/cm? 1.9x10° 13.7x10°

0.7 ng/mmj 10 ng/mm2
Densité A260nm A260nm

1.2 .10%ondes/cm? | 11.5x10° | 79.5x10°

4.3 ng/mm3 30 ng/mm?2
Tableau 1.5: Absorption surfacique de brins d’ADN7 bases et 50 bases pour différentes densités
surfaciques
Absorption des protéines
BSA Insuline | Lysozyme | Streptavidin| MetRS IgG
Poids moléculaire (Da)| 66430 Da| 5734 Da | 14600 Da | 53000 Da | 64000 Da| 210000 Dal
Densite Azgonm Azg0nm Azg0nm Azg0nm Azgonm A2g0nm
2 .10%sondes/cm? | 1,54x10% | 1,83x10° | 1,26x10° | 5,99x10 3.7x10* | 6,98x10°
2.2 ng/mm? 1.8 0.5 ng/mm?| 0.5 ng/mm?
ng/mm2
Densité Azgonm Azgonm Azgonm Azgonm Azgonm Azgonm
1.2 .10%ondes/cm? | 9,27x10* | 1,10x10° | 7,6x10° 3,50x10° | 2.2 x10° | 4,19x10°
13.2 10.6 2.9 ng/mmz2
ng/mm?2 ng/mm?2

Tableau 1.6: Absorption surfacique pour différerfiestéines et différentes densité surfaciques

[1I-2. d) Sensibilité

Pour une forte densité surfacique d’éléments biglogs, la sensibilité instrumentale de notre
dispositif (rapport signal/bruit de 359, détaillénaxe A) permet de mesurer une absorption
minimale de 3x18 pour un taux de remplissage de 90%. Il est aiossiple d'observer des
monocouches d’ADN ou de protéines de fortes dexsit@is la moyenne de plusieurs images
successives et sur plusieurs pixels d'un spot biglee peut étre nécessaire pour améliorer le
seuil de détection. De maniere a détecter de @lides quantités d’éléments biologiques,
nous avons développé des biopuces permettant dfeenpgé contraste d’absorption dans
l'ultraviolet. Deux types de puce ont été dévelmmpédes structures miroirs quart d’onde,
permettant d’obtenir un facteur de l'ordre Oe4 sur le renforcement du contraste. Ceci

correspond & une sensibilité de 4000 pg/mm? aveseuil de détection de 1xfqRobin,
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2009, a] et a pu étre vérifie expérimentalementteCgensibilité est suffisante pour observer
une monocouche de protéines de densité #ti6lécules/cm? et identifier la reconnaissance
spécifique entre un antigene et un anticorps poardensité identique. Pour une comparaison
avec la sensibilité des capteurs SPR en intermualé réflectivité, nous prenons un seuil de
détection de 2xIt (moyenne sur plusieurs images successives, aifférents pixels d’un
plot) [Maillart, 2004]. Ceci correspond a une sbitsé de 800 pg/mm?2 pour les protéines
typiques, et 80 pg/mmz2 pour ’ADN. L’'imagerie paflectivité directe sur puce quart d’onde
constitue ainsi une méthode de contrble de grefages marquage et permet de vérifier la
spécificité d’'une reconnaissance antigéne/anticoogps une forte densité.

Pour obtenir une meilleure sensibilité, des stmastumettant en jeu des ondes guidées ont été
développées. Elles permettent de renforcer linteya lumiere-matiere. L’approche
développée met en jeu des guides d'onde résonahtmermet d'exalter le contraste
d’absorption. Avec un facteur d'amplification de 50r le contraste, nous aurons une
sensibilité de I'ordre de 16 pg/mm2 pour les prw8i et de 1.6 pg/mm?2 pour 'ADN. Ainsi,

I'absorption dans l'ultraviolet est une propriétééressante pour I'imagerie de biopuces.

IV — Détection UV

Le montage utilisé doit comporter une source émeda UV aux longueurs d’ondes 260-280
nm, une biopuce et un détecteur sensible a cesidomg d’onde qui va permettre de faire
'image de la puce. Le montage utilisé est un mgmtan réflexion (Figure 1.12). Des
configurations en transmission sont aussi possildesondition de disposer de substrats
transparents dans I'UV. Ce schéma donne aussktahdition typique du champ électrique
dans la structure pour une structure multicoucket)et pour une structure résonante (rouge).

Ceci sera revu dans la suite du manuscrit.

Les spectres d’'absorption des éléments biologigoes relativement larges (~20-30 nm)
(Tableau 1.3 et Tableau 1.4). De maniére a étrsildleruniquement a la bande d’absorption
des molécules biologiques, une sélection en longd&unde sera nécessaire. Celle-ci peut
étre obtenue soit en insérant un spectroscope apm@source large, soit en utilisant une
instrumentation sensible uniquement au domaineté®n, via l'utilisation de sources a

spectre étroit (DEL ou laser), de filtres, ou b détecteurs spectralement sélectifs. Selon
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gu’on souhaite faire de I'imagerie sur puce quarhde ou bien en conditions résonantes, on
utilisera un filtrage plus ou moins exigeant. Dégas d’'un spectre large, on bénéficie de
plus de flux, mais I'imagerie en conditions résdeanmplique un filtrage exigeank( 6,).

Le domaine UV suscite depuis quelques années aréintroissant avec I'apparition sur le
marché de composants a base d’AlGaN permettamisatjuement une sélectivité spectrale.

Nous décrivons ici les éléments pouvant étre aslisn imagerie UV.

Source UV Détecteur UV

IR rrrr

VARV

Miroir UV

Figure 112 : Schéma du dispositif de détection: une soéataire une biopuce réfléchissante dans I'ultrdef
Le signal réfléchi est mesuré au moyen d'un détestensible en UV. Selon les spectres d'émissioépense d
détecteur, un filtrage en longueur d'onde peut étécessaire. La puce peut étre diempent un miroi
réfléchissant (champs électrique E représenté eh suar la figure pour une épaisseur de diélectrigpeari
d'onde), ou bien permettre de guider une onde axipr®€ des molécules biologiques (champ élect
représenté en rouge). Ceci sera détaillé au chagitr

IV-1. Détecteurs

Dans le domaine de lI'imagerie dans l'ultraviolet, distingue les tubes photomultiplicateurs
et les photodiodes semi-conductrices. Selon laelargspectrale de la réponse de ces
détecteurs, ils devront étre associés soit a dexe® a spectre d’émission étroit (DEL ou

laser), soit a des filtres ou bien un spectroscope.

Les photocathodes permettent un fort rendemenhdiom rapport signal/bruit. Cependant,
ces détecteurs de faible résolution et dynamique assez colteux et fragiles, et imposent

une forte tension d'alimentation (plusieurs cemsid électrons-volts). lls sont sensibles de
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l'ultraviolet a I'infrarouge, et nécessitent aingne sélection des longueurs d’onde pour

I'imagerie de biopuce autour de 260 ou 280 nm.

Les photodétecteurs a base de semi-conducteurpsomncombrants, légers, et peu colteux.
lls sont sensibles, et permettent d'obtenir unemgée linéaire, et d'avoir une fréquence
d'acquisition élevée. Les détecteurs silicium, CQDCMOS, sont pour linstant les plus
courants. Cependant, des filtres sont la aussissages pour la sélection des longueurs
d'onde d’intérét. Un autre inconvénient du siliciuest le vieillissement, du fait de
I'absorption des radiations d'énergie trés supriau gap du semi-conducteur (plus faible
énergie de liaisons dans le silicium que dans Ik Cependant, les faibles flux utilisés
dans I'imagerie de biopuces ne devraient pas mEs@roblemes de vieillissement. Ainsi, ces
dernieres années, les matériaux a grand gap susaiteintérét particulierement important

dans le domaine de la détection UV.

Le gap direct de I'AIGaN permet de développer demmosants sensibles a 'UV mais ne
nécessitant pas de filtrage. Selon les proporititasiminium et de gallium, le seuil peut étre
ajusté de 200 nm (pour I'AIN) a 360 nm (pour le GaNitialement, les détecteurs AlGaN
ont été développés par Thales pour les applicasofe-blind avec une longueur d'onde de
coupure de 280 nm, les radiations solaires d’éaesgpérieure sont bloquées par la couche
d’ozone. La largeur spectrale de la réponse duwctiteest de lI'ordre de 20 nm. Le taux de
réjection du visible a la coupure est de 3 a 4exdie grandeur. Il est actuellement limité par
la réponse de photoémission interne dans les dsntaour une proportion d’aluminium de
45%, la longueur d’'onde de coupure est de 280 mre détecteur est alors insensible a la
lumiére diurne et facilite la mise en ceuvre du assf. L’absorption de 'ADN et des
protéines étant maximale autour de la longueurdiate 260 nm et 280 nm respectivement,
et les spectres d’absorption étant relativemegieardes détecteurs ont été adaptés pour des
applications d’'imagerie de biopuces. Selon que Bmuhaite détecter de 'ADN ou des

protéines, la composition des couches du déteatdise sera différente.

Pour une détection d’ADN ou ARN centrée a 260 rertalx d'aluminium est de 47%, alors
gu'il est de 39% pour une détection centrée a 280 la Figure 1.13 donne les réponses
spectrales des photocathodes, ainsi que de déed#BaN centrés a 260 nm, et 280 nm

respectivement.
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Figure 1.13 : (a) Réponse spectrale des photocathetfly Réponse spectrales centrée a 260 nm sugegups
spectre d’absorption de I'’ADN et de ses nucléotitgg) Réponse spectrale d'un détecteur AlGaN ceritré
280 nm superposé aux spectres des acides aminéstgoes responsables de I'absorption des protén280
nm, ainsi que de la méthionyl-ARNt synthétase, pretéiodéle utilisée dans ce travail.

IV-2. Filtres

Pour sélectionner le domaine spectral d’intéré&t, plotocathodes ou capteurs a base de
silicium doivent étre associées a des filtres, ain&clairage spectralement sélectif. Ce qui
n'est pas le cas avec nos imageurs AlGaN dansitiggtiens les plus usuelles. Parmi les
filtres, on distingue les verres colorés, lesditinterférentiels, les filtres a polyméres dopés
par des colorants, et les filtres a matériaux iaoigues.

Les filtres a colorants dans une matrice polyméso@és aux autres matériaux précités
offrent une largeur spectrale compatible avec Igerée d’éléments biologiqueg\~15-

20 nm). Un avantage majeur est leur large acceptamgulaire. lls permettent une
transmission de 10-25% dans la bande d’intérénetttansmission de 9 ordres de grandeurs
plus faibles sur le reste du spectre jusqu’a 70(Qlcinder, 1998]. Les filtres interférentiels
(Fabry-Perot) permettent d’obtenir la bonne largspectrale mais ils sont trés sensibles a
'angle d’incidence. Les filtres a cristaux inorggues ont une mauvaise stabilité aux
variations hygrométriques. De transmission larggd(prm), ils peuvent étre utilisés avec une
source spectralement sélective pour sélectionngoreaine de longueur d’onde autour du pic
d’absorption des éléments biologiques. Cependaats de choix des filtres, nous devrons
aussi prendre en compte la fluorescence des élér@ilbgiques et des supports. En effet,
pour une excitation autour de 280 nm par exemmetryptophane présente un pic de
fluorescence centré a 360 nm.
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IV-3. Différents types de sources

Les sources a vapeur sont longtemps restées léss ssaurces existant en UV. Les DELs

AlGaN et les sources laser modifient le paysagesdasces UV existant actuellement.

IV-3. a) Les lampes

Les autres sources émettant aux longueurs d'ondenapus intéressent sont les sources
deutérium, xénon, mercure. Ces sources sont de @husplus puissantes, stables et
compactes aux courtes longueurs d’onde. Pour dasgmnatiques de toxicité, les lampes
deutérium et xénon sont aujourd’hui privilégiées @goport aux sources mercure. Le spectre
du mercure présente de nombreuses raies dans lairdorV-visible qui peuvent étre

utilisées pour la calibration d’instrument tels ques spectroscopes, mais sont un
inconvénient lorsque I'on souhaite réaliser un gped.es sources Xénon flash permettent
une forte puissance, mais elles restent trés btegafFluctuations rms 3% d’'un flash a

l'autre). Sur la Figure 1.14, nous donnons les tspedale différentes lampes a vapeur existant

actuellement sur le marché [Hamamatsu, 2009], gunsileur intensites.
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Figure 1.14: Réponse spectrale de différentes ssurogapeur continues ou flash.
Copyright Catalogue Hamamat[Hamamatsu, 200¢
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IV-3. b) Diodes électroluminescentes (DEL)

Les récents progrés dans le domaine de I'AlGaNrentlues les DELs UV d’autant plus

intéressantes [Gaska, 2006] qu’elles permettenédigire les colts de maniere importante.

Cependant, elles sont encore peu puissantes, aeepuissance de 0.5 mW pour les DELs
centrées a 280 nm par exemple. L'ouverture anguldéns laquelle elles émettent est de
120°. La Figure 1.15 donne les spectres d’émiss@DELs a base d’AlGaN. Une source a
280 nm de 42 mW alimentée 1 A a été annoncéedoesnment [Adivarahan, 2009], mais sa
topologie contrainte par les problématiques dentigares la rend inutilisable pour une mise

en forme de faisceau adéquate.
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Figure 1.15: Spectre d'électroluminescence de DEIp-d#¢ avec 8 longueurs d'onde centrales différentes
[Gaska, 2008].

IV-3. c) Lasers

Il est aussi possible d’utiliser des sources lasarais en limitant la puissance pour
I'éclairement des éléments biologiques de manidnmier la dénaturation. Ainsi, des lasers
continus doivent étre choisis. Cependant, peu skrdacontinus ont été développés jusqu'’ici,

et ils restent tres chers.

Les lasers a semi-conducteurs commerciaux sonbmiisies a la longueur d’'onde de 405 nm

pour les applications d’enregistrement optique €biay). Cependant, ils ne sont pas encore
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disponibles aux longueurs d’onde qui nous intérasg®e plus la qualité de faisceau attendue

n'est pas tres bonne.

Les lasers a gaz sont encombrants et peu effipghesidurs kW de puissance électrique pour
guelques mW d’émission dans I'UV). Les lasers sd8i pour obtenir une illumination a 266
nm sont obtenus en quadruplant un laser YAG deueagd’onde 1064 nm. Les lasers UV
développés par Sony utilisent ce principe : unrlasenofréquence a 532 nm est doublé en
cavité externe non linéaire résonante. La secomdwetsion peut étre tres efficace si la
finesse de la cavité est trés grande. Elle do#t &tglée sur la fréquence exacte de la source
laser a 532 nm, ce qui implique que cette dermdéitétre trés stable et sans saut de mode, et
gu’'un systeme d’asservissement rapide de la cdwuitéétre mis en place. Par conséquent ces

sources sont trés sensibles aux vibrations extetnsmnt encombrantes et colteuses.

Des progrés pourraient étre apportés par des lasersavité monolithigues extrémement
stables en fréquence. Les seules variations dedneg étant d’origine thermique, elles sont
de faibles amplitude et peuvent étre limitées gracan contrdole de température précis

[Oxxius]. Les puissances attendues sont de 5 mW.
Pour un faisceau gaussien, la divergence a mi-ha@test donnée par :

g="_ (1.10)

m,

ou A désigne la longueur d’'onde &} le diametre minimal du faisceau. Pour une longueur
d’onde deA=280 nm, et un diamétre de faisceau de 0.5 mm,upa ane divergence de
0.017 mrad (0.1°).

IV-3. d) Comparaison de la puissance des différergesources

Nous réalisons ici une comparaison des différespesces entre elles. Etant donné que nous
nous intéressons a l'imagerie en conditions rédesates chiffres seront exprimés par nm et

par degré d’ouverture angulaire du faisceau.

Si les lasers sont de loin les sources les plusspaotes pour réaliser de l'imagerie en

conditions résonantes, et permettant d’avoir urisspnce de 0.5 mW a la longueur d’'onde de
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266 nm, ils restent aujourd’hui trés codteux, egiande cohérence de la source induit des

problemes de travelure (speckle) en imagerie.

En ce qui concerne les DELSs, la puissance totaldé@® a 280 nm est de 0.5 mW. Le spectre
d’émission est de forme gaussienne et sa largmitteuteur est de 12 nm. Pour un éclairage
en conditions résonantes, nous considérons le dans une largeur spectrale de 1.5 nm.
Ainsi, dans la bande spectrale d’intérét, ceciaspond a une puissance de 63uW/1.5 nm
dans un angle d’ouverture de 120°. Une source é&erdt considérée comme un ensemble
d’objets ponctuels indépendants les uns des auteesonservation du flux lumineux est

décrite par la relation des sinus d’Abbe :

SsourceSinzesourca = Sbiopucesinz(ebiopucé (1-11)

Comme nous le verrons dans ce manuscrit, 1aAl@) Guivie par la résonance est quasiment
linéaire de pente 0.57°/1.5nm. L'ouverture angelae la DEL est de 120°, et la taille de la
puce de 200x200 pm?2. Ainsi, poBkiopuce=0.57°, on aura : pRpucdSsource = 1224. Ceci

correspond a une surface éclairée sur la puce ®853Bm2. Si I'on considere une surface

utile sur la puce de 3.8x4.8 mm?2, on aura alorBuxnutile de 0.9 uW sur le détecteur.

Pour la source Xénon 75W, la puissance émise edd.4lguiW/nm/cm2 a 50 cm. Cette
puissance est émise dans un ar@@lde 60° (surface 2100 cm?2), ce qui correspond a une

puissance de 0.8 mW/nm, et 1.2mW/1.5nm.

Dans un angle de 0.57°, on a un flux sur le déteate 2.2 uW/1.5nm, soit par rapport a la
DEL, environ 2.5 fois plus de signal A partir desachiffres nous discuterons au chapitre 4
des temps d’intégration nécessaires pour obtenmapport signal sur bruit convenable pour

I'imagerie de biopuces.

IV-4. Sensibilité limite

Les valeurs du bruit du détecteur sont développéenexe. Pour un temps d’acquisition de
100 msec, le rapport signal/bruit est de 359. Commss I'avons vu en 1lI-2. c¢), I'absorption
d’'une monocouche d’ADN ou de protéine pour les déss surfaciques typiques

correspondant & des monocouches est de I'ordr@8&d® Pour une comparaison avec les
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sensibilités obtenues en imagerie par plasmonsidace, on prend un seuil de détection de
2x10% Ceci permet d’obtenir des sensibilités de 800mpg? pour des protéines en
transmission, et de 80 pg/mmz2 pour une détectiddtN. Pour étre sensible a des variations
de la densité surfacique a la surface de la puckod#re de 10 pg/mmz2 (~sensibilité de
I'imagerie SPR), il est nécessaire d’amplifier tmtaste. Ceci sera réalisé en concevant des
biopuces permettant d’augmenter l'interaction lumieatiére, et donc de favoriser le
contraste d’absorption. Nous verrons dans un pretaeiaps que les biopuces mutlicouches
permettent de gagner de I'ordre d’un facteur x4'smmplification du contraste. Les biopuces
structurées permettant de renforcer les propri@esouplage lumiere-matiére permettront
d’obtenir de plus fort facteur de renforcement dataste. Un seuil de détection de 16
pg/mmz2 pour les protéines et 1.6 pg/mm2 pour I'APbUr un renforcement du contraste

d’absorption d’'un facteur 50.

V - Discussion

Dans ce chapitre, nous avons vu les différentefiodés de biodétection existantes, et plus
particulierement les méthodes de biodétection apig Ceci nous a permis de mettre en

évidence les paramétres essentiels nécessaires.

Notre métode est un méthode d’'imagerie permettaatdétection multiplexe. Elle exploite
entre autre les propriétés d’absorption des madécbiologiques dans ['ultraviolet. Deux
mises en ceuvre seront étudiées. La premiere oewssign limagerie sur structures
multicouches. La seconde mettra en jeu des pr@gride résonance pour une meilleure
sensibilité.

On exploitera alors des ondes guidées, qui perometirie sonder la surface recouverte
d’éléements biologiques. Nous exploitons les résoeardes modes guidés. La mesure est
réalisée directement sur les ordres diffractés Mextérieur, et ne mesure pas I'onde guidée.
Ainsi, il n’est pas nécessaire d’extraire I'ondesviextérieur du guide pour pouvoir réaliser
la mesure. Notre dispositif permet donc de fairel'deagerie, point essentiel pour la
détection multiplexe. Comme il sera détaillé dansuite du manuscrit, de maniére similaire

aux autres méthodes basées sur des ondes guatessensibilités théoriques qu'il est possible
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d’obtenir sont du méme ordre de grandeur que dellees autres techniques ayant déja fait
leur preuve. Tout comme en SPR, aujourd’hui méthieldiodétection sans marquage de

référence, nous pouvons faire de I'imagerie mudipl

L’avantage des couplages dans les structures ttiglees est la modulation du recouvrement
du mode guidé avec les éléments a détecter. Sedoparamétres de la structure, on pourra
'adapter pour sonder des éléments biologiquesadk tplus ou moins importante. Ces
parameétres permettront aussi d’adapter la finegse rdsonances, permettant d’étre plus
sensible en imagerie que la SPR. De plus, les guliimdes résonants ne sont pas restrictifs
par rapport & la longueur d’onde, et nos structorgsdonc été congues pour étre utilisées
dans l'ultraviolet. Ceci permet de bénéficier daebBorption des éléments biologiques, ainsi
que de la courte longueur d’'onde. Le travail préseatans ce manuscrit s'appuie sur un
exemple modeéle de biopuces a protéines, greffée dwda méthionyl-ARNt synthétase. Le
coefficient d’absorption de cette protéine est éspntatif des absorptions des biopuces
immunologiques. La MetRS reconnait spécifiquem&®RNt"®". Les interactions avec les
molécules d’ARN pourront donc étre observées si iitroduit une solution contenant de
I'’ARNtM®'.,  Pour une densité surfacique massique donnésofption de 'ADN est d'un
ordre de grandeur plus important que celui desépres. Ainsi, la validation de notre
sensibilité avec des biopuces immunologiques validiertiori notre limite de détection pour

les biopuces a ADN (identification génétique).

Du fait de I'absorption des molécules biologiguesdomaine de longueur d’onde que nous
avons choisi est l'ultraviolet. L'effet de la partiéelle de I'indice optique pourra aussi étre
exploité pour augmenter le contraste. La déteataors I'ultraviolet permet de bénéficier de la
courte longueur d’onde, qui permettra d'étre pleissible aux variations d’indice effectif du

fait des faibles dimensions. L’intérét croissaningldes technologies UV rendra notre
dispositif de détection facilement accessible.
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Chapitre Il

Théorie des renforcements de contrastes

Dans ce chapitre, nous présentons des biopucestianind’exalter I'influence de la
couche biologique a la surface de la puce. Les iprem structures sont des structures
multicouches. Elles ont une épaisseur quart d’opéemettant de maximiser l'interaction
avec I'élément biologique, celui-ci se trouvant slde ventre de I'onde stationnaire. Pour
permettre de meilleures sensibilités, on réalise structuration de la puce, qui va permettre
d’exploiter des propriétés de couplage lumiére-@mati Le couplage se manifeste par des
anomalies sur l'efficacité des ordres diffractéss influences du déphasage et de I'absorption

sur le contraste sont discutées.

| - Contraste sur structures multicouches

[-1. Définition du contraste

Notre méthode de détection étant une méthode déneda quantité qui nous intéresse est la
contraste au niveau des spots, résultant de latiaride signal induite par les especes
biologiques qui se sont accrochées au niveau dets.spa Figure 2.1 donne une image
typigue d’'une image de biopuce, avec 3 différegfes d'espéce biologique. La couche

biologique a pour coefficient d’absorptian et pour épaisseut Pour le choix dex et de
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I'épaisseur de la couchg on évalue d’abord I'absorption attendue pour mm@ocouche,
correspondant au produit. La réflectivité de la puce en dehors des spota@sel e Les
éléments biologiques induisent une variation duaigOn notd sy le signal au niveau des

spots biologiques. Le contraste est alors défini pa

C—H—M
| I

puce

2.1)

La définition 2% (max!min)/(Imaxt! min) N'€St pas utilisée ici : nous choisissons de aisar par

le signal de la puchyuce qui constitue ainsi notre signal de référencesigae est choisi de
telle sorte qu'un contraste d’absorption, c'estra-dne diminution de signal corresponde a
un contraste positif.

Les variations de réflectivité mesurées étant éaibles valeurs calculées par notre définition
seront en général tres proches de celles obtemudisisant par la moyenne. Le contraste est
inversement proportionnel a la transmission/réfliét de la puce. Le seuil de détection est
aussi limité par le rapport signal/bruit de la nmresuUn trop faible signal impliquera
d’intégrer sur plus de temps ou une détériorationmapport signal sur bruit pour une durée
d’intégration donnée. Nous serons donc vigilantslesdait de ne pas avoir un signal optique

trop faible.

penrrr Tt ot vy yevey vy YRR YRRY DT

A

B

C

© 0.0

Iy]ce

© O O

© O O
© O O

Figure 2.1: Image typique d’'une biopuce avec 3 types d'anis différents a la surface de la puce. La
présence d’éléments biologique induit une variadarsignal s,, au niveau des spots biologiques. En
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I-2. Absorption

[-2. a) Approche dipolaire

L’absorption peut étre décrite de maniére macrasoap dans le cadre des équations
classiques de [I'électromagnétisme [Basu, 2003] {Bori997]. Nous écrivons ici les
équations de Maxwell pour une onde monochromatidaes un milieu isotrope non-

magnétique et dépourvu de charges libres.

divB=0
divD=0 - div*:ﬂ
80
- = (2.2)
rotg = —a—B
ot
_ oD
rotB=p, —
Ho ot

ou g, désigne la densité de charge électrique du midieD = EOE + P. La couche absorbante

peut étre considérée comme une couche de dipgleanmants. Cette couche est éclairée par

une onde plane, de champ électriquye E

Si on notex sa susceptibilité, la polarisation induite pacteamp électrique est donnée par :

— —

P=g,)E,., ol E, . correspond au champ électrique incident, soit :

D =¢,@1+x)E
On établit ensuite I'équation satisfaite par le mpaélectrique en utilisant I'égalité

vectorielle : rot(rot(E)) = grao(div(E)) -AE

rot(- a—B] = grac{&] - AE, soit
ot &

- i[uogo MJ = -AE

ot ot
AE _MOZ_E =0 (2.3)
c2 ot?

La solution de cette équation s’écrit alors :

E =Re(E, @), (2.4)
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ou g désigne le vecteur de propagation complexe;, so
@
q :EV1+X

Le vecteur d’'onde peut aussi s’écrire :

q:ENUavecN:nﬂ{:,/H)( et Y = x'+iy" (2.5)
c
Soiti?+2ixnxk—x2=1+ x'+i xy"
1+ y'=n2-x2
{”X * (2.6)
X'=2nk

[-2. b) Absorption en transmission

En incidence normale (propagation suivant z):

2

i[z—”nru—wtj
xe 4

A

E=Re E, e

, ,: . 2 .
Par conséquent, I'intensité transmise |E|"aura pour expression :

1(2)=1, exp{— 227”/(2)

L'intensité transmise apres la traversée de la lowuest =1, e

al

. Poura<<l, on a

=1, (1-ar).
Le contraste sera alors donné @ar af. (2.7)

Pour une couche d’absorption d'épaisseéuret d’absorption en transmissiomf, on
Aa . . .
prendra(:4—, aveca¢ correspondant a I'absorption d’'une monocouche rdémes. Par
7l

. " " Aa
ailleurs, pour nunité ona y"=2n« :2—.
T

L’'absorption peut aussi se définir en terme d’émergyonnée par une couche de dipéles.
Cette approche permet de mettre en évidence [I'effet renforcement du champ

électromagnétique au niveau de ces dipbles. Lahende dipbles rayonret/2 vers le haut,
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et -0 (/2 vers le bas(Figure 2.2). Ainsi, I'intensité rayonnée verstut sera du second ordre,
alors que I'amplitude transmise sera t all2, soit une intensité transmission To£1-a().

Nous utiliserons cette approche pour détermineofdraste obtenu dans une configuration en

< of/2

-al/2

réflectivité.

Figure 2.2: Couche de dipbles de coefficient d'abson a et d’épaisseuf

[-2. c) Absorption imagée en réflexion

La réflectivité de la structure est obtenue enisatilt les coefficients de Fresnel. Afin de
suivre un chemin analogue a ce qui sera présemnié l|ps structures résonantes, nous
explicitons ici le calcul des grandeurs optiquest@d@smission, réflexion et absorption a
partir des expressions des coefficients de Fredred. coefficients de Fresnel dépendent de la
polarisation du champ électromagnétique. On consildds ondes transverses électriques (TE)
pour lesquelles le champ électrique est polarispgmaliculairement au plan d’incidence, et
les ondes transverses magnétiques (TM), pour ldegue champ magnétique est polarisé
perpendiculairement au plan d’incidence. Pour lades TE et TM respectivement, les

solutions des équations de Maxwell ont alors lentor

0 B, E, 0
TE E=|E, etB=|0 ™ E=|0 et B=|B, (2.8)
O Bz EZ 0

A linterface entre un milieu et un milieup+1, les coefficients de Fresnel ont les

expressions suivantes :

! Pour l'absorption le rayonnement des dip6les egthase et non en quadrature par rapport au chacigent
(rayonnement vers le haut comme vers le bas askéoni). Ceci est conforme au principe d'Huygensriak ou
la partie réelle de la polarisation est en quadeapar rapport au champ incident, mais la partiagimaire est
par contre en phase (ou opposition de phase).
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r - Ny COS(H,)) ~Npu COS(9p+1)
TEPPE 0, codd, )+ N, cod6,.,)
_ Mo CO{HD) - C05(3p+1)
et Moy COS(HP ) +tn, COS(H )
_ 2n, cos(é?p)
PP n, 0086, )+ Ny, €0S6,4)
¢ _ 2Ny Cos(ep)
M n,, codg, )+ n, codd,.,)

r
p+l

(2.9)

t

z

0 ambiant  n_

1

2

P Mp % I
p+1 Noiy Ops1 \ Ve
N

N+1  substrat

Figure 2.3: Diagramme d’'une structure multicouchastitué de N couches, ot on définit les épaissguiss
indices des milieux net les angles par rapport a la normadedans chacune des couches.

On considere une structure de N+2 couches (soit INtekfaces). Les couches 0 et N+1
correspondant au milieu ambiant et au substrat semi infinies. Chaque couclea un
indice de réfractionget une épaisseup.€On note al'indice de réfraction du milieu ambiant,
et n; l'indice du substrat. Afin de tenir compte du daphged, lieé a la propagation dans
I'épaisseur de la couche, on peut exprimer lesfiotaits de réflexion et de transmission a

l'interfacep par :

i2¢ i2¢
[ = Foprn t o € 7F ) t = Uopralpn €77 .10
P 24 e p - 2 2.10
1+rp,p+1rp+1 € ’ 1+rp,p+lrp+l ’
_2n
avec 2¢, = Tane" cos@,) (2.11)

En appliquant ces formules de maniere récursivestilpossible de déterminer la réflectivité
ainsi que la transmission de la structure. La céflgé, la transmission et I'absorption sont

données respectivement par :
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R = |r|2 (2.12)

N, COSH,

T =Re (2.13)
n, cosg,

A =1-R-T. (2.14)

Pour déterminer ces grandeurs, on peut'utiliserldgiiels libres tels que IMD développé
par David L. Windt [Windt, 1998]. Les codes basésles matrices de diffusion développés
pour les structures réseaux (voir paragraphe 2edehapitre) peuvent de maniére évidente
s’appliquer aux structures multicouches. C’est &hade que j'ai utilisée pour une simplicité
de traitement des résultats (contraste, prise mptades résolutions expérimentales), ceux-ci

étant alors sous une forme identique aux résudtatsernant les réseaux.

[-2. d) Exaltation du contraste d’absorption
Nous présentons ici I'approche utilisée pour caclg contraste d’absorption. Nous utilisons

une approche perturbative exploitant le rayonnerdeatdip6les de la couche absorbante. lls
sont ainsi vus comme des termes sources [Beni988]1Le modele développé est simple
mais permet d’obtenir de trés bonnes évaluationsodtraste d’absorption.

Des modeles beaucoup plus généraux mais dont Iplerné est superflue pour décrire notre
cas ont été développés. On pense notamment auaukasur |'électroréflectance et la
photoréflectance dans les semi-conducteurs [SarafbBib5]. Les variations de réflectivités
AR/R sont induites par la perturbation (modulatian ld polarisation de I'échantillon en
appliquant un champ électrique directement via dastacts électriques dans le cas de
I'électroréflectance ou par modulation optique awyen d'un faisceau laser pour la
photoréflectance). Dans les deux cas, il s’agitnd’'unmodulation électrique qui induit des
modifications de la fonction diélectrique, et sesare via les variations de réflectivité. Les
variations de la réflectivité sont exprimées ercfamn des parties réelles et imaginaires de la
fonction diélectrique, mettant en jeu deux coédffits de Seraphin.

Un autre domaine exploitant I'absorption se sitamsdle cadre de I'exploitation d’effets
interférentiels d’absorbants [Baghdasaryan, 1988 modeles sont aussi inadaptés a nos
problématiques. Ainsi, basées sur une formulatimple de 'interaction du champ électrique
avec le couche absorbante, nous exprimons ici teugation du contraste d’absorption en

comparaison avec une mesure en transmission.
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» Structure considérée

La structure considérée est une couche absorbantée sau dessus d’une structure
réfléchissante. Cette couche interagit avec le phélectrique local. Selon la localisation de
la couche, l'intensité du champ électrique sera mlu moins forte, ce qui conduira a un

contraste plus ou moins important. Nous détaillenges expressions de I'amplification de

contraste.
(a) (b) (c)
. Milieu 2 m
al/2 Milieu 2 a2 qu %t
<—G[/2 Mi)eu 1 nqg Ied Mili€u 1 ng Ied
Miroir m  nNm Miroir m  nNm

Figure 2.4: Absorption d'une couche mince situédessus d'une structure réfléchissante

» Champ électrigue

Le cas considéré ici ne comprend que deux matérsaumxun miroir. Les coefficients a
prendre en compte seron, iy, 21, o1, €t la réflexion sur le miroir arrierg# On note ® le
déphasage introduit par l'aller-retour dans le alifique d’'indice m Pour un angle de

réfraction8y tel queBg=arcsin(nsin(@)/ng), on a
20 = %aned cos@,) . (2.15)

Pour déterminer le contraste d’absorption dansaoaméiguration en réflexion, on utilise une
approche perturbative. Dans un premier temps, ogidére le champ électrique réfléchi en
I'absence d’absorbant.

E; =Einc F21H+12 Fmator €%+ tio Mg (Fm2r12) 01€°%+ 12 Mo ¢ m2l21)261t2€°0+ ..

_ i2 i2 i2
Er = Binc (r2r+t12 tog Mmz €°%(1 + rmar12€°% 4 (Fmar12€°92 + ..)))

i 1
E = Emc[r21 +t b0 e Zw(mn (2.16)
m

En notant r I'amplitude du champ réfléchijete déphasage entre le champ incident et
le champ réfléchi, on a :

E =reYE,,. (2.17)
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> Interaction avec la couche absorbante

La fine couche absorbante présente a la surfat plece interagit avec le champ électrique.
Nous exprimons ici la perturbation induite par l&gence de cette couche absorbante. En
I'absence de couche absorbante, le champ électogakdans la couche de dipbles est donné
par :

E tocal = (1+ 1€%) Einc (2.18)
Si I'on ajoute une couche absorbante, elle vaagieravec le champ et rayonner de I'énergie.
La polarisation induite a alors comme expression :

P =€gXEiocal = €0X X (1+ 1€%) Einc. (2.19)
Cette polarisation rayonne du fait de I'excitatipar 'onde incidente ik, amplifiée de la

réflexion révEi...

Ainsi : Eperturbation= (0€/2) (1+ ré¥)2E . (2.20)
Le champ total rayonné a comme expression :
E = Biopucet Eperturbation (2.21)
E =1 éYEinc + (@€/2)x(1+ ré¥)2E
Soit RF* = |r &¥ +(a¢/2)(1+ ré¥)?|2 (2.22)

REPS= 12 + r & (/2) (1+ ré¥)2 + r €¥x (al/2) (1+ ré")2 + (@f/2)? |(1+ r&y2f
12+ 1 €% (all2) (1+ re®)? +r evx (ab2) (1+ re’)? + [l/2)? |(1+ re')?

Terme du second ordre=> négligé

La différence de réflectivité induite par I'absonbast donc :

AR =R-R*=r d¥x (0£/2) (1+ ré¥)2 + r ¥x (a£/2) (1+ re'¥)2 (2.23)
On obtient alors pour le contraste :
C, =AR/R = [é¥x (af/2) (1+ ré¥)2 + €'¥x (ae/2) (1+ re™)2 |ir. (2.24)

C, =AR/R =af x Re(&"x (1+ re¥)r.

> Exaltation du contraste en réflectivité

Le contraste traduit la variation de signal indyite les éléments biologiques. Afin d’avoir
une quantité caractéristique de le puce, on inttdtamplification du contrastd™ donnée
par :

M =CJ(a ¢) (2.25)
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L’expression 2.24 donne :

r, = Re(e“/’ X (1+ re“/’)2 )/r (2.26)
Afin de vérifier la pertinence de l'utilisation dapproximation dipolaire pour le calcul de
I'amplification de contraste, nous allons calcués valeurd , obtenues par cette expression,
et les amplifications de contraste obtenues enulzait la réflectivité en présence et en
I'absence de couche absorbante et en calculanhteaste a partir de 'Equation 2.1.
Les calculs de la réflectivité de notre structureltrouche seront réalisés par simulations
électromagnétiques basées sur des matrices desidiffuLa structure considérée sera une
couche de silice d’'indiceyr+ 1.495, sur différents miroirs de coefficientsrdBectivité r,. La
dispersion des matériaux ne sera pas prise en eoroptLes miroirs considérés seront
'aluminium ny = 0.23+43.36i, le silicium & = 2.97+5.3i, et l'argent A3=1.47+1.26i,
correspondant respectivement a des coefficientsréflectivité Ry=0.92, R=0.73, et
Rag=0.24 (Tableau 2.1).

> Exaltation du contraste en configuration guart d®n

Pour une détection de protéines, on recherche mpéfation de contraste maximale autour
de la longueur d’ond&=280 nm (pour de '’ADN, on aurai=260 nm).
L’amplification maximale correspond a une épaisskudiélectriqgue quart d’onde, permettant
a la couche absorbante d’étre localisée dans leinmax du champ électrique. La
configuration quart d'onde donnant un déphasages dardiélectrique tel que'Ye=1. En
configuration quart d’onde, d’apres I'expressio@®on a :AR = (1+r)2 x r xal. Ainsi, la
différence de réflectivité n’est donc pas propomtielle au carré du champ électrique a
I'interface comme on aurait pu s’attendtéamplification de contraste est alors donnée par :
o= (1+r)2r. (2.27)
L’amplification du contrastel’, est une fonction décroissante de r. Ceci implique
I'utilisation d’'un miroir de faible coefficient deéflectivité peut étre bénéfique au niveau du
contraste. Cependant, on sera vigilant pour qusgleal ne soit pas trop faible, conduisant
ainsi a une dégradation du rapport signal sur lpait un temps d’intégration donné. Lors de
sa réflexion sur un miroir, 'onde subit un déplps@quivalent a une épaissédar |l est
important de prendre en compte cette distance dargalcul de I'épaisseur de la couche

recouvrant le miroir et permettant de se trouvecarfiguration quart d’onde.
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L’épaisseur de diélectrique correspondante dasfsaie la relation :

n, € cos§ +5m(@,nd):j'1 (2.28)

> Déphasage dans le miroir

En utilisant les coefficients de Fresnel, il essgible de calculer le coefficient de réflectivité
r.m du miroir et de déterminer déphasagecorrespondant a 'argument de la réflectivité en
champ .

L’épaisseuld, a retrancher au diélectrique sera alors :

A o

= 4ndc—os(9d)7' (2.29)

Les valeurs sont reportées dans le Tableau 2.1les® miroirs considérés couverts par de la
silice d’indice R = 1.495 et éclairés en incidence normale.

> Epaisseur de peald

L’épaisseur de pead dont nous allons donner I'expression exacte ctoles n'est pas
rigoureusement égale &, Elle est caractéristique de la décroissance @mphélectrique
dans le miroir. Comme il a été vu précédemmenkplession du champ électrique transmis

dans le métal est donnée par :

E(r) = E, ailks r-at) = Eoei((ﬁ” Btkz)-a)
L'épaisseur de peau correspond a la distance &llagiamplitude de l'intensité est divisée
par e et s’exprime paro=1/2m(k;), ou k désigne la composante perpendiculaire du vecteur
d'onde. Par conservation de la composante tandlentie vecteur d’onde a linterface

miroir/diélectrique, on a :

on (2.30)
Kjpg =Kym =Ky = 75"1(5(1)

/I'm

Ceci permet de déterminer la composante perpemitieutiu vecteur d’ondekK,dans le

métal : k. =k *-k

zm m II'm

?=(n,K)’-k,” et de maniére similare dans le

diélectriqunkzd2 =(nyK)? —k,,z. La composante du vecteur d’onde dans le mirexmime

alors :
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K,Z =k,o% + (0,2 = 0,7 K2 (2.31)

zm z

K,® = (0,2 -ny? cog (6, )K 2.

zm

K, 2 =kZ, — K2 +i2K ok, = Keo +iK

zRe zlm zRe “zIm
2, = TR KE +Ky,)
2, = KETKE —Ky)

On peut ainsi déterminer I'épaisseur de p&ali2lm(k;) pour les différents miroirs
(Tableau 2.1).

Nrmiroir Rmiroir Ra Om (Nm) o (nm) [ p max
na =0.23+3.36i | R = 0.92 |Ra 4= 0.85]12.2 nm 6.1 nm 4.00
nsi=2.97+5.3i | Ri=0.73 |[Rgys=0.5 |6.6 nm 4.1 nm 4.11
Nag=1.47+1.261 | Ry =0.24|Ragps=0.04|17.8 nm 17.6 nm 7.04

Tableau 2.1: Indice, réflectivité, profondeur dengtation, amplification de contraste pour diffét@miroirs

La fonction 2.27 étant croissante monotone, leslifiogtions de contraste en configurations
quart d'onde sont d’autant plus importantes queélectivité du miroir est faible. Les

amplifications de contraste maximales obtenueseafiguration quart d’onde ont pour valeur
Fa=4,Isi=4.1, el og = 7.0 pour chacun des miroiisinsi, le moins bon miroir se retrouve

en meilleure position en ce qui concerne I'amgdificn de contraste.

» Détermination du contraste pour différents miroirs

Les différentes structures sont définies pour auai épaisseur quart d’onde a la longueur
d’ondeA=280 nm déterminée par I'équation 2.28. De la méraeiéne que précédemment,
les calculs sont réalisés pour trois différents oirsér: Al, Si et Ag par simulation
électromagnétique. L'indice optiqgus=n+ik est considéré constant sur tout le domaine
spectral. L'absorptiom variant alors en fonction inverse de la longueionde, elle n'est
ainsi pas constante sur le domaine de longueurdd.ominsi, on retrouve la méme

amplification de contraste a chaque fois que ldigoration quart d’'onde est satisfaite. Les
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résultats des simulations sont donnés Figure 219;omde donne aussi I'amplification de
contrastd =AR/R calculée a partir de la réflectivité avec etssabsorbant (expression 2.1) et
en utilisant la formule établie en considérant &onnement d'une couche de dipble
(expression 2.26). On observe que les courbeses@mutement superposées (courbes bleu et

cyan Figure 2.5), ce qui confirme la pertinencedie approche.

(a) Miroir Al, Ry =0.92

€bs= 0.5 nn 5 B
H @
nabS: 1+O.2|3 "g
. v =
A280nm- 6 10 *i 14 §
E e
- _ (5]
Milieu 2 n=1 % s =
=
“ro o
Milieu 1 ng =1.5 1/1/4—5 P £
. . —TTavec
Miroir m N %0 240 280 320 360 408
A (nm)
(b) Miroir Si, Rsi=0.73 (c) Miroir Ag, Rag = 0.24
1 8 1 8
—Ss4ans —= —sans
= =
g.gl—~Tavec Bl . Jpvec olls o
i3] w
? o
. g O 2
£ 06 £ | Sos 148
& 04_ -E é 04t ’2 %
= (%]
- =
0.2+ E 0.2t 10 E_
<[
%0 240 280 320 380 408 90 240 280 320 360 400
A (nm) A {nm)

Figure 2.5: Réflectivité en présence et en 'absatiéEments absorbants (noir et rose, échelle decgal et
amplification de contrasté calculée en approche perturbative et a partir dgsiations de MaxwelUR/R)/al
(courbes cyan et bleue, échelle de droite) obtemaees une couche d’absorption 5xf@couche de 0.5n m,
avec comme indice de réfraction n = 1+0.2i) poufféients miroir (a) Miroir d’aluminium de réfleciié
Rogonn=0.92 (b) Miroir de silicium de réflectivité Jgn,=0.73 et (c) Miroir Argent R,=0.24. Les
amplifications de contraste en configurations qudidnde sont d’autant plus importantes que la fiété du
miroir est faible.
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[-3) Absorption /Partie réelle de l'indice optique

Dans le paragraphe précédent, l'indice optiquesatipour modéliser I'absorption avait
comme partie réelle de l'indice optigue n=1. Ceerrnpettait de ne pas introduire de
déphasage par la couche absorbante (seuls lesce@ff de réflexions aux interfaces sont
légérement modifiés, mais cet effet est négliggahke déphasage influe aussi sur le contraste

au niveau des spots biologiques.

Afin de discuter les influences des déphasagebsetrption, nous allons considérer trois cas,
tous correspondant & une absorption de Bxffhis avec une influence plus ou moins
importante de la partie réelle de I'indice optigues cas considérés seront :

(a) couche absorbante d’épaisseur 0.5 nm et d’'indi€e2l +

(b) couche absorbante d’épaisseur 0.5 nm et d'indee012i

(c) couche absorbante d’épaisseur 2.5 nm et d’'indiee0104i

Les trois cas seront présentés pour une structiag d’onde silice/silicium, sans prendre en
compte la loi de dispersion des matériaux, et @isaut leur indice optique & 280 nm. Le
silicium, de réflectivité R=0.73 et)R=0.5, est choisi comme miroir pour les puces fabriquées
présentées dans ce manuscrit. Le milieu ambiamsidéré est I'air. Les spectresAR(en
présence et en I'absence de couche absorbanteepoésentés Figure 2.6.

Le premier cas (Figure 2.6 (a)) est celui qui ap¥tisenté dans la section précédente, avec
comme indice optique n=1+0.2i, et comme épaisseu.&nm. Dans ce premier cas, le
changement de réflectivité a une longueur d’ondende est quasiment exclusivement dd a
I'absorption € = N2=0.96+0.4i : la partie réelle reste quasiment tidsie alors que la partie
imaginaire est beaucoup plus affectée).

Le second cas (Figure 2.6.(b)) considére un indpt&jue n=1.5+0.2i. L'indice de 1.5 est de
I'ordre de grandeur de l'indice des protéines, deaguelles on observe un indice situé entre
1.35 et 1.6 [VOros, 2004]. L’épaisseur de la couesteici de 0.5 nm. Ceci permet d’avoir un
déphasage équivalent a ce qu’on aurait pour deériexqes en solution, d’indice optique
n=1.39 a 280 nm. . En effet, dans I'eau la difféeenl’indice avec la protéinAn=ny.r
Neai~0.1, alors que dans lI'ailn=nyorNai~0.5 Pour une mono couche de protéine d'épaisseur

2.5 nm, la différence de chemin optique induite @ste=0.25 nm. Ici, comme I'indice du
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milieu ambiant choisi est n=1, I'épaisseur de laate absorbante modélisée est ramenée a
e=0.5nm, afin de conserver un déphasage équivalent.

Le troisieme cas (Figure 2.6.(c)) est le cas lesproche de nos configurations
expérimentales. |l s’agit d'une mono couche de@nat, avec pour indice n = 1.5+0.04i sur
une épaisseur de 2.5 nm. Dans ce cas ; le déphesagspondant a la couche absorbante est
Anxe=1.25 nm. La partie imaginaire est 5 fois pliblé que dans le cas (b) afin de garder
une absorption identique. L’essentiel du contrasta dans ce cas expliqué par la partie réelle
de I'indice optique.

La variation de réflectivité induite par la présende la couche biologique sur la puce
combine des effets de déphasage et de diminutida déflectivité du fait de I'absorption.
Notons que la partie réelle de I'indice peut ausier sur le niveau du signal de réflectivité
(réflexion sur la premiére interface). La valeudaeéflectivité R est ainsi le résultat des deux
effets.

Les résultats des simulations des différents cedtdg@récédemment sont donnés Figure 2.6.
Dans le premier cas, comme il a été vu précédemntentariation de signal est due a
I'absorption. L’amplification de contraste maximal@ut 's=4.1. Dans le second cas,
correspondant a la situation la plus proche degréxpces en solution, on observe que le
déphasage est trop faible pour induire une inverdi® contraste. Par contre, I'amplification
de contraste maximale obtenue sur silicium est tHoteurl =6.2.

Dans le cas d’'une épaisseur plus importante dari.Gnais toujours ef/A=cte), le contraste
s’inverse, mais la tendance nettement prédominesitan contraste positif qui reste le méme
gu’un contraste d’absorption de base.

Le décalage de la courbe induit par le déphasagewessement proportionnel a la longueur
d’onde. Comme précédemment, I'amplification du caste est calculée par rapport au
contraste en absorpti@?, mais en supposant un indice constant pour laheouon observe
que I'amplification de contraste suit des variasi@milaires (et des extrema égaux) au cours
de chaque ordre d'interférence.

La définition d’indice choisie (/A constant, soit Iny) constant) masque l'effet de la
longueur d’onde sur le contraste, effet favorabbeirp’UV, comme on doit s’y attendre
naivement. En effet, pour un indice de couche dophs le rapport da/A est élevé, plus la
structure sera sensible a la présence d’'une cduiolmgique d’épaisseur effectiveq Cette

définition permet par contre de voir plus faciletiénfluence de chacun des deux effets sans
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étre troublé visuellement par des changements dimde des amplifications de contraste.
Par des cas trées simples, nous avons mis en éeidefiet de I'absorption sur le contraste
obtenu pour la couche biologique. Le contrasteb&st entendu une combinaison des deux
effets, mais la propriété d’absorption peut étnel@iee de maniere a renforcer les effets de la
couche biologique sur la réflectivité.

(a) nps=1+0.2i, h=0.5 nm
€abs 1
Naps 8
. 3 ——sans —_—
A280nm- 6 10 ——-avec rp =
0.8 =
. . 2
ilieu 2 n=1 Zos *5
[&)
- o 5
Milieu 1 ng=1.5 A4=0 | Tos s
=
o £
Miroir m ne=2.97+5.2 0.2 E
%0 240 280 20 360 408
A {nmy
(b) neps=1.5+0.2i, h=0.5 nm (C) Mubs=1.5+0.04i, h=2.5 nm
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Figure 2.6: Réflectivité et amplification de contesibtenues pour une couche d'absorption 5%1évec un
déphasage di a différentes valeur de I'indice amiga) couche de 0.5nm, avec comme indice dectifman =
1+0.2i (b) couche de 0.5nm, avec comme indiceéffaation n =1.5+0.2i (c) couche de 2.5 nm, avemome
indice de réfraction n =1.5+0.04i. L’'amplificatiothe contraste obtenug=(4R/R)/al est représentée en bleu sur
ces courbes (échelle de droite). On rappelle enncyar tous les graphes I'amplification, obtenue en
I'absence de déphasage.

Il - Structures résonantes

Les structure quart d’'onde permettent d’avoir uansp électrique plus fort a la surface de la
puce, et donc de renforcer le contraste d’absorpgigr un facteur dEC4 pour un miroir de
réflectivité classique (R de 0.7 a 1, permettanniveau de signal suffisant). Afin d’obtenir

une influence plus forte de la couche biologiquelauéflectivité, il est possible d’exploiter
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des conditions de résonance. Ceci est une descaipphis trés courantes des résonances
plasmoniques. Les biopuces développées sont baméesles proprietés de résonance
diélectriques. Dans notre cas, il s'agit de stmaguéseaux, qui permettent aussi de coupler

I'énergie dans le guide d’onde avant de la guider.

[I-1. Réseau résonant

Nous présentons ici les deux éléments optiquesnisise qui constituent les réseaux
résonants : le guide d’onde ainsi que le réseaiodplage [Pietroy, 2007]. Les propriétés des
réseaux résonants dépendent de différentes castigiées : indices des matériaux, épaisseurs

des couches, période du réseau, rapport cycligus,cue profondeur de gravure.

[I-1. a) Guide d’onde asymétrique

Un guide d’'onde plan est une structure qui perneegaider la lumiere. Elle est constituée
d’'une couche de haut indice située entre deux couches de bas indice : le ummdmabiant
d’'indice n, et le substrat d’indicesnSi I'indice du milieu guidant mest suffisamment
important, et que I'angl® est supérieur a l'angle critique de réflexion l®taterne, la
lumiere peut se propager a l'intérieur de la coutddéraut indice. L’énergie du mode guidé
est ainsi confinée dans la couche d’indigeRour une structure infinie telle que représentée
Figure 2.7, les dérivées par rapport a y sont sulles solutions des équations de Maxwell
sont réparties en deux sous-ensemble : les modégodetransverse électrique (TE) et les
modes de type transverse magnétique (TM), le chdaugirique (respectivement magnétique)
étant dans la direction transverse y comme exppandes équations 2.8.

Milieu ambiant (indice n,)

y4
y
Substrat (indice ny)

Figure 2.7 Guide d'onde asymétrique, constitué diilieu guidant de haut
indice r, entre un milieu ambiant d'indice, et un substrat d'indice.

X
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On note u = u(x,z) le champ de I'onde se propagéant le guide. Dans le cas d'une
polarisation TE, on a usEalors que dans le cas d'une polarisation TM, eB,. Dans un
milieu homogene d’indice n, I'équation satisfaite fe champ est :
02u
022

La constantgB=21t ner/A  est la constante de propagation du mode d’indifextf n.;. Ces

o 02u
+r?k,2u = f2u  ou de maniére equwalen%ezz + (n2 — Ny 2) k,2u=0 (2.31)

égquations sont vérifiees dans chacun des milieas. dolutions correspondantes aux modes
guidés sont de type oscillatoire dans le milieupties haut indice, et évanescent dans les
autres milieux (énergie confinée dans le guide).

La solution est alors de la forme :

Aek"\/mZ

uz) = Acos{ko,/nh2 - neﬁzzj + B.sin(ko,/nh2 - neﬁzzj (2.32)
(Acos{komwj + B.sin[kome g ol (e

En prenant en compte les conditions aux limitedesshamp et ses dérivées, il est possible de
déterminer les équations satisfaites par la cotestda propagation du mode guidé [Tien,
1971]. Ainsi, pour une structure de parametres ésr(indices, épaisseurs, période, rapport
cyclique), seules certaines valeurs de l'indicedff satisferont ces équations. Pour un mode
guidé ordrem, I'indice effectif satisfait les équations (2.33#)(2.33b) dans une polarisation
TE ou TM respectivement.

2 2 2 2
n -Nn n -n
2 2 eff a eff s _
Koty/N,” =Ny~ —arctan | ——— |-arctan | ——— |=mx

Ny~ Neg N, = Neg

(2.33a)

2 2 2 2 2 2
n2 [ng -n n? [ng>-n
koa/n,” = ng.” —arcta{L2 — 2 |-arctan—- |—"——— |=mx (2.33b)

na nh - neff
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[I-1. b) Réseau de couplage

Pour se coupler au mode guidé, il est possibldlideit un prisme, une injection frontale, ou
encore un réseau de couplage. Le couplage au midie gera maximal lorsque la projection
du vecteur d’onde incident et la constante de maflen du mode guidé sont identiques.
Cette condition d’accord de phase ("phase-matthipgut étre satisfaite en utilisant des
éléments optiques dispersifs qui vont rendre @gtdité possible. Nous utilisons ici un réseau
de diffraction. Il s’agit d’'une structure périodgjudont chaque motif se comporte comme une
source secondaire réémettant I'onde incidente. Eaiog@icité impose des conditions
d’interférences constructives, qui résulte en desctions privilégiées pour I'émission

d’énergie. On note GF2A le vecteur du réseau réciproque.

Les directions de propagation des ondes réflécleesransmises sont données par:

sin@,,,) =sin(g,) +m

, m=0, +1, +2 (2.34)
n0

n, sin@@,,) = —(no sin(Ho) + m%) , MO, %1, +2

8 h: |
A g : 1\ &r.1 . Ro
«—> 8, ; | g !
! \ o |
|—\ |—\ ! : S
k
[ ] 8 /g% 6o
T—Z I
6., G=21A
\ 8.1
1 :\ TO
: T

Figure 2.8 : Réseau de diffraction et direction d'ssion des différents ordres

[I-1. c) Condition de résonance

Afin d’exciter un mode guidé, il est possible diiser un réseau de diffraction. Le réseau de
diffraction permet en effet d’injecter la lumierars le guide par un ordre diffracté d’angle
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suffisamment grand par rapport a la normale, de sarte que 'onde subisse ensuite une
réflexion totale sur les deux interfaces. De tedligactures sont appelées réseaux résonants et

sont représentées Figure 2.9.

Les biopuces sont congcues de maniere a renforaawnigaste d’absorption. Les meilleures
sensibilités étant obtenues en conditions résosatdepuce est optimisée de maniere a
obtenir un mode guidé localisé proche de I'éléniBalogique a la longueur d’'onde de 280
nm. Ceci permet un recouvrement maximal entre éanghélectrique et I'élément biologique.
Le contraste d’'absorption est déterminé en caltuémnefficacités de diffraction de la puce

dans chacun des ordres avec ou sans élément kjaéogi

A
1 f Ny
2 T T T T hgme Z
3 Ny hy, y
4 hs
ns «
5 nm

Figure 2. 9 : Structure guidante couplée par rése@liaque couche est caractérisée par son
épaisseur et son indice de réfraction. En ce qaceone la couche structurée, la période du réseau

/\ et le rapport cyclique f est aussi a prendre empte.
Pour exciter un mode guidé de constante de propad&t2ine/A, I'onde plane incidente de
vecteur d’'onde k= 2r/A doit arriver sous une incidence telle que la gutipn de sa
composante horizontale sur le guide va permetegciter un mode guidé d’indice effectif
Nes. La direction du vecteur d’onde incident peut &welcongque, mais nous nous limiterons
ici a une incidence dans le plan perpendiculaire Bgnes du réseau. La condition de

couplage au mode guidé s’écrit alors :

: A,
Ny =N, Sing, + mx (2.35)

lI-2. Propriétés des réseaux résonants
La présence de modes guidés est caractéristiquesksux résonants. Au cours de sa
propagation dans le guide d’onde, le mode rayomnbédergie vers le substrat et le milieu

ambiant. Il subit alors une décroissance de forxmomentielle caractérisée par ce qu’'on
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appelle coefficient de rayonnement eff.rhes ondes ainsi rayonnées sont émises dans les
différents ordres de diffraction transmis et réfiéalans le réseau de diffraction.

Les propriétés optiques de telles structures régenadépendent des différents parametres
opto-géométriques de la structure. Pour des stestsimples de type guide d’ondes, les
propriétés optiques peuvent étre formulées de mamiBalytique [Parriaux, 1998][Brioude,
2000]. Dans le cas de structures plus complexefoumalisme analytique peut aussi étre
développé, mais nécessite cependant des approsimaadur la structure afin d’obtenir des
égquations exploitables [Sychugov, 1996]. Un forsrak matriciel basé sur des matrices de
diffusion permet de déterminer les propriétés amsyde telles structures. L'utilisation d’'un
tel outil physique simplifie grandement le calouid de I'empilement de plusieurs couches.Ce
formalisme est basé sur une décomposition desi@udutles équations de Maxwell sur la

base des harmoniques tel que décrit dans la sexttivante.

Il -2. a) Modes de Bloch

Dans une structure périodique, les solutions desatéaps de Maxwell peuvent étre

décomposées sur la base des ondes planes. Le m@&iectt résultant a pour expression :

— i(k//+G)r
E=) Es(2) e*" (2.36)
G
ou de maniere équivalente pour une structure iamtgisuivant la directioy

E= Z E.(2) €m% " (2.37)
m

Le mode est ainsi décrit comme une combinaisoraiiaédes harmoniques couplées entre
elles. La direction d’émission des harmoniques pé&mé visualisée sur la construction
d’Ewald. Pour une harmonique de vecteur d’ongdakcondition de diffraction vers le milieu
ambiant g est donnée par :kG|<npko. Lorsque cette condition est remplie, 'harmoniggée
"propagative”, et diffracte de I'énergie du modedguvers le milieu ambiant. Dans la
condition inverse, 'harmonique est évanescent&sDa cas d’'un mode guidé, I'essentiel de
I'énergie est en général portée sur une des haguesi De maniere a déterminer les
conditions qui seront sensibles a la présence él@ment biologique a la surface de la puce,

nous utilisons un formalisme de matrices de diffosi
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[I-2. b) Matrices de diffusion

» Principe

La structure est décrite en tant qu’'un empilementaliches diélectriques, structurées ou non.
Chaque couche est caractérisée par sa constatdetiigie ou de maniére équivalente par
son indice de réfraction complexg tel queg=ns2. On cherche a déterminer les champs en
sortie de la structure pour chacun des modes dafidéterminer la puissance émise dans une
direction donnée. Le formalisme utilisé pour ceda la matrice de diffusion (S-matrix) qui
permet d’exprimer les champs en sortie de la strach partir des champs en entrée [Li,
1996] [Tikhodeev, 2002]. La matrice S est dévelepmur une base d'onde plane
exponentielle. L'implémentation des codes utiligégté réalisée par A. David a I'Institut
d’'Optique [David, 2006]. Les codes étaient initrant développés pour des cristaux
photoniques de maille hexagonale, dans des prolilfuea d’extraction de lumiere pour des
applications de DELs. Pour nos applications, j@a@té ces codes a des structures réseaux, en
tronquant adéquatement I'espace réciproque et mgié la prise en compte de la loi de
dispersion des matériaux constituants la puce.dleutde la répartition du champ dans la
structure a aussi été implémenté. Le formalismedeatrice de diffusion permet de calculer
les modes de Bloch et de déterminer la réflectieitda transmission de la structure. Les
champs sont décomposés sur la base des harmonRu@schacune des harmoniques, on
calcule sa propagation dans la structure, en tes@mpte des conditions de continuité entre
chaque couche. Les régions d’intérét sont les @rieties-mémes ainsi que les interfaces

entre chacune des couches. Les couches sont neéegd# 0 a N, et on note p leur numéro.

0 QO

1
Q)

O(IO+1) | (p+1)

Figure 2.10: Principe de la matrice S dans la couphe
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» Fonctionnement

La matrice de diffusion S permet de relier les chaen entrée aux champs en sortie. Ainsi,
on a la relation suivanteA,, = SA, .

Le formalisme de la matrice S est récursif et imthélant du nombre de couches de la
structure. La matrice® caractérise la propagation entre les champs dacsuiche p+1 et le
milieu ambiant 0. Son fonctionnement est représemére 2.10 : & opére sur les entrées de
chaque coté de la structure (inp® et P*Y) et donne les sorties de chaque coté de la

structure (output & et 3. La matrice & est initialisée a la matrice unité.

A+(o>l IA_(O)
0 ambiant n_

1 A®l TA®
2 AL ¢ A-@
0 n A0 fao e
V4
p+1 Np+1 A+(p+f) 1 A_(P+1) €p+1 P
N A.(N) A-(N)
N+1  Substrat ng A N+ A-(N+1)
+

Figure 2.11: Le champ dans chacune des couchegeshiposé en une superposition d'onde se propageant
vers le haut A+ et vers le bas A-.

Pour chacune des couches on a la relation (2.38].d® et R.® sont les matrices de
transmission et de réflexion qui donnent les amg@és des ondes dans la couche p+1
résultant de la transmission des ondes se propadeas le sens positif depuis le milieu 0, et
dans le sens négatif depuis la couche p+1 du éalia draversée de I'empilement des couches
0 a p+1. On a une définition analogue poufTet R...

Alp+1) (o) AL) " TP R(P)
+ — p + p - ++ Al
A0 S A1) avecsS ot (2.38)

- - ~+
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» Continuité entre couches voisines

La continuité entre deux couches voisines peut @@erite en définissant une matrice

représentative de l'interfacé”s et une matrice correspondant & la couche p cooemgui

suit S :
AlP+) (z + 0) A(p)(z - 0) ® _g (Mg Y (P (P (P2
* p — S(p) roATP avec s = t, 7 i Tty 21 t, 'ty 2.39
A—O) (Zp - O) A—p+l) (Zp + O) _tzz(p)_ltn( i tzz(p)_l
A(p+l) A(p) tr) (p)
et| =gl ™ avec sP=| "7 (2.40)
e A R '

> Propagation au sein d’'une couche

La matrice de la couche 5P est décrite par :
10 e k(L
=(p) = (p)
TSN L]

Ces éléments permettent d’obtenir de maniére ri¢eulies réponse de la structure avec :
(7 (D= [T+
T++ - t++ [1_ I:2+— rl—+ ] T++ '

_~ -~ . - ~ _l~
R =f ®4f OR ¢ [1_ PR ® 1)] £ ®

a (2.42)
R_+(p) — R_+(p-l) +-|-__(p-l)|-:_+(p) [l— R+_(p-1)r_+(p) -|-++(p-1)

(M —1 (P =~ Mp D[ (»
T 'V =T_ [1—r_+ R, ]t

et avec comme conditions initiale®ss.
Dans le cas d’'une structure réflective, les quésitgui nous intéressent sont les amplitudes

des modes ré émis vers le milieu incident. L’équa®.42 permet de définir les amplitudes
émises vers I'extérieur de la structure comme:suit

AP [T RETAY
A(O)_ a REE) T(E’) A(p+1) (2.43)

Grace a ce formalisme, il est possible de caldeemodes de Bloch, ainsi que la réflectivité

et la transmission de la structure a un angle diemce et a une fréquence donnée. Ceci va
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nous permettre de définir des structures hautesadibles a la présence d’'un absorbant a la

surface de la puce a la longueur d’'onde de 280 nm.

Il - Contraste sur structures résonantes

[11-1. Structures définies

[lI-1. a) Caractéristiques requises

Les structures développées sont des structurestitoées d'un empilement de deux
diélectriques transparents en UV sur un miroir. @@nprécédemment, nous choisissons un
montage en réflexion de maniéreigpbénéficier du double passage de I'onde dans lieuni
absorbant etii) éviter la problématique de transparence de sathdtr fait de la difficulté de
trouver des diélectriques transparents en couch&sgsip (absorption des diélectriques dans
I'ultraviolet sur des couches épaisses).

Selon la période du réseau et la direction de Boimdidente, il existera un nombre variable
d’ordres diffractés vers l'air. Pour I'imagerie 20, est possible d'utiliser un ordre de
diffraction émis dans une direction voisine a lanmale de I'échantillon. Il peut aussi étre
intéressant de profiter d’'une configuration prodbeda configuration Littrov,=6.;.

De maniére a obtenir un bon confinement du chaneptré@imagnétique a proximité des
éléments biologiques, les éléments biologiques lemalisés sur une couche de diélectrique
de fort indice, déposé sur un diélectriqgue de phsindice. La configuration choisie étant un
montage en réflexion, ces couches sont déposéesinsumiroir permettant de renvoyer

I'énergie émise dans les ordres diffractés en tnisson.

[1I-1. b) Influence des différents parametres du r&eau

Les différentes caractéristiques définissant lacttire sont :
- les matériaux caractérisés par leur indice complexe
- les épaisseurs des couches
- le facteur de remplissage f
- la période du réseah,

- la profondeur de gravurg/e
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Le milieu ambiant a aussi une influence sur le contgment résonant de la structure. Selon le
choix de ces parametres, on pourra définir unetsirel sensible a la présence d’'un élément
biologique a 280 nm [Rosenblatt, 1997]. Toutesskesctures présentées dans ce manuscrit
correspondront a une optimisation réalisée en galéon TE. Dans le choix de la structure, la

résolution instrumentale ainsi que I'étendue spatthi mode seront a prendre en compte.

Ceci sera discuté en fin de chapitre.

> Matériaux

Comme il a été souligné auparavant, un fort cotdgradndice entre les deux matériaux
permettra un meilleur confinement de I'onde guidétedonc un meilleur renforcement de
contraste. Cependant, dans l'ultraviolet, la plupl®s matériaux de haut-indice usuellement
utilisés dans le visible sont absorbants (dioxyddithne TiQ, pentoxide de tantale T&).
L’'oxyde d’hafnium (n~2.2) Hf@ le diamant (n~2.42) ou le nitrure de silicium Sshnt
cependant de bons candidats. Les matériaux trarggatans I'UV dont nous disposons sont
la silice (sonm~1.5) et le nitrure @@onm~2) en dépdt PECVD (Plasma Enhanced Chemical
Vapor Deposition). En ce qui concnerne le miroir Bguel on dépose ces matériaux, on

choisit un miroir de silicium d’indicesgonni~1.86 + 4.49i et de réflectivité R=0.73.

> Epaisseur des couches diélectriques h

La réponse spectrale d'un réseau résonant monsréodmes de type Fano [Fano, 1961], de
symétrie différente selon I'épaisseur de diéleagigonstituant la structure [Fan, 2002]. On
choisit une épaisseur totale de diélectrique egér&ment supérieure a I'épaisseur quart
d’onde. Ainsi, on peut tirer profit de la dérivéesfiive de la réflectivit®dR(A)/0A . Dans ce
cas, le contraste di au déphasage vient alors roenfde contraste d’absorption (voir
discussion plus loin). De plus, en se placant asivage de la condition quart d’onde, en
dehors de la résonance, on bénéficie du fadtedrd’augmentation du contraste, qui reste un
avantage pour de larges résolutions angulairepetirales. Afin que I'onde soit confinée a la

surface du guide, I'épaisseur de la couche guidamidoit pas étre trop élevée.
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» Facteur de remplissage ("duty cycle")

En ce qui concerne le rapport entre les surfacaségs et non gravées, pour des rapports
compris entre 0.35 et 0.65, I'efficacité de diffian de la structure est peu modifiee. Par
contre, on aura un meilleur recouvrement entrendanp et I'élément biologique si la surface
gravée est supérieure a la surface non gravéeffénlallure du mode guidé dans le milieu
ambiant est une onde évanescente, dont le maxinsusiteé dans le milieu diélectrique de
haut indice. Ainsi, on aura une interaction plugtdosi I'élément biologique est

essentiellement localisé au fond du réseau.

> Profondeur de gravure

La profondeur de gravure du réseau controle dineete I'efficacité de diffraction et la
finesse de la résonance. Le domaine d’angle peanete se coupler au mode sera d’autant
plus important que la résonance est large. Plpsomndeur du réseau est importante, plus le
mode va étre étendu spatialement suivant la dineati Par contre, du fait de la conservation
de I'énergie, si le mode est plus étalé spatialéndans la structure, I'intensité du champ
électriqgue la ou est localisé I'élément absorbastt pus faible. Ainsi, on a une moindre
influence de I'élément biologique et un renforcetrduncontraste plus faible. La finesse de la

résonance est discutée en fin de ce chapitre.

» Indice du milieu ambiant

Pour un guide d’onde asymétrique, le maximum durgha&lectrique du mode guidé est
localisé plus proche du milieu environnant d’'indieelus élevé. L’'indice optique du milieu

ambiant est déterminant en ce qui concerne la tidpardu champ de I'onde guidé et les
conditions de résonance. Plus l'indice du milieviemnant est élevé, plus le maximum du
champ sera localisé proche de ce milieu, ce qui @éne exploité pour favoriser les

interactions avec la couche biologique. Dans leggires qui seront présentées ici le milieu
ambiant est I'air. Le mode a donc tendance a plles vers la silice d’indice n~1.5 que vers
I'air. L’élément biologique étant situé a la sudage la puce, un indice du milieu ambiant
plus élevé permettra un meilleur recouvrement datolhamp et I'élément biologique, et donc

une meilleure sensibilité.
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[lI-1. c) Propriétés

Les structures définies ont une épaisseur totalkoddre de la longueur d’onde. On choisit
une épaisseur de silice de 140 nm, et une épaisgeumitrure de 78.4 nm de maniére a
confiner le champ a la surface de la structurepéeaode de la structure va permettre de
définir les directions de diffraction des ordrefiéeéhis. La profondeur de gravure est de 20
nm, ce qui est un bon compromis pour obtenir unenboefficacité de diffraction, et une
finesse de résonance a la fois sensible et conpatilec I'imagerie.

Cette étude étant réalisée en vue de la caradiénsxpérimentale suivante, nous prenons en
compte les lois de dispersion des matériaux, cioetnegnt a ce qui était fait dans le cas 1D.
Par simulations électromagnétiques, il est possibl@éterminer la réponse spectrale d’'une
structure, ainsi que sa sensibilité a la présehae éément biologique. La période est de
I'ordre de 280 nm. Comme on le verra sur les diagnas d’Ewald, avec une telle période,
les modes guidés auxquels nous allons avoir aftifféreront de 3G (ou G =12A). Ainsi,

en terme de repliement et de comptage de brandces ld zone de Brillouin, nous irons
jusqu’au 3eme ordre, ce qui donne une apparenagveshent complexe au diagramme de
bande, mais constitue le prix pour travailler "deatent” au-dessus de la ligne de lumiére
(ordre 0 et -1).

Pour notre application d'imagerie, nous prenonsa@npte la direction d’émission des ordres

de diffraction. Pour un réseau de périddet un mode d’ordren, on a:
n, sin(@,) = n, sin(4,) + m%.

Ceci peut étre visualisé sur les représentatioisvald. Les premiéres structures définies
avaient une épaisseur de silice de 140 nm et ét@eouvertes de 78.4 nm de nitrure, pour un
indice du nitrure de 1.956 et un indice de la silie 1.495. Une caractérisation plus fine de la
relation de dispersion sera présentée dans le girochapitre.

Cette présentation se base sur un formalisme decmate diffusion. Un formalisme plus
phénomeénologique aurait aussi pu étre utilisé [Bgok, 1996] mais avec des expressions
analytiques compliquées du fait de la complexiténd&e structure (nombre de couches,
miroir, nombre d'ordre afin d’avoir deux ordres fdittés dans le milieu ambiant). Le
diagramme d’efficacité de diffraction de la struetyprésentée ici est donnée Figure 2.12 en

coordonnées (u, k//) aveg Bonné en unité inverse de période, pour une gakion TE. Sur
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cette courbe, nous donnons aussi les droites pomdant a la ligne de l'air et des milieux
diélectriques, d’équations (k//=1/tth u)), avecn indice du milieu considéré. Les points

correspondants aux structures réalisées sont i@elsgsur cette figure.

» Premiéres structures de péridte280 nm

Les premieres structures étaient concues de maai@ermettre une mesure de l'ordre -1
proche de la direction normale a I'échantillon. Pon éclairage vers 42°, ceci correspond a
une direction d’émission de 'ordre —1 de —20°.s €enditions d’éclairage correspondent au
croisement entre le mode guidé de la silice etdderguidé du nitrure. Ceci correspond a une
zone ou les couplages entre harmoniques sont pitss €’est une cause supplémentaire qui
tend a rendre les diagrammes de bandes (ou lesscdée réflectivités qui en sont les
analogues) plus riches et plus complexes a analyser

Les résultats de modélisation électromagnétiqudsstaractérisations expéerimentales de ces
premieres structures ont été reportés dans undcatibh [Robin, 2009]. Les structures
fabriquées visaient une épaisseur de silice dent @t I'épaisseur de nitrure déposée était de
78.4 nm. En réalité lors de la fabrication, lesigg®urs des couches étaient de 135 nm pour la
silice et 94 nm pour le nitrure, donc un peu suee a I'épaisseur optiqgue désirée. Ceci
implique que I'on ne peut bénéficier de la pentsipe 0R(A)/0A puisqu’on est situé sur
un minimum de réflectivité dans les puces fabriguBgérimentalement.

Par retour sur ce premier design, nous avons dpted& structure. En effet, dans cette
premiere structure, la finesse de la résonance0an28 n'était que de ~40, ce que nous
attribuons a la proximité d’'un couplage vers d’astmodes guidés (ici le mode de la silice) et

des pertes vers les harmoniques rayonnantes giéicaulent.

» Structures de périod®=270 nm.

En gardant le méme support de couche, mais enaddpt période de 280 nm a 270 nm,
nous nous sommes éloignés de cette condition dplages entre modes. Il a alors été
possible d’adapter la structure a nos exigencegrarpntales. Les analyses présentées ici
correspondent a cette seconde structure (épaidseaiitrure légerement inférieure de maniéere

a étre sur un pente montardB(A)/0A). Cette structure nous suivra ensuite tout au kbag

cette étude.
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Figure 2.12 : Diagramme d’efficacité de diffractide la structure

(a) Premiéres structuresA=280 nm

0 speculaire

+1 guide

(b) Structures recentrée A=270 nm

0f8peculaire
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Figure 2.13 : Direction d'émission des ordres ddrdiftion pour une résonance excitée a la longue€onde
A=280 nm (a) Pour une structure d&=280 nm, a un angle d’incidence de 42°, I'anglediraction —1 est
émis a —20° par rapport a la normale a I'échantillgh) Pour une structure dd=270 nm de période, et un
angle d’incidence de 38°et un angle d’émission;atdre —1 de —25°.
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» Efficacité de diffraction

Les codes basés sur les matrices de diffusion penmele calculer I'efficacité de diffraction
pour chaque condition incidenta, (0). Les efficacités de diffraction sont calculées en
présence et en I'absence de couche biologique.al@nle ensuite le contraste induit par la
variation de réflectivié au niveau des spots bimjogs : CAR/R. Les structures réalisées
sont constituées de nitrure sur silice sur silicildin ce qui concerne la couche biologique,
elle est définie comme une couche d’épaisseur dapgitaire ks d’indice complexe £
[Kunz, 2000]. Le dépbt éventuel sur les bords detsleu réseau n’est pas pris en compte
dans notre modele mais pourrait I'étre facilemantcensidérant un facteur de remplissage
différent.

Dans ce chapitre, nous décrivons une structureildensermettant de centrer la longueur
d’onde de 280 nm et de bien comprendre nos chopademétres. L'épaisseur de diélectrique
est légerement inférieure a celle des structuresigiaées pour permettre une meilleure
sensibilité.

De la méme maniére que précédemment, on consitirerd un contraste induit par I'effet
d’absorption uniqguement. Nous analyserons enstafitett du contraste d’indice sur les
spectres de réflectivité. Les cas considérés sentigues a ce que I'on avait pour la structure
quart-d’onde. L'absorption sera toujours de 5%1fais I'indice optique de la protéine sera
de 1 ou de 1.5 selon gque I'on souhaite avoir urhdgépge da a I'indice ou non. La loi de
dispersion de la protéine n’est pas prise en compte maniére a avoir une absorption et un
déphasage induit par la protéine constant sudeéadibmaine de longueur d’'onde. De la méme
maniere que précédemment, deux cas seront corsjoléué I'indice réel de 1.5 : une couche

de 0.5 nm d’épaisseur et une couche de 2.5 nmidsma.
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l1I-2. Contraste d’absorption en réflectivité

[1I-2. a) Spectre de réflectivité

Comme nous le confirmerons par la suite en noésdasant au profil des harmoniques, les
conditions les plus sensibles a la présence d’'anehe biologique sur la puce correspondent
a I'excitation du mode guidé dans le nitrure. Lemlage se traduit par une forme résonante
sur le spectre de réflectivité. Nous donnons Fidlfel I'efficacité de diffraction (a) dans
I'ordre O et (b) dans I'ordre —1 obtenu pour unadition d’éclairage de 38°, correspondant a
I'excitation du mode guidé dans le nitrure a lagoeaur d’'onde de 280 nm. L’efficacité de
diffraction est déterminée en 'absence et en mesa’'une couche biologique d’épaisseur
0.5 nm, et d'indice de réfraction n=1+0.2i, corspant & une absorption de 5%1®n
observe que l'efficacité de diffraction est dimieugn présence d’éléments biologiques a la
surface de la puce. Par contre, les conditiongsi@nancek;, 6;) ne sont pas modifiées.

A partir des spectres de réflectivité, il est poigside déterminer le contraste ARRyuce
ainsi que lI'amplification de contrasfe=C/(al). Le contraste est donné sur I'ensemble du
spectre Figure 2.14. A l'ordre 0, on obtient un tcaste de 0.3, correspondant a une
amplification de contraste de=60. A I'ordre —1, on obtient un contraste de Osbit une
amplification de contraste de 23. Notons que I'afigation de contraste est moins bonne sur
I'ordre —1 que sur l'ordre 0. Ceci s’explique pardéfinition du contraste, ou I'on normalise
par la réflectivité. L’amplification de contrastearimale est ainsi obtenue au minimum de

réflectivité.
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Figure 2.14 : Efficacité de diffraction en présen@murbe noire) et en I'absence (courbe rose) d'éléme

biologique sur la surface. Le contraste 4R/R est aussi donné en bleu sur ces figures (a) Pouiré O,
I'amplification de contraste maximale est de 6@respondant a un contraste ¢=0.3 (b) Pour l'ordre excité a
une incidence de 38°, on a un contraste de 0.4tlyse amplification de contraste de 23.

Les cartes d’efficacité de diffraction sont repréées Figure 2.15 pour les (a) ordre 0 et (b)
ordre -1. Ces cartes sont en fait la juxtapositienchacun des spectres tels que montrés
Figure 2.14 représentés cote a cbte pour reformeaite de I'efficacité de diffraction en
échelle de couleur.

Ceci permet de déterminer les conditions les plessibles a la présence d’éléments
biologiques et d’observer et identifier les modagdgs. En calculant les efficacités en
présence et en l'absence d’élément biologique, ent mléterminer les variations de
réflectivités induites, ainsi que le contraste Caghplification du contrast€. La Figure 2.15
donne la carte d’amplification du contraste obteauéordre O et a I'ordre —1. Les modes
guidés dans la silice et dans le nitrure de silicisont indiqués par des fleches sur cette
figure. Avec ces structures, il est possible d’alstdes amplifications de contraste de I'ordre
de 60 & l'ordre O et de 25 a l'ordre —1. Des ama&lions de ces structures sont possibles
(changement des matériaux diélectriques, biopumagibnnant en solution, miroir présentant
moins de pertes...). Cependant, de telles amplifinatide contraste semblent déja
intéressantes. Nous allons maintenant nous ingrada répartition du champ électrique dans
la structure lors du couplage au mode guidé, adinméttre en évidence le recouvrement du
champ électrique et des éléments biologiques aisapour le mode de la silice et celui du
nitrure. La modification d’amplitude du champ ddasstructure en présence et en I'absence

d’éléments biologiques sera aussi observée.
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(a) Efficacité de diffraction R (b) Amplification contraste a I'ordre O
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Figure 2.15 : Diagramme de réflectivité§ ) et amplification du contraste obtenus dans lesesd
de diffraction —1 et 0. Les modes guidés dandilzeset dans le nitrure sont indiqués par des f&gh
ainsi que la condition Littrow, correspondanté=6-;. Sur la carte d’amplification des contrastes,
on peut noter que le mode guidé dans le nitrurephss sensible a la présence d'un élément
absorbant. Les directions d’émission de I'ordreseht indiquées par les abaques gris pointilléss
échelles de couleurs utilisées sont différentes podre R, et I'ordre R.

[1I-2. b) Modes guidés
Comme observé sur les cartes de réflectivité, ldemguidé dans le nitrure est plus sensible a

la présence de I'élément absorbant. En effet, lelemest localisé proche de I'élément
biologique et interagit par conséquent plus fortetnaeec lui.

Nous donnons Figure 2.16 et 2.17 le profil des magledés dans la structure dans la silice
puis dans le nitrure, en présence et en I'abselatsalbant sur la puce. Le mode guidé de la
silice peut étre excité en I'éclairant a la longudionde A=280 nm, et6=-11°. Le mode
guidé dans le nitrure est quant a lui excité emienit la puce a un angle d’incidengée
38.1°.

L'interaction est étudiée avec un élément biologiciabsorption 5x18 (soit 10 fois
supérieure aux autres simulations de maniere a meitement I'effet de I'absorption).
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L’analyse des spectres de diffraction au voisindgela résonance a montré que seule
I'efficacité de diffraction est affectée, alors qles conditions de résonance sont peu
modifiées. Ainsi, on observe l'effet de I'absorbantr le profil des harmoniques dans les
mémes conditions\(, 6,).

En ce qui concerne le mode guidé dans le nitrurgu(é 2.16), le profil des champs des
harmoniques met en évidence que I'harmonique ms=stllee plus intense. L’harmonique
fondamentale correspondant au champ de l'onde entéd dans le cas d’'une puce non
structurée est peu affectée. La construction d’Hwakmet de confirmer que les harmoniques
+1, et —2 sont guidées dans le nitrure, et intesagit avec la couche absorbante sur la
surface.

En ce qui concerne le mode guidé dans la siliaguf€i2.17), le profil du champ électrique de
I’'harmonigue m=0 a une forme et une période retatient identique a ce qu’on obtiendrait
lorsque la puce ne présente pas de réseau surfé@esuLe profil du champ électrique de
'harmonique m=+1 présente une amplitude relativeménportante par rapport a
I’'harmonique fondamentale (2.5 fois plus importamie celui de I'harmonique fondamentale
la ou est localisé I'élément biologique). Les hamimgaes d’ordre m=+2 et m=-1 sont
localisées dans le nitrure mais ont de faibles anuas. L'essentiel de I'énergie étant localisé
loin de I'élément absorbant, I'effet de la coucheldgique est faible. Ceci s'observe sur le
profiil des harmoniques et se retrouve sur la calte réflectivité ou l'on voit que

I'amplification de contraste est peu élevée pountale guidé dans la silice.
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Figure 2. 16: (a) Construction d’Ewald et (b) profil module du champ des harmoniques pour un modk gui
dans le nitrure 4=280 nm, 8=38°), avec et sans élément biologique (couleus fincées pour les simulations
en présence d'élément biologique). Afin de bien Veiifet de I'absorption, on considére ici un éléme
biologique d’absorption 2.5% (indice 1+0.2i sur uépaisseur de 2.5 nm). (c) Module du champ E ifc) e
I'absence et (d) en présence d’éléments biologigueta puce
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(a) Construction d’Ewald (b) Profil des harmoniques
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Figure 2.17 (a) Construction d’Ewald et (b) profil diodule du champs des harmoniques pour un mode guid
dans la silice /=280 nm,8=11°), avec et sans élément biologique (couleus jiduncées pour les simulations en
présence d'élément biologique). Afin de bien veiffét de I'absorption, on considére ici un élémgntogique
d’'absorption 2.5% (indice 1+0.2i sur une épaissdar2.5 nm). (c) Module du champ E (c) en I'abseidd)

en présence d’'éléments biologiques sur la puce
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Il — 3. Effet partie réelle/absorption de I'élémen biologique

Comme dans le cas de la structure multicouche, donsons ici la réponse spectrale de la
puce couverte d'un élément biologique d’indice 1&p.2i, (b) 1.5+0.2i sur une épaisseur de
0.5 nm et (c) 1.5+0.04i sur une épaisseur de 2.5 nm

Sur la Figure 2.18, on donne la réponse spectiaie tordre 0 en présence et en I'absence
d’éléement biologique, ainsi que la valeur absoluecdntraste obtenu. La réponse spectrale
observée résulte a la fois des effets d’absorgiates effets de contraste d’indice.

Dans le cas d'un contraste d’absorption (Figure82(4)) le contraste est positif. La
modification de signal induite par I'élément bioigge est une diminution de l'efficacité de
diffraction sans changement de fréequence.

Avec un déphasage sur une épaisseur de 0.5 nmrgFigd8 (b)) le contraste est
essentiellement positif, sauf au niveau du picésmance ou on a une |légére inversion de
contraste. Le contraste maximal obtenu est de ¢b88&e 0.3 pour un contraste d’absorption
uniquement, soit une amplification du contrast&@deu lieu de 60. Ainsi, I'effet de I'élément
biologique résulte d’'une combinaison des effetdstaption et de déphasage, mais I'effet
d’absorption reste prédominant sur le signal meshuéniveau de la pente la plus forte de la
courbe de résonance, on a inversion de contraste madécalage est de 0.05 nm au
maximum de I'inversion, alors qu'il est dix foisprieur en dehors de la résonarice fait
que le contraste reste essentiellement positidessi d0 au fait qu’on ait placé la résonance

de Fano sur une pente positi?B(A)/9dA . Ainsi, en dehors du pic de résonance, le comtrast

est forcément positif lors d’'une translation dedarbe vers les grandes longueurs d’onde.
Dans le troisieme cas (Figure 2.18 (c)), pour ymeisseur de 2.5 nm, le déphasage da a la
partie réelle de l'indice optique est élevé. Aingssentiel du contraste est di au décalage
spectral de la courbe et non a la modification fita€ité de diffraction du fait de
I'absorption. Le contraste maximal est obtenu supénte maximale de la résonance. La
valeur de contraste maximale est obtenue en coamtraggatif (spots clairs sur fond noir
d’apres notre définition). Le contraste est alas0dB, soit une amplification de contraste de
160. Cette amplification est obtenue la ou la pehtepic de réflectivité est maximale. La
courbe de résonance a une forme asymétrigue deRgpe. L'amplification de contraste
maximale obtenue en contraste positif est de 1a5dleur du contraste est alors de 0.62. Le

contraste maximal est aussi obtenu la ou 'on@ua forte pente sur la courbe de réflectivité.
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Cependant, la pente étant ici moins importantened une amplification de contraste moins
élevée.

La Figure 2.19 donne les efficacités de diffractiofiordre —1. La forme Fano a une allure
« symétrique » a ce qui est obtenu sur la réfleétispéculaire. Ainsi, le contraste a une
influence inverse sur le contraste par rapporaldsiorption. En ce qui concerne l'efficacité de
diffraction sur I'ordre —1, dans le cas (a) en preg uniquement d’absorption, le contraste est
comme attendu positif. On obtient une annulationola I'efficacité de diffraction est
guasiment nulle. Dans le cas (b), on a une inverdecontraste due au contraste d’indice au
niveau et en dehors de la résonance. Cet effetat$ion de contraste est renforcé dans le cas
(c), puisqu’'on a un déphasage 5x supérieur au lgasD@ans les trois cas, on observe
cependant bien une diminution de I'efficacité diraction sur I'allure globale de la courbe.
Ainsi, I'effet de I'absorption a une signature noégligeable sur les efficacités de diffraction
obtenue sur 'ordre -1.

On retrouve que les tendances entre absorptiondatel changent lorsqu’on passe a des
épaisseurs encore tres petites dewantomme c’était déja le cas pour les structurestqua
d’onde, malgré les complexités supplémentaire daaé résonant. Dans tous les cas analysés,
bien qu'étant uniquement de 5x30l'effet de I'absorption a un effet notable sus le
efficacités de diffraction, et pourra étre explgtaur I'imagerie, en étant renforcé par un effet

d’indice le cas échéant.

103



(@) Ry, Nus=1+0.2i, h=0.5nm  |(

R,

- Ru protéine

Réflectivité

290 300

2é0
A (nm)

270

b) Ry, Nyp=1.5+0.2i, h=0.5 nm

Réflectivité

290 300

(€) Ry, Nups=1.5+0.04i, h=2.5 nm

C=0s8 !

0 protéine

Réflectivité

270 290 300

Figure 2.18: Profil de la réflectivité spéculaireewv(1) couche de 0.5 nm, avec comme indice dectiéfnan =
1+0.2i (2) couche de 0.5 nm, avec comme indicg&filaction n =1.5+0.2i (3) couche de 2.5 nm, avemme

indice de réfraction n =1.5+0.04i
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Figure 2.19: Profil de I'efficacité de diffractionl@rdre —1 avec (1) couche de 0.5 nm, avec comuiee de

réfraction n = 1+0.2i (2) couche de 0.5 nm, aveocene indice de réfraction n =1.5+0.2i (3) couche2denm,
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IV - Finesse de la résonance

IV — 1. Position du probleme

La possibilité d’influer sur les propriétés du rseésonant en faisant varier ses parametres
opto-géométriques est un avantage majeur de ceststs. Les guides d'onde de forte
finesse correspondent aussi a une longue distangeoghagation, c’est a dire que I'onde est
confinée a la surface et interagit avec I'élémeatolgique plus longtemps. L’excitation du
mode guidé impliqgue dans ce cas une faible largpectrale et angulaire. L’éclairage en
condition résonante est généralement réalisé anecsaurce laser, de faible divergence et
largeur spectrale. Cependant en imagerie, le "$peek le colt des sources lasers sont
problématiques. Lorsque I'éclairage n’est pas séadivec une source laser, une sélection en
longueur d’onde et en angle est nécessaire, d’eudiminution du flux par rapport au flux
total de la source. Un compromis est donc a troewgére forte sensibilité théorique obtenue
pour des résonances de fort facteur de qualiténesstiffisant. Dans notre cas, I'éclairage en
conditions résonantes est réalisé avec une sounerX filtrée sur une largeur spectrabe

par un spectromeétre a réseau. Le faisceau estetdliet a pour largeur angulaire a mi-
hauteurAB. Nous discutons ici le compromis entre réseau fogtgmmésonant et résolution

instrumentale.

IV- 2. Limites dues aux résolutions expérimentales

Les résolutions angulaires et spectrales sont nsgiiabes d’'un amortissement apparent de la
courbe de résonance, c'est a dire d’'une diminuties finesses des résonances, et donc une
moindre sensibilité.
Afin de prendre en compte la résolution instrumiensarr les signaux calculés, on réalise une
convolution entre une fonction de sensibilité instentale SX) et le signal réfléchi. La
résolution angulaire ®] est aussi prise en compte par le méme type denent. La
réflectivité mesurée dans 'ordre O est ainsi denpér I'expression suivante :

R, = R(6,,4.)0G(8) O S(A) (2.50)
En ce qui concerne 'ordre de diffraction —1, it agsssi nécessaire de prendre en compte la

direction d’émission. Ceci est réalisé en convdwaec une fonctiod(6,A) qui peut étre de

105



forme gaussienne correspondant aux directionsatéle par le détecteur. Ainsi, le signal
mesuré par le détecteur aura comme expression :

R,=R,(6,4)0S(A)0GE) TIE',A1)

R, =R,(4,4)0SA)0G'@,6',1) 50
ou la fonction G’'0,6’,A ) prend en compte la direction de diffraction.

La distribution angulaire du faisceau incident &gbposé de forme gaussienne et s’exprime

alors :
1 1(6-6.)
GO = expg-—~——~ 2.52
© N2mne F{2 Ag* ] (252

En ce qui concerne la résolution spectrale, sofirend la réponse instrumentale elle-méme si
la mesure expérimentale est disponible (en noramlifintégrale a 1), soit de la méme
maniére que pour la résolution angulaire, on etiisissi une fonction gaussienne de largeur
spectrale a mi-hautedyA. Cette seconde solution permet d’avoir une formmraune pour
toutes les résolutions instrumentales. Elle esindernpar I'expression 2.53 et sera utilisée

dans les résultats présentés ici, en considéranadgeurs spectralda\=1.5 nm et dé&A=10

nm.
1 1(A-A)
S(A) = expg-—~~—~"-_ 2.53
) NP r{ 2 AR J (259

IV-3 Finesse et résolution instrumentale

Nous comparons ici les réponses spectrales obtgraugsdeux profondeurs de corrugation
différentes, de 7 nm et 20 nm respectivement. lodopdeur de corrugation agit directement
sur la finesse de la résonance. Une descripti@mghénologique des propriétés de notre
structure permet d’exprimer les largeurs angulatespectrales de la résonance directement a
partir des parametres opto-géométriques de latsteuet du coefficient de rayonnement
[Sychugov, 1989]. Notre analyse est ici basée 'sxploitation directe des efficacités de
diffraction. On définit la finesse F ¥AA en prenant poukA la largeur spectrale du flanc le
plus abrupt de la réflectivité.

Afin de mettre en évidence la contribution de lafpndeur de corrugation uniquement, on
adapte la géométrie du guide d’onde afin d’obtemie configuration équivalente. En effet,

lorsque la profondeur de corrugation est modifiéedice effectif du guide varie, ainsi que
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son épaisseur. Pour observer le role de I'épaisseworrugation, on adapte I'épaisseur des
couches afin de conserver I'épaisseur équivalemguiie d’onde.

Nous donnons Figure 2.20 la réponse spectrale ebtgaur deux épaisseurs de corrugations
différentes : la premiéere est de 7 nm, alors queet@nde est de 20 nm (cas détaillé dans la
section précédente). Le premier cas correspondeafinesse F~800, alors que le second
correspond a une finesse F~200. Pour simplifiedlssussions, on ne prend ici en compte
gue la résolution spectrale, mais la prise en cenga la résolution angulaire a un effet
similaire. Les largeurs spectrales considérées 6nmm et 10 nm. Nous présentons d’abord
les résultats obtenus a I'ordre 0 (Figure 2.20 (@)js a I'ordre de diffraction -1 (Figure 2. 20
(b))

Sur la Figure 2. 20 (a) et (b), on voit que lorsquprend en compte la résolution, spectrale
I'amplification de contraste d’absorption obtenu¢'ckdre O pour la corrugation de 7 nm
passe d€=160 al =21 pour une largeur spectrale a mi-hauteur denth5etl"'=6 pour une
largeur spectrale de 10 nm. Pour la corrugatio@@em, I'amplification passe de=60 a
=43 pour AA=1.5 nm, etl'=8 pour une résolution de 10 nm. Ainsi, si en tledes
meilleures finesses correspondent aux meilleuresilsiétés, on voit que dés que I'on
considére les réponses intrumentales, les chifioes nettement dégradés. Pour un éclairage
en condition résonante de largeur spectrAbe=1.5 nm (correspondant a un temps
d’intégration de 1 Hz pour remplir la capacité awee LED filtrée) la structure la moins
résonante (F~200) donne de meilleurs résultatxellela plus résonante (F~800).

Sur la Figure 2.20 (c) et (d), on donne l'efficacde diffraction et les amplifications de
contraste obtenues a I'ordre -1 pour une profondeucorrugation de (a) 7 nm, et de (b) 20
nm. L'amplification de contraste maximale obtenwst [e=86 ; elle passe &=36 pour la
résolution deAA=1.5 nm et & =12 pour la largeudA=10 nm.

Pour la corrugation de 20 nm, le signal réflécHioédre -1 permet des amplifications de
contraste dd =23 sans prendre en compte la résolution spectramindée ar=21 pour
résolution de 1.5 etla=8 pour une résolution de 10 nm.

Les valeurs des amplifications de contraste sargt @levées pour la corrugation la plus faible.
On observe aussi que l'efficacité de diffractioh msttement inférieure dans le cas de la
corrugation de 7 nm.

En effet, le faible niveau du signal, augmentedetiaste calculé. Pour la corrugation de 7 nm

on a une efficacité R=0.14, alors que pour la corrugation de 20 nm dR;a0.42. Le
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contraste étant défini par GR/R augmente la valeur de contraste mais corresposs a un

faible rapport signal sur bruit, et donc une mdinane sensibilité.

(a) Efficacité de diffraction & I'ordre Ogh,&7 nm (b) Efficacité de diffraction a I'ordre 044,&20nm
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Figure .2.20: Efficacités de diffraction (a) et (lgrtb les ordres 0 et (c) et (d) dans I'or-1 pour différentes
épaisseurs de corrugation ; gravure de 7 nm, avgre sur 20 nm. Sur chacune des courbes, ongepté le

contraste pour différentes largeurs spectra®=0nm (rouge)A44=1.5 nm (vert), e1=10 nm (bleu)

Les résolutions instrumentales influent fortemeunt B contraste. Ainsi, des trés fortes
sensibilités obtenues en théorie pour des réseasxrésonants peuvent correspondre en
réalité & de moins bonnes sensibilités expérimentdDans I'ultraviolet, bien qu’en plein
essor, les composants permettent de faibles flugs valeurs d’amplification de contraste
sont largement diminuées lorsqu’on prend en comegtéargeurs spectrales et/ou angulaire du
dispositif de mesure. Nous verrons aussi dansdpitrie 4 comment il est possible d’exploiter

toute la largeur spectrale d'une DEL en pré-dispdrs’'éclairage. Les progres dans
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l'ultraviolet permettront sans doute des résolwgi@ngulaires et spectrales plus fines et

ameélioreront ainsi les sensibilités obtenues erpEmtalement.

IV — 4. Finesse et résolution spatiale

Un autre aspect a prendre en compte en imagerie Ipsuréseaux a forte finesse est la
longueur de propagation du mode. Une distance @gagation élevée signifie que la distance
sondée par I'onde est grande. Le signal mesuréndége 'ensemble des propriétés optiques
vues par le mode lors de sa propagation. La résnlgpatiale en imagerie est alors perdue
dans la direction de propagation du mode. Cecidita surface du spot exploitable, et donc
la quantité d’information qui peut étre contenuelalpuce.

L’étendue spatiale du modéx est d’autant plus importante que le mode estn@so
L’étendue spatiale du mode et la finesse spectaie reliées par la vitesse de groupe. La
vitesse de groupe correspond a la vitesse de patipagiu mode définie par :

o _ C N , . I , .
Vy :& =—, ou c est la vitesse de la lumiere ngt’indice effectif du mode. L’étendue
n

9
spatiale du mode est définie comme la distanceqaelle 'amplitude a été divisée par 2
[Yeatman, 1996].
Elle est donnée paXx =In(2)FA/ny. (2.54)
L'indice effectif de notre pucegrest de I'ordre de 2 (déterminé par la pente duengddé
sur la carte d'efficacité de diffraction. Ainsi, ypoles deux épaisseurs de corrugations
étudiées, correspondant a une finesse de 800 gaw=h7 nm, et une finesse de 200 pour le
réseau gravé de 20 nm, on a une étendue spatimdeAx de 80 um dans le premier cas,
et de 20 um dans le second cas. Cependant, dadsni@ine de la biodétection, la
miniaturisation et la densité d’'information soninpordiales. Les applications des réseaux de
diffraction a la détection d’éléments biologiqueveloppés exploitent & notre connaissance
des résonances de fort facteur de qualité [CotB663] [Cunningham, 2002]. Ceci peut
permettre de fortes sensibilités en spectroscopi¢a daille de la surface sondée est
suffisamment grande. Cependant, dans l'ultraviaietys bénéficions de la courte longueur
d’onde qui permet d’avoir une étendue spatiale failde, cette derniere étant proportionnelle
a la longueur d’'onde. Cet aspect sera rediscutéhapitre 4, avec un support d’images

simulées permettant de visualiser I'effet de I'éiiem spatiale du mode.
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V - Conclusion

L'imagerie de puce comportant des éléments biolaegg sur sa surface nécessite
I'observation de tres faibles variations de sigAahsi, de maniere a augmenter la sensibilité
de la détection, il est possible d’amplifier legiggons de signal induites par les éléments
biologiques. Ceci est réalisé en modélisant puibriquant des biopuces qui vont permettre
d’amplifier le contraste d’absorption.

Le point de départ de cette thése était d’'étudigrertinence de I'exploitation des propriétés
d’absorption des éléments biologiques dans I'uitiat. Ainsi, le contraste d’absorption a été
étudié et modélisé dans un premier temps. L'absorpgétant quantifiable et pouvant étre
déterminée a partir de la séquence en acides aminégs protéine ou en nucléotides d’un
brin d’ADN, une détection basée uniquement surskaption serait trés intéressante en
biologie. En effet, aussi bien en détection pasmlan de surface que dans I'utilisation de
réseaux résonants en biodétection, la détectidmasste sur la partie réelle de 'indice optique
qui est une valeur mal tabulée et dépendante enpérature.

Cependant, les effets d’absorption et de déphasage indissociables lors de I'étude des
variations de réflectivité. Ainsi, basée sur deswations électromagnétiques, nous avons mis
en évidence les deux effets, et montré la présdaamntrastes plus importants en présence
d’absorption (contraste positif plus fort que caste négatif d’apres notre définition du

contraste 2.1).

Les premieres structures étudiées consistaient een stkuctures simples quart d’onde,
permettant d’amplifier le contraste par un fact€m(1+r)?/r. Bien que tres simples, ces
structures nous ont permis d’évaluer les limiteseiasibilité et la capacité de fonctionaliser
les biopuces avec une monocouche de protéine. dussi été mis en évidence que
'augmentation du contraste de réflectivité n’és proportionnelle au carré du champ local
dans la couche absorbante. Ce résultat non attemeiia amené & modéliser I'absorption de
la couche en adoptant une approche perturbative degeloppée dans la littérature a notre
connaissance. Les augmentations de contraste srpés ces structures restant faibles, des

biopuces exploitant les propriétés de résonandesnsuite été étudiées.
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L’exploitation de propriétés de résonance est @sssnte pour obtenir des variations de
réflectivité plus importantes lors d’une faible raion de l'indice effectif a la surface de la
puce. En effet, en favorisant linteraction ent ¢hamp électrique et les éléments
biologiques, les variations induites sur la réfletd sont plus fortes. Des structures
permettant un renforcement du contraste de l'omdieeplusieurs dizaines peuvent étre
obtenues en prenant en compte uniquement le ctelasorption et ce a des résolutions
instrumentales (angulaire et spectrale) réalisadtgerimentalement. Il s’agir ici d’'une mise
en évidence du potentiel des réseaux résonantsicglétéction. D’autres optimisations
peuvent certainement encore étre réalisées afibtetir de meilleurs renforcements de
contraste. Des meilleurs renforcements de consastat attendus pour des puces optimisées
pour des expériences en solution, puisque 'onddégupeut étre localisée plus proche de
I'interface, ce qui favorise l'interaction aveclééent biologique.

Pour notre application d'imagerie, il est ausséiassant d’exploiter la direction des angles
d’émission. Ainsi, les variations de réflectivitést été étudiées a la fois sur l'ordre de
diffraction O et sur l'ordre de diffraction —1. Da méme maniere que sur les structures
multicouches, I'effet de I'absorption ainsi queffied induit par la partie réelle de I'indice
optique a été étudié. Nous avons pu constater’ghsolrption était favorable pour renforcer
les contrastes, mais que le contraste d’indicet avaieffet non négligeable sur le contraste.
L’inversion de contraste n'a pas été observée pleufaibles déphasages, c’'est a dire que
selon les parametres choisis pour la biopucet pessible de combiner les variations induites
par le déphasage et par I'absorption afin d’obtenimeilleur renforcement de contraste.
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Chapitre Il
Résultats expérimentaux

Dans ce chapitre, nous présentons la fabricatida edractérisation des biopuces présentées
précédemment. Elles sont congues pour permettrdamee sensibilité a la longueur d’onde
de 280 nm. Une caractérisation fine de la puceidabe permet par retour sur le design de
départ d’affiner la modélisation, et donc de migu#dire les contrastes attendus. Dans le
domaine de l'ultraviolet, les matériaux sont forearndispersifs et ont tendance a absorber.
Ceci est a l'origine de pertes qui sont a prendre@mpte concernant la réponse spectrale et
les contrastes obtenus en imagerie. Les puces lpsiglépots biologiques ont ainsi été
caractérisés par ellipsométrie spectroscopiquei @epermis de déterminer leur loi de
dispersion de maniere précise dans le domaine rpuénr d’'onde qui nous intéresse. La
caractérisation de la surface est aussi importaafia, d’'en comprendre sa rugosité, et
eventuellement de la prendre en compte dans le Imdd@&FM nous a permis de controler
les épaisseurs de gravure (aussi déterminées Iggoeiétrie). La prise en compte de ces
résultats dans les simulations électromagnétiquaesrrais de déterminer les caractéristiques
spectrales de la puce. Ceci a ensuite pu étrerpunfpar caractérisation spectroscopique
réalisée sur un montage goniométrig@e2p). Les mesures expérimentales se sont montrées
en accord avec les efficacités de diffraction déteées par simulations électromagnétiques.
Nous verrons que les contrastes obtenus en imagene aussi conformes a ce que l'on
attend. A notre connaissance, ce travail constitugremiére réalisation d’'imagerie de
biopuces sur réseaux résonants. La prédictibit résultats est un élément qui conforte la

pertinence de linterprétation de ce gu’on obti@nein imagerie.
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| - Préparation de la puce

I-1. Etapes de fabrication

La fabrication des puces comprend plusieurs étapesessives. Les détails techniques des
parametres de fabrication sont donnés en anneX¢oG@s en donnons ici uniquement les
étapes principales. Tout d’abord, un dépét de esiRECVD (Plasma Enhanced Vapor
Chemical Deposition) est réalisé. Dans le cas dgsubes quart d’onde, il est directement

suivi des étapes biologiques.

Dans le cas des biopuces guides d’onde diélectriqfie de permettre un couplage
évanescent, on réalise un dépo6t de nitrure PECVR)(sur la couche de silice (n~1.5) Ceci
permet a I'onde d’étre guidée dans la couche dargiproche de I'élément biologique. Pour
permettre le couplage, un réseau de diffractiop&@de 270 nm est réalisé par lithographie
électronique. Le nitrure est ensuite gravé par lasma (RIE, reactive ion etching) SF
(hexafluorure de souffre) avant d’enlever la réstiMA par un plasma oxygene. L’étape de
lithographie électronique est réalisée en dern@e. choix permet une flexibilité pour
I'adaptation des paramétres du réseau sans chdegeipport multicouche, ces derniers étant
réalisés sur de plus grandes surfaces. Cependantj’avoir la méme épaisseur effective
pour la couche guidante sur toute la surface,rdispréférable d’enterrer le réseau entre la

couche de silice et la couche de nitrure.

La hauteur de gravure est directement reliée dnkes$e des résonances. La méthode de
greffage utilisée dans notre protocole nécessit silanisation de la surface, et donc la
présence d’'atomes d’oxygene a la surface de la. jAinsi, aprés réalisation du réseau, on

dépose sur la plague une fine couche de silicR&VD, d’épaisseur 5 nm.

I-2. Caracteérisation par ellipsométrie
[-2. a) Ellipsométrie

L’ellipsométrie est une méthode de caractérisatitms couches minces basée sur les
modifications de la polarisation d’'une onde incigelors de sa réflexion sur une structure
multicouche [Bashara, 1999]. Cette méthode perraetdéterminer les lois de dispersion et

épaisseurs des couches.
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Si I'on considere une onde incidente de champ rideet E = Eper + E.e, décomposée sur

les axes perpendiculaires ou paralléles au platidénce.

On définit les quantités complexes appelées raitees :

r=Irgl xe'’, (3.1)
re=|Ird x e'? s (3.2)

Le rapport des réflectances est caractéristiqua dariation de I'état de polarisation.

Ainsi : ?:tan((/j)xexdiA) (3.3)

S

La tangente de I'ang¥ est le rapport du module des atténuations, aloed\qorrespond au
déphasage subi a la réflexion, sait= @ - @s.Les quantité¥’ etA sont directement liées aux
épaisseurs et indice de la structure. Par un fasmalbasé sur les matrices de Mdller, il est
donc possible de déterminer les indices et épaissirs matériaux. Notons cependant que
plusieurs modeéles possibles peuvent donner de bésdtats pour une méme mesure
ellipsométrique. Ainsi, lors de la réalisation déustructure multicouche, il est nécessaire de
réaliser une mesure entre chaque nouveau dépatudbe Des mesures paralleles telles que
AFM, spectre de réflectivité ou spectre d’absomtsmnt aussi des vérifications pertinentes

afin de déterminer le modéle ayant le plus de Yamgsique”.

[-2. b) Mesures

A chaque étape, qu’il s'agisse de la fabrication l@lepuce ou bien de la préparation
biologique, une caractérisation par ellipsométpectroscopique est réalisée. Les lois de
dispersion et épaisseurs des couches minces penmelit modéliser la biopuce, et d’en
déterminer ses propriétés optiques par simulatOn. pourra par exemple déterminer
I'absorption de la protéine et la comparer avesplectre mesuré. Les lois de dispersion seront
aussi prises en compte pour la détermination deprigtés de diffraction calculées par
simulation basée sur les matrices de diffusion. tbmaparaison avec les mesures des spectres
diffractés dans I'ordre O et I'ordre -1 sera aégalement réalisée. L'épaisseur des couches et
les profondeurs de gravure pourront étre vérifipas mesures d’AFM (Atomic Force

Microscopy). Ceci donnera aussi des informatiossmtelles sur la rugosité des couches.

117



I-2. c) Modéle de Lorentz

Les indices sont modélisés en prenant une somnseitizdeurs de Lorentd.a formule de
dispersion de Lorentz est établie a partir du nmedel I'électron élastiquement lié. Dans ce
modele, on fait 'hypothése que I'électron est smuin trois forces, une force attractive
exercée par le noyau, une force sinusoidale dushamp électrique local de fréquenoget

une force d’amortissement [Stackowki, 2008].

La constante diélectrique du matériau a comme egfme :

Elw)=¢, +

(ES—EM)B’L{Z 2 fj l]kgj
anth+iEIT0Dw+]Z:;‘a§j—af+i[yjm (3.4)

* ¢, est la constante diélectrique a haute fréquenépérglement égale a 1 sauf si
d’autres oscillateurs ne sont pas pris en compte

= g est la constante diélectrigue a fréquence nulla. différence €5, est
proportionnelle a la force de I'oscillateur de Linzzconsidéré.

= w représente la fréquence de résonance de 'oscitlat

» [ estlalargeur a mi-hauteur de I'oscillateur
De méme, dans le cas d’oscillateurs multiples :

= ) représente la fréquence de résonance de I'oscitlat
= y; est la largeur a mi-hauteur de I'oscillateur cdésg

= f; la force de I'oscillateur

I-2. d) Loi de dispersion des matériaux de la puce

A chaque étape de fabrication on réalise donc uesune en ellipsométrie, sur un témoin de
substrat silicium ainsi que sur la puce. De mang&raieux connaitre les matériaux dans le
domaine ultraviolet autour de 280 nm, les mesuoes iLalisées jusqu’a la longueur d’onde

de 190 nm, avec un ellipsometre spectroscopiqueribid Jobin Yvon.
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Nous donnons Figure 3.1 les lois de dispersionildtiusn ainsi que celles de la silice et du
nitrure. Les lois de dispersion du silicium provient de valeurs tabulées dont nous avons pu
vérifier 'adéquation avec nos mesures ellipsorgées. Une fine couche de silice native
d’épaisseur 25 nm se trouve a la surface du giliciille est aussi prise en compte dans le

modele de la puce.

Les coefficients obtenus par la modélisation eftigique pour les lois de dispersion de la
silice sont £,=1,€5=2.12,00=14.47, t=0.001
Pour le nitrure nous obtenorss, =1, €5=2.98,0=9.055,;=0.003

L’indice optique de la silice a la longueur d’ondie 280 nm est de 1.495. Pour le nitrure, on
obtient un indice de 1.898. Les mesures perme#tessi de prendre en compte I'absorption
de la silice et du nitrure dans l'ultraviolet. Lfef de I'absorption des matériaux constituant la
puce est de diminuer le signal et d’amortir la néswe. La distance de propagation du mode
guidé est diminuée et la structuration optique asts moins sensible a la modification
d’indice en surface de la biopuce. L’absorptionalsilice est ici non significative. Bien que

faible (k~10%, l'absorption du nitrure va étre responsable damortissement de la

resonance.
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Loi de dispersion de la silice et du nitrure. A 280, on a Bo=1.495, et B, = 1.898+0.0001i
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I-2. e) Structures fabriquées

Deux types de puce sont réalisés : des pucesdjoade permettant d’augmenter le contraste
par un facteur 4 et des puces exploitant les pgt#wide résonance pour permettre une forte

sensibilité.

> Puce quart d'onde

Milieu ambiant n,~1

Silice  Ngioy. 250nm ~ 1.495 IhSiOZ, 280nm ~ 38 NM

Miroir silicium N, ,g9nm ~ 2.97+5.3i

Figure 3.2: Structure quart d'onde silice (h = 38 )nsnir miroir de silicium

La condition d’interférence constructive a la soef@e la puce s’écrit :

2N, &0 COSEsn +2@i(9’ nsaoz) = (3.5)

NN

ou Bsio2 désigne l'angle apres transmission dans la sifceir un angle d’incidence de 10°

dans l'air, on ®sj02=6.7°. L'indice optique du silicium a 280 nm estf2.97+5.3I.

Pour un angle dans la silice 8e6.7°, le déphasage correspond a une épaisseurnde 6
L'épaisseur de silice totale nécessaire pour obtenicondition quart d’onde est ainsi
diminuée de 47.1 nm a 41.1 nm (incluant les 2.5dersilice native). Aprés dép6t PECVD de
35.5 nm de silice, I'épaisseur totale de silice dst2.5 nm. Ainsi, I'épaisseur de silice est
légerement inférieure a I'épaisseur désirée, cefajtiique I'on sera également sensible au

contraste d’indice. Cette structure est donnéerEigL2.
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> Puce quide d’onde avant structuration

Milieu ambiant nn~1

Nitrure  nsinx 280nn ~ 1.895+0.0001 I Nsiny, 260nm ~ 87 Nm

hsioz, 280nm ~ 135 nm
Silice  msioz, 280nm ~ 1.495

Miroir silicium Ny, 280nm ~ 2.97+5.3i

Figure 3.3: Structure guidante avant réalisation diseau de diffraction composée d'un miroir de isifit
recouvert d'une couche de silice (h=135 nm) etel'couche de nitrure (h=87nm)

Les puces résonantes sont constituées de la ssjiempale deux diélectriques : une couche
de silice recouverte d'une couche de nitrure (FEgBuU3). Les épaisseurs de silice et nitrure
mesurées par ellipsométrie en utilisant les loiglidpersion présentées ci-avant sont de 135
nm pour la silice, et 87 nm pour le nitrure. Aini a une épaisseur légérement supérieure a

I'épaisseur visée de 78 nm correspondant a lateteiprésentée dans le chapitre précédent.

I-3. Biopuce structurée
I-3. a) Réseau de diffraction

Sur les dépobts décrits précédemment on réaliseedeaux de diffraction de taille 2x2 mmz2.
Nous donnons Figure 3.4 une photo de notre pucs. réseaux présentent une teinte

|égerement plus jaune sur cette photo.

lls sont réalisés par lithographie électronique naoyen d’'un nanomasqueur de marque
Nanobeam, récemment acquis par linstitut d’optigaenstallé dans les locaux de Thales

Research and Technology.

Les processus de fabrication ont nécessité de rewsbs itérations pour I'étalonnage des
doses d’insolation fonction de la rétro-diffusiossclectrons par la structure particulierement
critigue pour des motifs de faible période. En ipalier, la réalisation des motifs sur des

surfaces relativement grandes de l'ordre de 2x2 wmbh2mis a I'épreuve les capacités de
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raccord de champ. Nous avons ainsi pu détermisgrdeametres adéquats pour nos motifs, et
obtenir des réseaux reproductibles sur des chammudace 400x400 pum?2, correspondant
chacun a un spot biologique. Les contrbles desypetras de fabrication peuvent étre réalisés
par microscopie électronique a balayage (MEB). lomege MEB d'un réseau de 280 nm de

période est donnée Figure 3.4.

Les premiéres structures avaient pour période B80dependant, les mesures expérimentales
ont montré que 'on était plus proche d'un croisetrentre mode que désiré d’ou une moins
bonne finesse des résonances et une moins bonswikEn Ainsi, pour les structures
présentées ici, la période choisie sera de 27@EHmpermet d’obtenir des angles de couplage
adéquats a une longueur d’onde de 280 nm. Les bjpdtgjiques sont définis dans un second

temps par lithographie optique.

Figure 3.4: Photo de la puce et image MEB d’'une pleeériode 280 nm, réalisée
pour les tests de procédure de lithographie élettioe

[-3. b) Structure réseau

La profondeur de gravure est déterminée par elifgsoe. La mesure d’AFM sur les réseaux
de diffractions confirme I'épaisseur de gravurendere structure. Des incertitudes sont dues a

la durée de gravure tres courte.

La caractérisation AFM permet de vérifier la hautde gravure et d’observer la forme des
réseaux (facteur de remplissage, verticalité deifsha_e facteur de remplissage observé est

de 50/50. Aprés une calibration des vitesses deugga le réseau est gravé sur une hauteur de
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20 nm, a une puissance de 15 W et une pressioQ deTbrr. La Figure 3.5 donne I'image
obtenue par caractérisation AFM. Cette image AFMréalisée sur les réseaux fabriqués en
vue de l'imagerie et ayant subi 'ensemble desestape fonctionnalisation biologique. Les
bords des réseaux ne sont pas tres rectilignes. geéet étre du a la mauvaise résolution
latérale de I'AFM, aux différents dépodts de résingrvenus lors de la fabrication, a un

mauvais ringage ou un dépot non spécifique de ipeddors de la préparation biologique.

(@) (b)

25 nm
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Figure 3.5: Caractérisation AFM des réseaux de difien. La hauteur de gravure est de 20 nm, et I tde

remplissage de 50%. La période mesurée simulédeicB00 nm au lieu de 270 nm du fait d'une mauvaise
caractérisation de I'AFM.
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Il - Préparation biologique
lI-1. Absorption de la protéine

La Figure 3.9 (a) donne le spectre d’absorptiomee@20 et 350 nm de la MetRS a une
température de 25°C. Bien que non mesuré en speopig d'absorption, on sait que les
protéines présentent d’'une maniére générale ud’aisorption a 190 nm (6.53 eV), du fait
de l'absorption des liaisons peptidiques. L’'absorpta 205 nm est par ailleurs parfois
utilisée. A cette longueur d'onde, l'absorption &t moyenne deux fois moindre que
I'absorption & 190 nm. La largeur a mi-hauteur duddabsorption est approximativement de
30 nm. Le pic d’absorption a 190 nm semble étreésit une longueur d’onde plus importante
ici d’apres l'allure de la courbe. Cependant, il asnoter que des éléments autres que la
MetRS présents dans la solution peuvent absorbes éongueurs d’onde. En effet, ce spectre
a été initialement mesuré pour déterminer le coefft d’absorption & 280 nm, et aucune
précaution particuliére n'a été prise concernagsblaposition de la solution pour I'absorption
aux plus faibles longueurs d’'onde. Nous comparecassmesures d’absorption ainsi que les

éléments issus de la littérature aux mesurespselinétrie.

lI-2. Greffage de la protéine
[I-2. a) Préparation de la surface

Les étapes biologiques ont été réalisées par lerdadire de biochimie de ['école
Polytechnique. La prise en compte de nos contaimtesuscité le développement et la
validation du protocole biologique. En effet, cersapoints clés des fonctionnalisations de
surface étaient a vérifier pour valider le protecdles échelles caractéristiques des éléments a
détecter étant de l'ordre du nanometre, il étaitesgaire d’utiliser des méthodes de
caractérisation physique adaptées sur les dépopsadéines. Ainsi, des caractérisations en
AFM et ellipsométrie ont pu étre réalisées. De lgté, des mesures d’activité, des mesures
de fluorescence (avec I'inconvénient de la néaesitmarquer les €léments biologiques) ont

pu confirmer la fonctionnalisation.

La premiére étape consiste a définir les sites cdi@it permettant une reconnaissance
biologique localisée a la surface de la puce. lablgmatique est donc de pouvoir localiser

les dépdts avec un protocole biologiquement corolgaties plots sont réalisés en utilisant un
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masque de résine qui définit les parameétres gémués de la matrice périodique : en
particulier leur taille et la distance centre atomnCette étape est réalisée par lithographie
optique en utilisant une résine Shipley qui powgtee enlevée en cours de processus de
préparation de la puce. La résine doit ensuite pioudtre enlevée sans influencer sur la
préparation biologique a la surface de la puceur Res expériences d’imagerie on choisit
typiqguement une taille de plot de 140 um tout |88 gm (correspondant a 10 pixels sur la
largeur d’'un spot pour un grandissement de 2). Rogaractérisation AFM, on choisit des
tailles plus réduites (typiquement 5 um tous leskf afin d’éviter les difficultés de

positionnement de I'objet.

La premiére étape nécessaire au greffage des mestést la préparation de la surface de la
puce en vue de I'immobilisation des molécules lgmoes. Dans notre cas, le substrat a
fonctionnaliser est une surface de silice Siour fixer les molécules biologiques, on utilise
une molécule intermédiaire qui doit permettre deu&ractions fortes : 'une avec la surface

de la puce, et I'autre avec la molécule biologigusmobiliser.

On exploite la présence d’atome d’oxygene a laaserfpour réaliser des liaisons avec la
molécule intermédiaire. La molécule choisie pourciémie de surface est le 3- aldéhyde
propyltriméthoxysilane (de United Chemical Teclugiés Inc.). Elle va pouvoir d’'une part

d’'un c6té de la molécule de se fixer de maniéralemte au substrat, et de I'autre de fixer la

protéine par liaison covalente.

Les molécules utilisées pour réaliser ces liaisgnsiques sont des silanes. Les silanes sont
des molécules composées d’'un atome de siliciuna liois groupement R, et une chaine
carbonée se terminant par une fonction chimiquéigufe 3.6 (a)). En ce qui concerne les
groupements R, ils sont choisis pour réaliser meraction avec le substrat, alors que les
groupements Y seront choisis pour créer des ligismec la protéine. Le groupement R peut
par exemple étre un groupement méthoxy @@ chloré Cl. La molécule choisie comporte
trois groupements méthoxy. En ce qui concerne deggment Y, il est choisi de telle sorte
gu'il puisse fixer la sonde. Dans notre cas, lexdss sont des protéines, composées d’acides
aminés. Il est ainsi possible de tirer profit dedactivité des fonctions amines avec d’autres

groupements chimiques tels que les groupementg&laydie (CHO) ou époxyde (caractérisés
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par un oxygene ponté sur deux carbones). Dans ca$teun groupement aldéhyde est choisi.

La molécule utilisée est représentée Figure 3.6 (b)

() (b) H O
Y \ /
| C
R— Si —R |
| CH;— O— Si— O—CH;s;
R
O
L,

Figure 3.6: (a) Formule générique d'un silane (b) Falendu 3-aldéhydopropyltriméthoxysilane

[I-2. b) Silanisation

Les étapes successives du mécanisme d’accrochesifune sur une surface de silice sont
représentées sur la Figure 3.7. La premiere étsipkaetivation de la surface par un plasma
argon/oxygene (20% O, 0.5 mbar, 100 W, 120 secOndms permet de créer des
groupements OH a la surface de la puce (a). Laepeésd’eau résulte en une hydrolyse des
groupements méthoxy OGHb). Une réaction de condensation a alors lieveemiblécules
voisines a la surface de la puce (c). La mémeigrast produit a la surface de la puce entre
le groupement OH disponible et le substrat. Lepeitac) et (d) permettent de créer des
liaisons Si-O-Si en libérant des molécules d’edlesEpeuvent d’ailleurs étre inversées ou

réalisées simultanément.
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Dans notre cas, une silanisation en phase vapétdr choisie. Ceci permet d’éviter de mettre
la résine en solution, au risque qu’elle soit diseodans le solvant et ne permette plus la
localisation des spots biologiques. Apres I'étapesianisation, les puces sont portées a la
température de 100°C pendant 1 heure. On les plasigite sous vide pendant 1 heure avant

de retirer la résine avec de I'acétone, ce quidralpas les liaisons des silanes a la surface de
la puce.

Silane

CHO CHO CHO CHO CHO

Si Si Si

si Si si
Substrat: Si0, Substrat: Si0,
@) (b)
H,0
CHO CHO CHO
g g H,0
5 < - é CHo CHO CHO /
—gh—G — B — 88— /
| | § § g
OH OH OH
—8$i—0 —Si—0 —si—
H H H l | |
| | | o
7 P P : . :
Si Si Si Si Si Si
Substrat SIO, Substrat: Si0,

() (d)

Figure 3.7: (a) Création de groupement OH a la soefade la puce par réalisation d’'un plasma oxygestemise e
présence de la molécule intermédiaire (b) Hydroljes groupements méthoxy OCH

(c) et (d) Réaction de condensation a la surfackgice ou entre molécules voisines, créant désolis Si —O--Si
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[I-2. ¢) Immobilisation de la protéine

La résine ayant permis de localiser les plots siém la protéine se fixe préférentiellement au
niveau des plots. L'immobilisation de la protéirgsulte de la réaction entre le groupement

aldhéhyde du silane et un groupement amine deotéipe.

Pour immobiliser la protéine, on place la puce dane solution contenant la protéine a
température ambiante pendant une durée de 15 héarsslution contient une concentration
de 100 uM de MetRS (20 mM de phosphate de potasgiitnmM de chlorure de potassium
KCI, pH 8.5) et 40 mM de cyanoborohydrure de sodibia(CN)BH;. Une atmosphére

humide permet d’empécher I'évaporation de la sotuténtre la puce et une lamelle. Le
cyanoborohydrure de sodium permet de réduire lssshde Schiff qui se forment lors de la
réaction entre le groupement aldéhyde du silanenegroupement amine de la protéine. On
rince ensuite la puce dans une solution conter@nNl de Tris-HCI, 150 mM de NaCl et 0.2

% de Triton X-100. Le bilan des réactions chimigesdgre le groupement aldéhyde et le

groupement amine ainsi que la réduction des bas&ghiff est présenté Figure 3.8.

H O
\C// Na(CN)BH3
| E-NH,

—QQ —Z2—m
I I
N

Figure 3.t: Immobilisation de la protéine par réaction duogpemer
aldéhyde du silane et la fonction amine de la pnaté

Le point essentiel de cette étape est que la poté reste pas liée de maniére non spécifique
sur la partie qui n’a pas été silanisée (géometriplots), mais reste liée au niveau des plots.
De plus, nous souhaitons avoir une monocouche waeani des plots. Ainsi, seules les
protéines liées a la surface doivent rester, ehemloit pas avoir d'amas de protéines. Les
mesures d’ellipsométrie sur des dépbts pleinesupkcainsi que les mesures d’AFM
permettent de vérifier ces étapes. L'imagerie UM dossi permettre ce contréle, mais la
fiabilité de notre dispositif étant lui-méme en ode validation par ces mémes dépbts, elle
ne pouvait pas étre choisie comme référence. Noéseptons dans la suite ces différentes

caractérisations.
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[I-3. Caractérisation en ellipsométrie et loi de dspersion de la protéine

L’ellipsométrie peut étre utilisée pour étudier lateractions biologique a la surface d’'une
puce a une longueur d’onde donnée, en détermifggaisseur au cours du temps [Cuypers,
1978]. En effet, dans le visible, I'indice des gines est connu pour étre de I'ordre de 1.5
[Voros, 2004].

Ici, nous sommes intéressés par sa loi de dispepsiéxise dans I'ultraviolet. Pour modéliser
I'indice des protéines, on utilise une somme d'teteiur de Lorentz [Prétre, 1998][Nakkach,
2008]. Les protéines présentent plusieurs bandsssdiption dans l'ultraviolet qui peuvent
étre mesurées par ellipsométrie [Goyal, 2008]. diade dispersion est obtenue de maniere
cohérente avec le spectre d’absorption de la pretéd’apres les mesures expérimentales, on
observe un maximum d’absorption a la longueur déodd 278 nmu,1=4.46 eV), dont la
largeur a mi-hauteur est de 30 nyi=0.048 eV). L’'autre oscillateur a une longueur dierde
résonance de 190 nmd;=6.53 eV) et une largeur a mi-hauteur de 30 pwn¥1.03 eV). Les
parametres de la loi de dispersion sont les swvant=1, es =1.9767,w=10, =0, f;
=0.0013,u0; = 4.46,y1 = 0.048, § =0.014,u, = 6.53,y, = 1.03 eV. La loi de dispersion de la
protéine est donnée sur la Figure 3.9 pour un doendé longueur d’onde de 220 nm a 350
nm. L'épaisseur de protéines mesurée sur la @tele 3.5 nm pour un dép6t pleine plaque,
en considérant un indice réel pour la protéine 4.630 nm. A la longueur d’'onde de 280 nm,
I'indice est de 1.497+0.006 i. Ainsi, 'absorptidiune couche de protéine sur la puce est de

0.7x10°sans renforcement de contraste.

0.08 1.6+ 10
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1.3
c 75mb
1.2 e

1.4

90 240 260 280 300 320 340 1 - ‘ ‘ - ; -
) 220 240 260 280 300 320 340
A {nmy}

Figure 3.9 : (a) Spectre d'absorption expérimen&lal MetRS (b) Loi de dispersion de la MetRS. A 280onm
a n(MetRS)=1.497+0.006i
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lI-4. Caractérisation AFM des spots biologiques
[I-4. a) Epaisseur et homogénéité des spots

De maniere a observer la facon dont se déposenprig®ines, on réalise aussi une
caractérisation AFM de la biopuce. La premiére @tast la définition de motifs en
lithographie optique. Le masque choisi pour cediactérisation AFM comporte des plots de
5 um de diameétre espacés de 10 um centre a cemtferssemble de la surface. L'image
AFM ainsi que le profil de hauteur au niveau d’dot biologique est donnée Figure 3.10.
Ceci permet de tomber sur un plot a nimporte geedroit de la puce. L'épaisseur
supplémentaire au niveau des plots qui ont étéiséa est de 2 nm, alors qu’on attend 4 nm
d’apres les résultats d’ellipsométrie. Ceci perdeesuspecter un dépbt de protéines en dehors
des plots. L’épaisseur moyenne correspondant gotsl&€n dehors des plots serait de I'ordre
de 2 nm, et de 2 nm supplémentaires sur les platdéshydratation des protéines au cours du
temps peut étre responsable d’'une diminution d&seair. Ainsi, dans nos expériences
d'imagerie, on considére une épaisseur de 2.5 net d& loi de dispersion présentée
précédemment. Les mesures d’ellipsométrie ont fen été réalisées juste apres la fixation de
la protéine sur la surface. Une rugosité est anlsseérvée sur le reste de la puce. L'état de
surface de la silice PECVD avant dép6t, un dépatspe#cifique ou un mauvais nettoyage de

la surface peut expliquer cette rugosité.

20 nm (b)

w B

]
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Figure 3.10: Image AFM d'un plot de protéine de 5 nendiamétre. Il semble que la protéine se dépose
majoritairement au niveau des plots silanisés, ngaisin dépdt a aussi lieu sur le reste de la pueprés les
études ellipsométriques. L'épaisseur supplémeni@dérgrotéine mesurée en AFM au niveau du plot e de
nm.
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[I-4. b) Spots de protéines sur réseau

La Figure 3.11 présente une image AFM de protémefées sur réseau. La profondeur du
réseau observée est l[égéerement inférieure a aglie €€ observée en I'absence de protéines.
Ainsi, on déduit que plus de protéines restentad@es au fond du réseau qu’a la surface.
Ceci sera favorable au niveau des renforcementodiaste optique, puisque le champ de
'onde évanescente a une amplitude plus importantet endroit (plus grande valeur du
champ électromagnétique et de lindice effectif alpc L'accessibilité des sites de
reconnaissance peut par contre étre diminuée. tactgte de la MetRS en solution
correspond & un volume de 5x5x10°niyne fois séche, le volume est inférieur et cqoes

a une épaisseur d’'environ 2.5 nm pour les protéawesochées en surface. Cependant, si
'image AFM ne permet pas de l'affirmer avec cedi (on cherche ici une variation
d’épaisseur de l'ordre de 5 nm sur la période), pmut supposer que des protéines
s’accrochent aussi au bord des dents du réseaobgamve cependant que la surface plane en

fond de réseau est inférieure a celle qu’on mesad&absence de protéines (Figure 3.9).
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Figure 3.11 : Images et profil AFM réalisés sur leaés aprés la fonctionnalisation biologique sur large
protégée par de la résine lors de la silanisation.
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lll - Imagerie sur puce quart d’'onde

Pour la clarté du manuscrit, s’agissant a la fdishndnontage optique différent et d'un
matériau différent pour le miroir, la descriptioa premiéres expériences biologique ainsi que
des détails sur les expériences avec du dioxyditade publiées dans [Robin, 2008] a été
reportée en annexe B. Nous en reportons ici uniguértes résultats principaux. Nous
présentons ensuite les résultats obtenus aveaudes guart d’onde et résonantes sur substrat
silicium issues d’'une méme préparation biologiqguaragés avec la derniére génération de
détecteur AlGaN.

l1I-1. Rappels des résultats sur puce silice/alumiam
[1I-1. a) Calibration avec spots de dioxyde de titae

Comme nous l'avons vu dans le chapitre 1, 'absomptiue a une monocouche de protéine
est du méme ordre de grandeur que le bruit de mekar premiére étape de cette these a

consisté a montrer notre capacité a détecter umeoooiche de protéine.

Pour ce faire, j'ai d’abord calibré le montage gpé en utilisant des matériaux minéraux
absorbant dans l'ultraviolet afin de remplacer $aiption des éléments biologiques. Le
dioxyde de titane est treés fortement absorbant Haltswviolet. Une couche de 3 nm absorbe
25 % de I'onde incidente en simple passage (mesuspectroscopie de transmission de,;TiO

sur substrat suprasil transparent en UV).

Les expériences avec le dioxyde de titane ont sewhei vérifier expérimentalement la
dépendance du contraste avec I'épaisseur de diglext La réalisation d’'un dépbt de silice
suivi de plusieurs gravures ioniques pour obteifférntes épaisseurs de silice a permis de
mettre en évidence la dépendance du contrasteappont a I'épaisseur de silice. On a pu
vérifier que la configuration quart d’'onde (corggéle I'épaisseur de pénétration) permet
d’obtenir les meilleurs contrastes puisque I'abaotlest dans ce cas localisé dans le ventre de

I'onde stationnaire.

Ces expeériences ont été réalisées a la fois avée slkce et sur nitrure de silicium [Robin,
2008], ces deux matériaux montrant une transparsuifisante dans l'ultraviolet. Le miroir

choisi était en aluminium, réfléchissant a 93% darigaviolet d’aprés les valeurs tabulées
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[Palik, 1998]. Du fait de I'oxydation et de la rgji@, le coefficient de réflexion expérimental
est diminué de 93% a 83% (mesure spectroscopigunegffet, aux faibles longueurs d’onde,
la rugosité entraine une diminution de la réflagiyTikhonravov, 2003] [Duparré, 2002]. La
couche intermédiaire peut étre prise en compteaemddélisant par une couche d’indice
effectif n. définie dans I'approximation de Bruggeman [Bruggem1935][Stroud, 1998].
L’approximation de Bruggeman permet de modélisemilireu inhomogene en considérant
gu'’il est composé de grains de métal A et diélga&iB de formes sphériques en quarntied

1-p dans un milieu effectif de constante diélectrigueDans ce cas, la constance diélectrique

€e (E=nZ ) satisfait I'équation suivante D&J,(l_ p)&zl. Dans notre cas, il s’agit
£A+2£e £B+2£e

d’'une couche de 3 nm de composition 50/58041Al. Un exemple d’image est donné Figure
3.12, pour 3 épaisseurs de silice différentes sigulpstrat d’aluminium. En tragant les profils
de réflectivité, il est possible de déterminerd#ectivité de la puce pour chaque épaisseur de
silice, sur et en dehors des plots. Les résul@aia anodélisation et les mesures de réflectivité

sur et en dehors des spots de;I$0nt en tres bon accord.
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Figure 3.1:: (a) Image d'une puce silice sur aluminium préaendifférentes épaisseurs de silice et des gpmts
dioxyde de titane absorbants dans I'ultraviole). (lmage est alignée avec le profil de réflecévitbtenu suivant ur
ligne de spots de dioxyde de titane. Pour chaquesggar de silice, il est ainsi possible de déteania réflectivité
sur et en dehors des spots (c) Pour les différedptagsseurs de silice, il est possible de repodeagéflectivité mesureé
en imagerie. La puce ayant été réalisée par un masig géométrie symétrique de celle désirée pswspets désirés
pour ne pas introduire de résine dans le bati dwénisationdu Ti(; on observe que 0.5 nm de T&»nt présents en
dehors des spots.
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Les images présentées avec absorbant et des plicalaminium ont été realisées avec la
premiere génération de détecteur AlGaN [Maezzo6R0O0 s’agissait alors d’'une barrette
linéaire, I'image totale étant réalisée par tratimta micrométrique de I'échantillon entre
chaque acquisition. Du fait du mauvais vieillissaeimgu détecteur, le bruit était devenu trés
élevé, et I'acquisition d’'une image de biopuce der8 nécessitait alors plusieurs heures pour
pouvoir moyenner suffisamment pour distinguer de faibles contrastes. Avec les détecteurs
matriciels utilisés aujourd’hui [Reverchon, 2007he telle image prend quelques secondes en
prenant en compte les moyennes nécessaires poimudime bruit de mesure. De plus,
I'image 2D facilite grandement les réglages puisgqua une image de l'objet en sa totalité au
lieu d’observer uniquement un profil. Des expérensimilaires ont pu étre réalisées en
solution, en mettant la lame dans I'eau dans une em quartz. Les résultats obtenus étaient
similaires a ceux présentés ici, ce qui démontreolapatibilité de notre systéme pour des

expériences en solution.

[1I-1. b) Premiéres expériences biologiques

Notre dispositif ayant été caractérisé avec un rdlastd minéral, nous avons ensuite pu
réaliser des puces quart d’'onde silice sur aluminjpour faire des images d’éléments
biologiques. Ces expériences ont permis de validee capacité a contrdler le greffage sans
marquage. Ceci est un point essentiel car le mgejudes molécules est une étape
supplémentaire colteuse en temps et en réactifsy’est pas forcément possible de vérifier

le greffage sur la méme puce que celle utilisée [@ohio-détection.

Les biopuces silice sur aluminium nous ont aussnfgede montrer notre capacité a détecter
une reconnaissance entre un antigene et un argic@p réalisant deux expériences
similaires : I'une avec un anticorps spécifique’atitre avec un anticorps non spécifique,
nous avons pu comparer les renforcements d’absarpiiette expérience comparative a mis
en évidence une augmentation d’absorption dansate de I'anticorps spécifique alors

gu’aucune augmentation de contraste n’a été obsgrwér I'anticorps non spécifique. Ceci a
donc permis de valider les méthodes de préparatmogique utilisées, et a démontré notre
capacité de mesure d'une reconnaissance spécifique une forte densité d’anticorps

correspondant a une monocouche de molécules. teutegeut se référer a 'annexe B pour

les détails de ces premiéres expériences biologique
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Les puces suivantes ont été réalisées sur un atibstrsilicium. En effet, le silicium est un
matériau beaucoup mieux connu et plus stable gueninium en particulier vis-a-vis de
I'oxydation). De plus, un inconvénient observé g puces fabriquées sur de I'aluminium

était une rugosité de surface apparaissant apcépli de silice.

[1I-2. Puce silice sur silicium

Dans la suite de ce chapitre, nous présenterons2daklats d’'imagerie quart d’'onde sur des

puces silice sur silicium puis sur les puces rés@sa

La préparation biologique pour les puces quart déoet les puces résonantes est identique. Il
s’agit aussi des mémes préparations que pour ftastéasation AFM et ellipsométriques des

dépobts. Ceci est essentiel pour une bonne intatprétdes résultats.

[1I-2. a) Montage optique

Comme il I'a été détaillé en annexe A, le montagégoie utilisé met en jeu une source
Xénon, éclairant la puce en configuration de KaHhlersignal réfléchi par la puce est mesuré
au moyen d’'un détecteur spectralement sélectifréesaitour de 280 nm. Dans le cas de
'imagerie en conditions résonantes présentée dansection suivante, on utilisera un
polariseur ainsi qu’'un monochromateur pour sélecigo la longueur d’'onde de 280 nm. Ici,
on exploite toute la largeur spectrale du détecétuwn réalise les images en faisceau non
polarisé. Ceci permet de bénéficier d'un flux lueur plus important correspondant a une

largeur spectrale a mi-hauteur de 20 nm.

[1I-2. b) Détermination des contrastes attendus

La biopuce quart d’'onde étudiée est composée e siéposée sur du silicium. L'épaisseur
déposée étant inférieure de ~3 nm a I'épaisseandt, nous sommes légerement en dehors
de la condition quart d’'onde. Par simulation, npaavons déterminer les contrastes attendus

au voisinage du minimum de réflectivité, 1a oudatraste est le plus sensible a I'absorption.

[lI-2. c) Analyse des images

Etant donné la faiblesse des contrastes attendaxyutils de traitements d’image permettant

la mise en évidence de tres faibles contrastessdbigtre mis en oeuvre. Le signal est codé
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sur 14 bits, correspondant a 16384 niveaux de pes.images sont sauvegardées sous un
format .tif, qui permet d’étendre la dynamique &6rbits (65536 niveaux de gris, soit une
variation minimale de 1.5 13 avant de réaliser des moyennes. Ainsi, notreilsiités n’est

pas limitée par le bruit de numérisation.

Pour chaque image finale, on réalise un nombre Nd@amages intermédiaires dont on étend

la dynamique sur une échelle de 16 bits avant dése¢ la moyenne, permettant ainsi

d’augmenter le rapport signal sur bruit d’'un factgN =10.

Les variations de réponse d'un pixel a l'autre sontprobléme courant en imagerie. La
premiere correction consiste a réaliser une imagel®Dbscurité (dark field), correspondant
aux différentes contributions de bruit temporekpatial. Cette image est aussi réalisée en
moyennant 100 acquisitions successives étenduasisutynamique de 16 bits, de maniere a

ne pas reintroduire de bruit dans le traitementimage A.

De plus, chaque pixel ne présente pas la mémebddasa un flux incident donné. La
proportionnalité entre le flux incident et le signaesuré est caractérisée par le gain du pixel.
De plus I'éclairage peut présenter des inhomogénéjtii doivent étre corrigées. Ainsi, on
réalise une image de normalisation F (flat field) wa permettre d’'uniformiser I'image. Cette
image F est réalisée en éclairant un miroir homegarant de le remplacer par la biopuce a
imager. Ainsi, les deux objets (miroir puis pucentsimagés dans les mémes conditions
d’éclairage. Le miroir de référence peut étre soi¢ partie homogene de la puce elle-méme
ne contentant pas de spots biologiques, soit unimgpllé sur le support de la puce pour
laquelle seule une translation du support seracteiée entre I'image de normalisation et

I'image de la puce. L'image finale | aura donc coenexpression :

I =65536(£J (3.6)
F-D
De cette expression, on voit que le dénominateut pentenir des pixels a valeur nulle.

Ainsi, avant de normaliser par F-D, on remplacepigsls en dessous d’un sesitle maniére

a ne pas faire diverger cette normalisation. La&wabe remplacement choisie est celle du
seuils choisi est 5000. On pourrait choisir de remplgzerun pixel voisin, mais les clusters

de pixels a valeur nulle ne sont alors pas remplacé
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L’'image | étant obtenue, on va ensuite réalisefiltnage médian de l'image, qui remplace
chacun des pixels par la valeur médiane du pixesid@ré et ses 3 voisins. Par rapport a une

moyenne, ceci permet d’éliminer les pixels "mogst’améliorer I'apparence de I'image.

Ce traitement est détaillé dans la section suivpote la puce quart d’'onde, ou I'on donne
chacune des images intermédiaires utilisées pouref@rmalisation (Figure 3.13). Un

traitement équivalent est réalisé pour la pucesirée.

Afin de déterminer le contraste de I'image, onisgatles profils sur I'image obtenue suivant
des lignes de spots. Ces profils sont moyennég entx, ce qui permet de bénéficier du

nombre important de pixels a l'intérieur des smtéogiques.
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[11-3. Résultats expérimentaux

Les images présentées ici concernent les puces djoade silice sur silicium. Chacune des
images servant au traitement a été donnée FiglBe Bnsuite, afin d’analyser les contrastes,
on réalise un filtrage médian sur I'image résubkaht Sur I'image on voit que les spots
biologiques ne sont pas homogenes. Pour obtenialieur du contraste expérimental, on
réalise un nombre de 21 profils de spots (7 profds3 spots). Chacun des spots biologiques
comportant au moins 10 pixels exploitables, cecmgt d’améliorer notre seuil de détection
par une valeur de 15. L'image apres traitemerd etdyenne des profils obtenus est présentée
Figure 3.14. On observe une diminution du signahd’valeur de 7.9x10) correspondant &
un contraste de 1.39%. Ainsi, par rapport a une anomche de protéines d’absorption
0.7x103, on a un renforcement de contraste d'un facteuC20ort renforcement de contraste
est ici du au fait qu’on ne soit pas tout a faitcemfiguration quart d’onde : I'épaisseur de
silice est légérement inférieure a I'épaisskMr. Le contraste est donc augmenté du fait du

déphasage induit par la couche absorbante.

@) (b) (©)

Figure 3.13: (a) Image avant correction A (b) Image ltuit de fond D (c) Image d’'un miroir homogéne de
réflectivité 85% F (d) Image renormalisée avec étedat de la dynamique
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Figure 3.14 : (a) Image de la puce couverte de pnetéprés greffage de la protéine. (b) Profils déegtivité
obtenu en moyennant 7 profils. La diminution dwnalgde réflectivité est de 0.7%, ce qui correspandn
contraste de 1.2%.

D’aprés les simulations théoriques dont les résukant donnés Figure 3.14 (c), pour une
épaisseur de protéine de 2.5 nm, la diminution idmas réfléchi est de 0.7%, ce qui

correspond a un contraste de 1.2%. Cette valevesmond au contraste obtenu en intégrant
sur la largeur spectrale instrumentale. On a egt effie allure symétrique de la courbe des

contrastes autour de la valeur 280 nm.

IV - Imagerie sur puce guide d’onde

IV-1. Puce utilisée

La fabrication de la puce ainsi que les dépbtsogigues ont été présentés au début de ce
chapitre. Nous présentons ici les caractéristiqpestroscopiques et les images obtenues en
conditions résonantes. Afin de ne pas étre tribeidés différences de réglages optiques dans
la caractérisation de la puce, les réseaux deséin@scaractérisation spectroscopique et a
I'imagerie sont fabriqués sur le méme support. fogmes des dépbts sont définies par un
masque réalisé par lithographie optique préalabiraela préparation biologique, enlevé
apres I'étape de silanisation permettant de dé@ngéométrie des plots. Les images AFM de

réseaux présentées au début de ce chapitre ontgussalisées sur ces mémes supports.
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La Figure 3.15 donne un schéma de la puce utilRéer. la caractérisation spectroscopique,
on réalise un dépot pleine plaque de protéinekgéseau. Pour I'imagerie, on réalise des

plots de diamétre 140 um espacés de 400 pum.

(O Spot de 140 pm
tous les 400 um

M =esean e perioe 270 o

Figure 3.15: Répartition des protéines (rose) surplace, d'aprés la définition du masque de lithodnap
optique
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IV-2. Analyse spectroscopique

IV-2. a) Montage goniométrique (6, 26)

La mesure des cartes de réflectivité spectroscepigumet de déterminer les conditions les
plus sensibles pour réaliser I'imagerie des biopudceette caractérisation est réalisée en
utilisant un montage goniométrique donné Figures J&rmettant une rotatiof®, 26). La
source utilisée ici est une source Xénon contiquegclaire la puce par un faisceau collimaté
d’ouvertureA6=0.6° (largeur a mi-hauteur). La puce est placéeemtre du goniométre et va
tourner d’'un angl®. Le signal réfléchi est mesuré sur le bras tourdar® en utilisant une
fibore UV Ocean Optics pour guider le signal vers spectrometre Opton 300i. Ainsi, en
mesurant successivement un spectre pour chaque aligtidence, il est possible de
reconstituer la carte de réflectivité de la puaaurPfhormaliser le signal, on réalise un spectre

de I'éclairage en placant la fibre & 180° par rapad’axe de I'éclairage.

) Source Xénon
Eclairage de Kohler

Fibre optique UV

Spectrométre

Figure 3.1¢: Montage goniométriqugd, 26) permettant de mesurer la carte de réflectivité spscopique de la puce

IV-2. b) Mesures spectroscopiques

Sur la Figure 3.17, nous donnons le résultat dealations électromagnétiques réalisées avec
des codes basés sur les matrices de diffusion ginsiles mesures expérimentales. La
résolution angulaire de la mesure est de 0.6°. ids bon accord entre la théorie et les
mesures expérimentales est trouvé. Le mode guidéien la méme dispersion que celle
attendue d’'apres les simulations. Du fait des alienrs chromatiques, I'inhomogénéité du

faisceau incident rend la normalisation du sigrédicdte, ce qui peut expliquer certains écarts
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de mesure. Du fait de la largeur spectrale expériate, on observe un élargissement de la
résonance. La localisation du minimum de réflatgtien dehors de la résonance (type Fabry-
Perot) est aussi retrouvée a la fois sur la sinwathéorique et sur les résultats

expérimentaux.

(a) Théorie (b) Expérience

08

06

04

02

260 280 300 10 260 280 300 0

A {nm)

Figure 3.17 : Simulations et résultats expérimentaugsurés sur la structure fabriquée et caractérisée

IV-2. ¢) Modification des conditions de résonance

La reconnaissance d’'un €lément biologique a laasartie la puce induit une modification des
conditions de résonance. Ceci peut se mesurer mragation spectrale ou bien en
interrogation angulaire. De maniére similaire aqce a été présenté Figure 3.15 pour les
mesures spectroscopiques, afin de déterminer kB8 spectrale a un élément biologique,
deux réseaux distincts identiques sont réalisétasméme puce. L'un sert de référence alors
gue l'autre est couvert par une monocouche de ipestésur toute sa surface. Seule une
translation est effectuée entre les deux mesures. modifications des conditions de

résonance sont alors attribuées a la présencetienas sur I'un des deux réseaux.

La Figure 3.18 donne les résultats expérimentaux@gures spectroscopiques réalisées sur la
méme plaque mais avec une translation de I'éch@mi@ntre les deux mesures. Les résultats

ont été obtenus avec une biopuce issue d'une faltneation. La période de cette puce est de

280 nm contre 270 nm sur la puce employée pourafjenie. De telles géométries de

fonctionnalisation n'ayant pas été réalisées awe@uce utilisée dans cette étude, nous
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présentons pour I'étude spectroscopique les résulla I'échantillon avec une période de
280nm [Robin, 2009]. Comme il a été vu au chagiree type de biopuce correspondait a un
ordre de diffraction —1 émis plus proche de la radera I'échantillon, donc plus favorable

pour I'imagerie 2D dans l'ordre —1.

Des mesures angulaires identiques peuvent étrisgéalpar mesure du signal réfléchi a une
longueur d’'onde donnée, mais des modifications itedupar des changements de réglages
optiques non désirés comme le jeu apparaissentdloshangement de sens de rotation du

goniomeétre, peuvent fausser I'interprétation.

(a) Théorie (b) Expérience

R —without
——with protein

]

o8l ! e Ry arotein
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Réflectivité

0.1

>80 590 300 280 290 300
A (nm)

Figure 3.18 : Spectre (a) simulés et (b) expérimextaour une structure résonante nitrure/silicetsilim avec
et sans protéines (épaisseur de 2.5 nm). Une &&osldu support est effectuée entre les mesumes elaavec
protéines, afin de minimiser les modifications éiglages optiques entre les mesures.

IV-2. d) Imagerie en conditions résonantes

D’une maniére générale, la bio-détection baséalssrpropriétés des réseaux de diffraction
mesure le changement des conditions de résonanicéeemgation spectrale ou angulaire. Il
est aussi possible d'utiliser le changement d’effi¢ de diffraction & une longueur d’onde
donnée et un angle donné, en utilisant cette prt@prdans un but d’imagerie. De telles
méthodes sont classiquement utilisées avec lesnplas de surface. L’interrogation en
réflectivité est particulierement intéressante pamesurer plusieurs réactions biologiques en

parallele comme il a été signalé au premier cheyp@eci n’est possible avec l'interrogation
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spectrale que par spectro-imagerie, mais néceasite une translation de I'échantillon pour

reconstituer I'image de la puce [Cunningham, 2004].

Sur la Figure 3.19, nous donnons la réflectiviaudée de notre structure ala longueur
d’'onde de 280 nm, ainsi que les contrastes attenBxgérimentalement, I'éclairage en
conditions résonantes est obtenu en filtrant unecgoXénon a large bande spectrale avec un
monochromateur. La largeur spectrale a mi-hauf@udu flux incident est de 1.5 nm, et la
largeur angulaire est de 0.6°. Le milieu ambiaah&t’air, la contribution de la partie réelle
de l'indice optique est dominante sur le contrgsie rapport a celle de I'absorption. Un
changement de forme de la courbe d’efficacité diadtion est mesuré. Ceci traduit une
modification des conditions de couplage, qui corabieffet d’absorption et les changements

d’efficacité de couplage du fait de la modificatia la structure.

Les courbes simulées permettent de déterminer lauvadu contraste. Selon l'angle
d’incidence, on attend un contraste positif (spdtamts sur fond noir) ou négatif (spots noirs
sur fond brillant). On observe une annulation dotiaste a I'angle de 38.8°, qui correspond

approximativement au maximum du signal réfléchi.

(a) Efficacité de diffraction R (b) Efficacité de diffraction R
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Figure 3.19: Efficacité de diffraction en absenceeatprésence d’'une monocouche de protéine d’'épaisseu
h=2.5 nm, et d’indice 1.49+0.006i.
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IV-2. e) Imagerie dans l'ordre O

» Images

La Figure 3.20 donne les différentes images exmriales réalisées pour des angles
d’incidence variant entre 36° et 42°. Les valewss dngles lues et données sur cette figure
sont a corriger de 2° du fait du décentrage deel'dx détecteur. Les mesures sont réalisées
tous les 0.5°. La réflectivité du fond de I'imagarrespond a l'efficacité de diffraction dans
I'ordre 0. Selon I'angle d’incidence, la réflect&ide la puce est plus ou moins intense. Cette
réflectivité correspond a I'efficacité de difframti qui a été mesurée en spectroscopie, a un
angle donné et a la longueur d’onde280 nm. Sur les images réalisées, on vérifie fsqge
d’un contraste positif a un contraste négatif. teirsité du signal réfléchi correspond a ce qui
a été simulé. Ceci signifie que les pertes sontectement prises en compte dans notre

modélisation.

Les images obtenues sont données Figure 3.20.ra#dent en évidence les spots

biologiques sur les réseaux de diffraction. Degsspont aussi présents en dehors des réseaux
mais ne sont pas visibles sur ces images. On abs@issi un "quadrillage” tous les 400 pum.
Ceci correspond aux champs de la lithographieréleicfue. En effet, I'écriture est réalisée en
répétant un motif carré de taille 400x400 um?2. €eathge peut étre expliqué par un mauvais
contr6le mécanique du nanomasqueur électroniqueKer I'état dgrototypg ou bien par

une sur-insolation de la résine en bord de rédedaisceau électronique passant plusieurs

fois.

Les spots biologiques ayant aussi une période @qudf ils sont alignés sur les champs de la
lithographie électronique. Le diamétre des spaitogiques défini par le masque de résine est
de 140 pm. Sur les images, le diamétre observéeelsdrdre de 200 um. Grace aux mesures
spectroscopiques, on peut déterminer une finesseodie F~150. Ainsi, I'étendue spatiale du
mode sera dAx=16um. Le grandissement de notre montage G =drgspond a une taille
de pixel de 13 um. Ainsi, les pixels du bord netgms significatifs déterminer le contraste.
L’étalement des spots observé est aussi bien akdgichorizontal et ne peut étre expliqué par
I'étendue spatiale du mode guidé. Ceci signifie tpge spots biologiques se sont étalés.
Notons que dans I'imagerie de biopuces non stréegumais ayant subi la méme préparation

biologique, le diamétre des spots observés estdelin, comme attendu.
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Les contrastes des images sont mesurés a paittintéasité du signal réflechi en dehors et
au niveau des spots. Le niveau de réflectivitéobsenu en réalisant des moyennes sur 7
profils réalisés le long de ligne de 3 spots. Ribus de clarté, nous avons sélectionné 3 de ces
profils, correspondant a un contraste pos##38°, lu6=40°), un contraste négatB£40°, lu
0=42°) et un contraste quasiment nul, mais avedonee efficacité de diffractio®£39°, lu

41°).

Les niveaux de réflectivité peuvent ainsi étre nbgepour chaque angle d’'incidence. Les
réflectivités déterminées en imagerie en fonctierfangle d’'incidence sont reportées Figure
3.21 (a). On reporte aussi Figure 3.21 (b) le digeidéchi a la longueur d’'onde de 280 nm,

mais mesureé par spectroscopie pour différents amtjiecidence.
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194 (0=38°)

191 (0=30.57)

194 (=38

193 (=38 5°)

192 (0=39°)

188 (6=419)

187 (8-41 5°)

186.5 (8=41.75%

185.5 (8-42.25°)

185 (6=42 57)

184 (6=43°)

183 (8=43. 5%

182 (8=244°)

Figure 3.20 : Images obtenues pour différents andlexidence. On observe qu’on passe d’'un contrasie
sur fond clair a un contraste clair sur fond ndies angles indiqués sur cette figure sont a corrage2° du fait
du décentrage de lI'axe du détecteur. Pour l'angle3®8 (lu 41°) on a une annulation du contraste. Le
traitement est identique sur chage image. Nousentiins pas la dynamique pour garder l'informatiom d

I'efficacité de diffraction.
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» Comparaison aux mesures spectroscopiques

(a)Profil
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(c) Réflectivité en spectroscopie

Réflectivité
o o o o o ©
PR e )

o 5

37

38

39 40 41 42
6 (deg)

Figure 3.21: Profils de réflectivités obtenus (a)r paesure spectroscopique (b) en reportant le nivdau
réflectivité obtenu en imagerie UV en dehors dessspiologiques et sur les spots biologiques.

Le signal réfléchi en fonction de I'angle d'incidenest reporté Figure 3.21 (c). On vérifie

aussi la bonne correspondance avec la courbe neesméspectroscopie, les mesures

d’'imagerie et les propriétés optiques calculéesrdirpde la modélisation. La différence de

signal maximum est obtenue la ou la pente du sigé#échi en fonction de l'angle

d’incidence est maximale.
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IV-2. f) Imagerie dans l'ordre-1

Il est aussi possible d'utiliser I'ordre diffractd pour réaliser les images. Ceci est notamment
intéressant pour exploiter des directions plus lpgsade la normale a I'échantillon en vue de
I'imagerie 2D. La puce caractérisée ici présentengueur d’onde de résonance plus centrée
entre les repliements du nitrure, permettant unideuee finesse des résonances a la longueur
d'onde de 280 nm. Ceci implique que la directionl’dedre —1 a 280 nm en conditions
résonantes est proche de la configuration Litti®aur des problémes de fenétrage, les angles
d’incidence trop proches de la configuration Littroe peuvent pas étre imageés. Ici I'angle le
plus proche de la résonance que nous pouvons txpkst 40°, qui correspond a une
direction d’émission de l'ordre —1 de 42° (valeue [44°). Ceci correspond a un angle

sin(@_,) =sin(G,) —%), soit 8_, =-21° par rapport a la normale a I'échantillon, et 18fre

I'éclairage et le détecteur. On est alors en detierl® condition de résonance, mais on garde
une forte influence de I'élément biologique susilgnal diffracté. L’'image traitée obtenue est
présentée Figure 3.22 (a). Sur la Figure 3.22n{d)s avons étendu la dynamique obtenue. La
moyenne de 7 profils réalisés sur 3 spots est doigure 3.22 (c). Le niveau de signal
mesuré est de 3%, au lieu d’'une efficacité deatiffon attendue de 20%. Ceci peut étre di a
de mauvais réglages optiques, les directions @lastsensibles sur I'ordre —1. Le contraste
obtenu est ici de 46%, soit supérieur au contraisémdu de 30%. Ceci peut étre expliqué par
la rugosité au niveau des spots biologiques. Parpacaison aux images mesurées dans
I'ordre de diffraction 0, il n’y a pas de signaflé&hi par la puce en dehors du réseau. On a

donc une image du réseau sur fond noir.

() (b) (c)
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Réflectivité

Figure 3.22 : Images a l'ordre -1 (a) sans et (bpaétalement de la dynamique (c) profil moyen tigriés de
3 spots
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V- Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons d’abord dicfabrication des biopuces, ainsi que les
étapes de la préparation biologique. Des caraaténms expérimentales d’ellipsométrie et
d’AFM ont été réalisées sur nos structures afimmileux connaitre les contrastes attendus.
Suivant cette démarche, il a été possible d’'obtené& bonne prédictibilité et compréhension
des contrastes d'imagerie attendus. Cette carsatiom et bonne compréhension de nos
structures seront utiles par la suite pour lasétibn de nouvelles puces. Des étapes telles que
la caractérisation AFM ou MEB ont servi de contrdles mesures d’ellipsométrie pour
I'épaisseur des couches et leur loi de dispersiom cependant essentielles. La détermination
des contrastes de la biopuce réalisée a mis erer®addes contrastes conformes a ceux
attendus d’apres les simulations électromagnétigdesiotre connaissance, il s’agit des
premieres expériences d’'imagerie 2D d’élémentbigues sur réseau. La mise au point de
biopuces permettant un bon renforcement de coateassolution est en cours. De premieres
biopuces ont pu étre fabriguées et caractériséestrafement. Ces expériences sont
présentées en annexe D. Ne disposant as de disfloglique établi, nous avons pu mettre
place ces expériences en utilisant une lamellentgrer capillarité a la surface de la puce, et
ainsi réaliser la caractérisation spectrale desddiopuces, ainsi que de premiéeres images UV

en conditions résonantes.

Par ailleurs, des images de puces quart d’'ondpwmétre réalisées en mettant la puce dans
une cuve en quartz transparente en UV. Ceci malaine la compatibilité de notre technique

de détection a un montage fluidique plus établi..

Nous avons en tout cas ici montré les sensibibiéffisantes de notre dispositif pour des
applications telles que I'imagerie de biopuces.dlaitation et la caractérisation de premieres
biopuces permettant de fortes augmentations duasiata 280 nm a été réalisée, et a permis
de démontrer une bonne prédictibilité des contsadte potentiel de notre technique pour la
détection de réelles expériences biologiques anpud@montré au cours de cette these, méme

si un gros travail de mise en ceuvre doit étre pivirpour des facilités d'utilisation.
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Chapitre IV

Intégration sur la résonance

Dans le chapitre 2, nous avons décrit des strustpeemettant une augmentation du
contraste d’absorption. Les biopuces décrites santement sensibles a la présence d’'un
élément biologique dans les conditions de résongme lesquelles on obtient un couplage
fort entre le champ électrique et I'élément biotpgt. A une longueur d’onde de résonance
donnée\, correspond un angle de résonance d’excitdiiobu fait de la largeur spectrale a la
fois du spectre d’absorption des éléments biolagquainsi que des sensibilités
instrumentales des éléments de notre montage {détedlGaN QA[R20Onm) et/ou DEL
AlGaN (AA[112nm)), il semble intéressant d’intégrer le contrastetoute la résonanck;,;).
Ceci permet d’augmenter le niveau de signal eapport signal sur bruit, et donc d’obtenir
une meilleure sensibilité. A notre connaissancs, dispositifs permettant d’exciter un large
domaine de résonance n’ont pas été développéderapsoblématiques d'imagerie. Dans ce
chapitre, nous décrivons les avantages au niveasedil de détection et la facon dont de
telles pré-dispersions peuvent étre obtenues. ndéte spatiale du mode sera aussi discutée

en fin de chapitre.
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| — Achromatisation

I-1. Intégration

Une haute sensibilité peut étre obtenue pour tesicbuplesX;, 6;) satisfaisant la condition

de résonance. Pour bénéficier de toute la senilekipérimentale de notre dispositif sur un
domaine spectral D, chaque longueur d’'ohdde la résonance doit étre excitée a son angle
correspondan®,. L’intensité du signal mesuré R correspond alors idtégration de la
réflectivité de la biopuce §R\) pondérée par la réponse instrumentale. Commeté au au
chapitre 2, la résolution angulaire ainsi que lgdar spectrale sont prises en compte dans
Ro(A) en réalisant un produit de convolution avec aextions gaussiennes @(et S), de

largeur spectralA6=0.5°, etAA=1.5 nm respectivement.

L’intégration est réalisée suivant les conditiongé@sonances\{, 6;) pourA appartenant a un
domaine spectral D. L'idée générale de cette ppetsion est représentée Figure 4.1. La
réponse instrumentale B(inclut a la fois le spectre de réponse du déteott le spectre

d’émission de la source. La réflectivité est alomnrBe par I'expression suivante

R= [ R(A.6,) F(4)dA, (4.1)

A,0D

90+ 1 AOD

Rékopse spectrale S n.6) (A8,

Forte sensibilité
résonance autour

270 280 300

A (nm)
Figure 4.1: Idée générale de la |-dispersion de I'éclairage : Chaque longueur d’ontle@lu domaine spectral

d’intérét D doit arriver sous I'angle d’incidence gorrespondant a la condition de résonance. Cecimet de
bénéficier de I'ensemble du flux du domaine spédtiatérét

154



[-2. Condition de résonance

La technique classique de couplage dans l'utilisatie structures résonantes est I'utilisation
d’'un laser, naturellement monochromatique de longdéndel.seret de divergence limitée
par la diffraction. L'éclairage avec source laser dens ce cas réalisé sous une incidence
Br(Alase). L'utilisation de sources larges et incohérentesnet d’éviter le speckle, toujours
problématique en imagerie. Dans ce cas, la sétectione longueur d’onde unigue est
réalisée au moyen d’'un monochromateur et on pageite de telle sorte que cette longueur
d’onde arrive sous une incident€;). Pour coupler un domaine spectral large Ds A ,

il est nécessaire de disperser I'éclairage pourchague longueur d’onde arrive sur la puce
sous l'incidenced,. Par une telle pré-dispersion, on récupére alensémble de la puissance
utile de la source, ce qui permet de gagner erabgren rapport signal/bruit. Les évaluations

numériques des gains en signal sont données daastlan 1l

On notek, (1) = n (1) X%Ie vecteur d’'onde du mode guidé d’intérét de nstracture,

ou n (A) désigne son indice effectif a la longueur d’'oadéa condition de compensation de

dispersion s’écrit :
.6 )= ki 0,) oaeD. “

Il est possible d'obtenir de telles conditions tbéage en utilisant des éléments dispersifs,

tels que prisme ou réseau.

I-3. Relation de dispersion
[-3. a) Caractéristiques spectrales

Les parametres de la structure servant aux évahgatiot été présentés au chapitre 2. Nous

donnons Figure 4.2 et Figure 4.3 les efficacitédifieaction dans I'ordre O et I'ordre -1
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respectivement. Ces figures donnent aussi la diff&a de réflectivité induite par un élément
absorbant d’absorption 5x%0ainsi que le facteur de renforcement de contfastes cartes
de réflectivité des biopuces les plus sensiblealasdrption montrent que la dispersion est
quasiment linéaire e\ @), ce qui implique que le dispositif dispersif i de maniere

intermédiaire doit fournir une dispersion linéaster un domaine de longueur d’'onde D.

Pour I'éclairage, il est particulierement intéredgsad utiliser des DEL UV. D’autres sources
larges UV (Xénon, mercure) peuvent aussi étre agess. Si la largeur de la source est
supérieure a la largeur de la résonance, il sera akcessaire de sélectionner les longueurs

d’onde de résonance en réception. Ceci peut &lisééen utilisant un détecteur AlGaN.

I-3. b) Pré-dispersion de I'éclairage a obtenir
La résonance de la puce est centrée a 280 nm. Rakolairage en conditions résonantes, il

est nécessaire que:
- lalongueur d’onde centralg = 280 nm arrive sous une inciderfize= 38.1°.
- la dispersion angulaire de la puce soit identiguelle de I'éclairage.

Sur un domaine centréhg = 280 nm, nous observons un mode guidé linéairelid@ersion a
obtenir est importante. En effet, si I'on regardeltengueurs d’ondes extrémes, on lit sur cette
figure queby 275 nie 40°, et quedy, 235 nie 36.2°. Ceci correspond donc a une dispersion de
3.8° pour un domaine D de largeur spectrale 10swim 6.6 mrad/nm. La dispersion de notre

biopuce implique ainsi d’obtenir de fortes dispensi en illumination.

Pour une meilleure idée de la distribution de B&elge, on peut dés a présent se référer a la
Figure 4.9 (c) qui montre I'éclairage d’'une puce fihlesse F=200, dans le cas particulier

d’une sensibilité instrumentale pour une large@csale & mi-hauteur de 10 nm.

Nous présentons dans la suite les éléments optiquepeuvent étre utilisés pour pré
disperser I'éclairage. Le choix de ces éléments pbtenir la pré dispersion voulue sur le

domaine D est aussi discuté.
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Figure 4.2: (a) Réflectivité, (b) différence de sibimauite par la présence de I'absorbant, et (c)mifitation
du contraste obtenues pour la réflexion spéculaire
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Figure 4.3: (a) Efficacité de diffraction dans I'omlde diffraction -1,(b) différence induite par leépence de
I'absorbant, et (¢) amplification du contraste

Il - Compensation de dispersion

[I-1. Eléments dispersifs

[I-1. a) Prisme
Parmi les éléments dispersifs, il est possibleilat des prismes. L'angle de dispersion

interne dans le prisn&, est alors donné par :

n,(4)sinl@, ,)=n, sin@) (4.3)

ou de maniére équivalente :
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6, = arcsir{mj. (4.9

n (1)

ou n; désigne l'indice optique du milieu incide®t,désigne I'angle d’'incidence®;, I'angle
dans le prismen, (1) l'indice du prisme a la longueur d’onde On suppose dans la suite
que le milieu incident est I'air. L’angle de sontiar rapport a la normale du prisBig, est tel

que:
sin@')=n,(4)sin@, ,). (4.5)
La déviation d’'un faisceau lumineux a la longue'ondeA dans le prisme est donnée par :

D=6 +68'-A, avec A angle au sommet du prismeéx + &' .

La dispersion dans le prisme conduit alors a |pat&on suivante :

d dé
%Sin(gm)"' np(A)d—/{’cos(Hp,A): 0 (4.6)

La variation de déviation du prismi®/dA est donnée par:

db_di'_ dn,  sin(A) 1 (4.7)
di A A nz-sin%g)  f1-[sin(A)/n,?sin?6, - cos@)sin@, f

Elle est donc d’autant meilleure que la disperslormatériaudn, / dA est importante. Parmi

les matériaux possibles pour les prismes UV (M@Rak, SiO;, Al,Os), aucun des matériaux
ne permet d’obtenir une dispersion suffisante drodedes conditions extrémes d’utilisation
du prisme (incidence rasante). Une successionudgepirs prismes peut par contre permettre

d’obtenir cette dispersion.

Figure 4.4: Dispersion par un prisr
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[I-1. b) Réseau
Les directions de diffraction obtenues lors deillsdtion de réseaux sont données par la

relation classique :
. . A
n(A)sin@,) = n(A)sin(@,) + m (4.8)

On suppose que le milieu ambiant est I'air. La ispn d’'un réseau est obtenue en dérivant

cette équation. On obtient alors :

m

dé 1

m : (4.9)
dA N cos@)

Figure 4.5: Réseau blazé en réflexion

Plus la dispersion désirée est élevée, plus lm@ernlu réseau devra étre faible. Pour obtenir
une forte dispersion, il est aussi possible dsgiliun réseau de plus faible densité, mais a un
ordre de diffractiorm plus élevé. En effet, pour les réseaux échellemmgueur d’'onde de
blaze Ag, la dispersion a un ordre de diffractiom sera importante au voisinage de la
longueur d’'onde\g/m. La Figure 4.4 représente un réseau blazé erxidgfleLes réseaux
blazés a I'anglew sont blazés en condition Littrow. A la longueuontie de blazé\g

(correspondant a la longueur d’onde a laquelldita€ité du réseau est maximale), on a :
Sin@xg)=sin@"g)= (M A®""") \g, avec 0 =8' = w, soit: 2sinf) = (M/ A®"*"") Ag.

En ce qui concerne les réseaux holographiquesngefsinusoidale, des ordres de diffraction
plus élevés que l'ordre -1 peuvent aussi étres@ésli La correspondance entre les longueurs

d’onde d’efficacité maximale est alors moins imnaéeliiPalmer, 2005].

159



[I-1. c) Association d’éléments dispersifs

Pour obtenir la dispersion désirée, il est ausssite de combiner des éléments dispersifs
tels que prisme et réseau. Ceci peut notamment gbgend’obtenir des conditions de
compensation de dispersion sur un domaine de lamgd®nde plus important. Nous

donnons ici les approches qui ont été développéegijici pour de telles applications.

Tout d’abord, Spaulding et Morris [Spaulding, 1991$paulding, 1992] suggerent deux
approches différentes. La premiere consiste ereseau de couplage sur la face d’'un prisme.
La largeur a mi-hauteur de la bande spectrale éeupbtenue est de 41 nm. La seconde
combine un réseau de couplage avec un réseauramission tilté d’'un certain angle. La
largeur spectrale couplée était alors de 13 nmréladisation était faite pour une longueur
d’onde de 500 nm. En 1993, Hetheringtdral proposent d’utiliser un réseau holographique
en transmission tilté d’'un certain angle par rappoun réseau de couplage [Hetherington,
1993]. La largeur de couplage obtenue est de 5Leur démonstration est limitée par la
largeur spectrale de la diode laser utilisée pawté@monstration, centrée a 780 nm. En 1994,
Strasser et Gupta proposent une méthode de contipensambinant un réseau de couplage
avec un réseau en réflexion incliné [Strasser, 1994 dispositif de couplage leur permet
d’obtenir une largeur de couplage de 17 nm auteuladongueur d’onde de 650 nm. Pour
augmenter la largeur de couplage, et faciliteidt@@ment des éléments optiques, Li et Brazas
proposent une méthode qui met en jeu l'utilisatiam prisme et de deux réseaux paralléles.
Les dispositifs de démonstration mettaient en jea gources centrées a 660 et 685 nm
[Brazas, a, 1995] [Brazas, b, 1995]. Par la sitendeset al. poussent la compensation de
dispersion a un degré de perfectionnement remalguah compensant a des ordres plus
élevés la compensation a l'aide de parametresslibtedesign général de Li et Brazas. Les
matériaux d’indices variables sont choisis judisEment et surtout I'angle du prisme est
adapté. Cette méthode met aussi en jeu un priséliepraire et deux réseaux solidaires de la
piéce de support principale. La largeur spectrahai-hauteur obtenue est alors de 70 nm
[Mendes, 1995][Mendes, 1997]. Les dispositifs patamt une compensation de dispersion
sont donc nombreux. Cependant, a notre connaissauce’'a pas encore été mis en ceuvre

dans des dispositifs d’imagerie.
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[I-2. Couplage au mode guidé avec un réseau pré-gisrseur

[I-2. a) Réseau coupleur
La régle générale est qu’un des ordres de diffsaalu réseau coupleur doit faire le lien entre
la composante du vecteur d’onde de la lumiére ertiel dans le plan du guide et le vecteur

d’onde du mode guidé. Ceci s’écrit :

k/l/nc (/],Hinc)_'_ choupleur - k/t?iopuce(/]r ) ,D/] OD. (4.10)

avec k(A1) =n, 2—nsin(6?

e ) | .)vecteur d’onde incident sur le réseau coupleur larigueur

2n ] . , -
dlonde A, G=P*' = s vecteur donde du réseau de diffraction de péridde”™”

permettant d’obtenir la relation décrite par I'étjoia 4.10, etm est I'ordre de diffraction

utilisé pour ce réseau.

Enfin, k,t,""p“ce(/l):neﬁ(/])% est le vecteur d'onde du mode visé, aussi carsété
classiquement par I'indice effectif,, (A).

Ceci s’écrit de maniere équivalente :

A

/\coupleur

N.c(A)sin(@,.)+m =Ny (8,4). (4.11)

[I-2. b) Configuration avec réseau sur mesure

> Paramétres du réseau

La Figure 4.1 représente I'idée générale de prgedéson pour éclairer la puce en condition
résonante. Pour notre puce, les grandes longuéndeddoivent arriver sur la puce avec un
angle d’incidence plus faible par rapport a la relenCeci peut amener certaines restrictions

concernant les réalisations expérimentales, notarhga¢on veut utiliser un montage de type
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4f ou avec un miroir parabolique permettant de farfiimage du réseau pré-disperseur sur la

puce. De telles configurations permettent de caesdiensemble du flux.

La dispersion de notre puce guide d’ond#dd est de -6.6 mrad/nm, soit -0.15 nm/mrad.
Ceci nécessite donc des prismes ou réseaux fortedigrersifs pour I'éclairage. Afin de
conserver I'ensemble du flux lumineux, les relasiosuivantes doivent étre satisfaites

simultanément:

dé, =m | ! =-6.6mrad/nmavecd,, = —381°.
dA /\COUP eur COS@m) (412)

sin(@, ) =sin(@,) + m%

pleur.

La premiere équation donne une périddf&**'=192 nm, soit un nombre de 5200 traits/mm.

Ceci correspond a un angle d’émission de I'ordde 6,=50.6°.

Pour obtenir une dispersion identique sous la ménidence, il est possible d'utiliser des
réseaux de période plus grande mais a un ordreisupéDans ce cas, pour un réseau utilisé a
I'ordre -2, avec une méme direction d’émission oraaune période de 2600 traits/mm, et de
1733 traits/mm a l'ordre -3.

Afin de faire I'image de la puce, sur le détecteur utilise un montage 4f pour I'imagerie.
L’encombrement devra aussi étre pris en compte fimagerie. Un renvoi vertical de

I'image via un miroir peut aussi étre envisage.

[I-2. ¢) Réseau commercial utilisé au 3eme ordre

» Paramétres du réseau

Nous développons ici le cas de l'utilisation d'éseau blazé en réflexion. Le réseau choisi
est un réseau de 1200 traits par mm (période da@j8blazé pour 750 nm a un angle
d’incidence de 26.24°. |l est utilisé a I'ordre €&, qui permet d’obtenir une bonne efficacité

de diffraction autour de la longueur d’onde de 850
A la longueur d’onde de blaze, la dispersion avateur de 6.6 mrad/nm.

do'y /dA\=m/a/cos@').
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Le réseau est utilisé a 'ordre m=-3 a un anglaaikience proche de de 57°. L'angle de
diffraction a 280 nm est de —10°. L’efficacité défrdcton a cet angle d’incidence devra par
contre étre vérifiée. La puce est ensuite suivismé’optique d’'imagerie de configuration 4f,

permettant de reformer I'image de la puce sur tealéur.

Détecteur

Ordre O

p <+ Biopuce

Réseau f f
coupleur

Figure 4.6: Montage optique avec réseau sur me

» Configuration optigue : Spectromeétre d'Offner

Afin de simplifier les réglages, il est possiblautiliser la configuration d’un spectrométre
d’'Offner pour réaliser I'éclairage de la puce. Cecius permet, en utilisant un réseau
permettant d’obtenir une dispersion correspondardtee biopuce, de I'éclairer en condition
résonante. Ceci signifie que chaque longueur d’ondarrive sur la puce a un angle
d’incidenceB;. De maniére a faire des images de I'ensemble geida avec notre détecteur
matriciel, il est alors nécessaire d'éclairer toste surface, et de plus de conserver les
propriétés de I'image. Nous présentons donc daites partie le dispositif utilisé pour réaliser
la dispersion, en prenant en compte les ouvertmgslaires, ainsi que I'étendue spatiale du

faisceau d’éclairage.

Le réseau dont nous disposons est un réseau derag®0nm, de taille 25 mm x 25 mm.
Lorsque ce réseau est éclairé sous une incidengsé°déa dispersion a une valeur 6.6

mrad/nm, ce qui correspond bien a la dispersiomgus souhaitons obtenir pour notre puce.

Dans ce type de spectrométre, la fente d’entrégitege au foyer d’un miroir sphérique
permettant d’envoyer un faisceau collimaté vergéeau découplage C. La biopuce B est

placée aprés ce réseau de diffraction coupleurdtiverture angulaire est donnée par
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I'ouverture de la fente Osur la distance focale du miroir de=fL5 cm. Une configuration 4f

est ensuite utilisée pour reformer I'image suréeedteur.

Détecteur

Montage ~4f
pour reformer I'image

Biopuce B éclairée dans
les conditions de
résonances

Réseau commercial
C de 1200l/mm,
utilisé au 3eme ordre

Miroir sphérique

Figure 4.7: Configuration spectrométre d’Offner pour éclaita puce, suivi d’'un montage 4f
pour reformer I'image sule détecteur

> Divergence du flux

Dans de telles configurations optiques, I'encomtaaimest un critére primoridal pour la réalisation.

Dans le cas ou le réseau coupleur et la biopu@onepas conjugués, il y aura une perte de flutattude la
divergence du faisceau. Nous évaluons cette perteyme distance d=10 cm entre les deux élémentsiof3
I'angle correspondant a I'étalement spectral dsckéu. Pour d = 10 cm, la distance correspondanta puce
est t=0.26 cm. Pour une section de faisceau igitigl 1 cm, la surface couverte est de (1-2x0.26)8=mm.
Ainsi, on perd dans ce cas la moitié du flux. Flews, la puce fait un anglé=38° par rapport au faisceau

incident. On perd alors un facteur de 1.2 surde flar unité de surface sur la puce.

Figure 4.8 : Perte de flux du fait de la divergencgyalaire du faisceau
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Il - Gain en rapport signal sur bruit

[lI-1. Gain en signal

Comme nous l'avons vu dans le chapitre 1, en dedessources lasers, I'ouverture angulaire
d’émission des sources est trés supérieure a ceequiert I'éclairage en conditions
résonantes. Nous réalisons ici les évaluations riqoes résultant de I'intégration sur la
largeur spectrale instrumentale. Les configuratinggumentales considérées sont les

suivantes :
- DEL AlGaN
- Détecteur AlGaN associé a une source Xénon
- Détecteur AlGaN associé a DEL AlGaN

La puissance totale dont nous pouvons bénéficieinpigration sur la largeur de la réponse
instrumentale est de 12 nm pour la DEL seule, di0dem lorsqu’elle est associée a un

détecteur AlGaN spectralement sélectif de largeumni-hauteuAA=20 nm.

Le spectre de la source Xénon peut étre consiadénéne constant sur le domaine considéré.
Dans ce cas, la largeur spectrale est limitéegpdétecteur, sofiA=20 nm. Notons que
I'adaptation de la composition des coucheg>al.xN du détecteur peut permettre d’adapter la

largeur spectrale et la longueur d’onde centraldétacteur [Walker, 1996].

Pour une DEL, la puissance émise dans un angleb@é @orrespondant a une largeur
spectrale de 1.5 nm, soit une finesse de 200)ee8t5MW/1.5 nm pour la DEL, alors que
pour une source Xénon, on a une puissance de 1/2HWm, soit un temps d’intégration

2.4 fois plus faible.

De maniére classique, lorsqu’on utilise une soumrge pour réaliser un éclairage en
conditions résonantes, on utilise un monochromatenrce qui concerne les pertes pouvant
étre introduites par les éléments optiques, ethes sonsidérées identiques a celles obtenues
lors de I'utilisation d’'un monochromateur puisqué&dment dispersif mis en jeu peut aussi
étre un réseau, et les pertes obtenues avec unepsignt limitées. Le gain en signal obtenu

par intégration sur le domaine D peut étre expiigr@me suit :
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jF(A)dA = Gain x jF(A)dA 4.13)

AOD (280/ F)nm
ou F(A\) désigne la réponse instrumentale. Pour les éwahsanumériques, on suppose F de
forme gaussienne, avec comme largeur a mi-hauldurLes valeurs de gain en signal
obtenues lors de l'intégration sur la conditionrésonance sont données dans le Tableau 4.1

pour une finesse de 200.

F=200 Signal
AN=1.5 nm x 1
AA=10 nm x 6.7
AA=12 nm x 8
AA=20 nm x13

Tableau 4.1 : Gain en signal

[1I-2. Gain en sensibilité
L’intégration sur le domain@A\ permet de gagner en signal. Nous explicitonsei@din en

signal et en rapport signal sur bruit.

[1I-2. a) Dispositif considéré

Pour ne pas transformer cette présentation enmumaération de chiffres, nous nous référons

ici a un dispositif donné. Prenant en compte laspgeetives prometteuses des composants
AlGaN, il nous semble ici intéressant de considdestels composants en particulier en terme
de codt et compacité du dispositif de biodétectiBiobin, 2009]. Pour une finesse F = 200 et

un montage optique correspondant a un domaineégdtiation deAA=10 nm, le gain en signal

est d'un facteur x6.7 pour I'illumination.

Dans la section précédente, pour rester génénas, mavons pas pris en compte les variations
de signal RX) dues a la biopuce sur le domaine spectral D.ftat, ée domaine D étant de
largeur spectrale limitée, la réflectivité peuteétonsidérée constante sur ce domaine. Par
exemple, dans le cas précis qui nous occupe igéflactivité moyenne sur le domaine D
pondérée avec la réponse spectrale correspondtenuda gain de signal de 6.25 au lieu de

6.7. Ceci s’écrit :
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j R(A) S(A)dA =6.25% Ry, ¥ j S(A)dA (4.14)

AA=10nm AA=15nm

Nous donnons Figure 4.9 I'allure de la pré-dispergibtenue pour ce dispositif et une finesse
de 200, soit une résolution angulaire de 0.57°Figarre 4.9 (a) donne la sensibilité spectrale
F(A) de notre dispositif, prenant en compte le spediemission de la DELN»a=280 nm,
AA=12 nm), convoluée avec la réponse spectrale de wétecteur AIGaNAnax=278 nm,
AA=20 nm). L'utilisation de cet éclairage sans le-gisperser (Figure 4.9 (a)) ne permet pas
de bénéficier du renforcement de contraste obtenaoaditions résonantes, et il est donc
nécessaire de le filtrer. La Figure 4.9 (b) repmnésd’éclairage filtré en I'absence de pré-
dispersion. Ceci est obtenu expérimentalementiésamt un monochromateur et en I'ouvrant
a une largeur de 1.5 nm centrée a 280 nm. Les timmslid’éclairage de la Figure 4.9 (c)
suivent une distribution identique a celle de Bor@ance. Cet éclairage pré-dispersé permet de
récupérer un maximum de photons utiles tout erdagdares sensibilités obtenues en imagerie

résonante.
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Figure 4.9 : Distribution de I'éclairage pour unenéisse F = 200, soit une ouverture angulaire de 0&1ii-
hauteur., et une largeur spectratel=1.5 nm pourd donné(a) Eclairage non pré-dispersé, correspondant au
spectre instrumental (b) Spectre filtré sur uneykur spectrale a mi-hauteur de 1.5 nm (c) Specatedsperseé,
pour lequel I'ensemble du spectre est disponiblér iéclairage en conditions résonantes.

[1I-2. b) Gain en rapport signal sur bruit
L’évaluation du bruit a été détaillée en Annexe LA contribution principale est le bruit
photonique. Cependant, pour de faibles flux, lesesucontributions ne peuvent plus étre

négligées. L'intégration permet ainsi d’améliorerapport signal sur bruit de 104 a 359 pour

un temps d’intégration de 1 seconde.
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Les valeurs de gain en signal et rapport signabauit sont reportées dans le Tableau 4.2, ou
nous reportons aussi le seuil de détection aprais @alisé la moyenne sur plusieurs images,

et pris en compte le nombre de pixels exploitapesplots de diametre 150 um sur la puce.

La taille des pixels du détecteur est de 30x30 Lavéc des dimensions du détecteur de
320x256 pixels. Le grandissement choisi est de d sne surface de détecteur de
7.6x9.6 mmz2, ce qui correspond a un champ de 3B8r#M2. Pour une taille de spots
biologiques de diamétre 150 um, l'image est alarsspot de 300 um de diamétre. La
distance centre a centre entre deux plots voisingaspuce est de 400 um. La surface par un
spot est de 400400 um?, sur la puce. Une distdec250 pum entre 2 bords de plots
biologiques semble convenable tant au niveau délagie pour I'influence des interactions
entre plots voisins, qu’'au niveau de I'étendueigfmdu mode. Ceci correspond alors a un
nombre de plots biologiques dans le champ de 10sd4i2,120 plots, et permet donc de
multiplexer les réactions sur différents plots. Péuvaluer le nombre de pixels par plot que
I'on va pouvoir exploiter, il est nécessaire dengire en compte I'étendue spatiale du mode.
La finesse considérée dans cette analyse est teujeu-~200. Comme il a été présenté dans

le chapitre 2, I'étendue spatiale est donnée gauhtion2.54y Ax = In(2)RA/ng.

Avec un indice de groupe 1.98 et une longueur d’'onde de 280 nm, ceci cpored a une
distance de 20 um. Le spot a alors une forme desumla matrice du détecteur de diamétre

a = 300 um verticalement, et de diametre explatdbl= 260 um horizontalement. Ceci

2 4+ h2

R : a . : :
correspond a une surface exploitegbke /7x , Soit un nombre de 69 pixels. Les pixels

du bord n’étant pas nécessairement couverts decoietébiologiques sur toute leur surface,
leur valeur n'est pas prise en compte. Ceci coomgpa un nombre de spots de

az+Db?

P=2mr

soit 29 pixels. Le nombre de pixels qui peuveme &xploités est ainsi

N =S-P =27pixels. Ceci permet une augmentation du rapportasigur bruit de 5.5, et

améliore notre seuil de détection

! Le choix de la forme pour la réalisation des phitdogiques est circulaire. Ce choix a été faitfdit des
masques existants dans nos laboratoires. Une fdenmots carrés serait plus favorable pour nosicgifins,
puisqu’on aurait un nombre de pixel par spots D=1 = 60 en prenant soin des alignements desitait en
gardant une surface utile par spots sur la pudbar150umz2.
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Au final, en moyennant sur une trentaine de pixaissur 10 images, il est possible
d’améliorer le seuil de détection par un facteur Uiie taille de plot Iégerement supérieure

permettra d’augmenter la valeur de I'améliorationrapport signal sur bruit.

En ce qui concerne le signal, nous avons vu qgeileest d'un facteur 6.25. Ces évaluations
numériques montrent donc que nous gagnons quasimeoidre de grandeur sur le signal,
sans perdre pour autant d’amplification. A tempistdgration constant le gain en rapport

signal sur bruit est de 3.5.

A\, F=200 Signal SNR Seuil de détection
1.5 nm x 1 104 5.6x10
10 nm x 6.25 | 359 1.6x10

Tableau 4.2: Signal et limite de sensibilité avesans intégration sur un domaine spectral de 10paor une
fréquence d’acquisition de 6.25 Hz . Le seuil diedén correspond a une intégration sur 10 images0
pixels par plots.

[11-3. Application a I'imagerie

[11-3. a) Biopuce de finesse F~200
De maniére a rendre plus visuel ce que représergaih en signal et rapport signal sur bruit,

nous avons simulé des images prenant en compiedaunde signal et le seuil de détection.

Les images simulées sont données Figure 4.10, queslieurs profils. Elles correspondent a
un contraste C AR/R de 5x10. L'absorption d’'une monocouche de protéine de itfens
typique 4 ng/mm? est de 0.8%10Avec un renforcement de contraste d’un facteyrce@i
correspond a une densité surfacique de 40 pg/mimdvérture angulaire est prise en compte
dans ces simulations. On prend aussi en compentiée spatiale du mode, en utilisant une
convolution de I'image avec une fonction asymétiqle décroissance exponentielle, de
constante caractéristique de décroissance a mednmalit. Ceci donne une forme de comete

au plot observé.

L'image simulée correspond a ce qu’on aurait avee fuéquence d’acquisition de 6.25 Hz
(Tableau 4.2). En l'absence d'intégration, le sigréfléchi est de 14.4%. Un contraste

c=5x10° correspond & une variation de réflectivité de 7%1@ rapport signal sur bruit de
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104 correspond & un bruit de 1.39%1Mans ce cas, une moyenne sur plusieurs images ou
bien sur plusieurs plots d'un pixel est nécessdirest d’ailleurs par cet effet de moyenne
naturelle que nous pouvons distinguer les spotsiswage, car 'amplitude du bruit est en fait

supérieure a la variation de réflectivité.

En intégrant sur la résonance par un éclairageligpgersé, on obtient un signal 6.25 fois plus
important. L'image obtenue est donnée Figure 4.30 I(a variation de réflectivité due a
I'absorption est dans ce cas de 4.5%1 le bruit de 2.5xI8La variation de signal est dans
ce cas supérieure au bruit. A titre de comparaikolynamique de la premiére image est
étendue en multipliant I'image de la Figure 4.10 gay 6.25. On obtient alors la méme
échelle que I'image résultant de lintégration, snpbuvons observer visuellement le bruit

plus important (Figure 4.10 (c)).

(a) sans intégration (b) avec intégration (c) sans intégration, x6.25

0.18 0.905 0.905

0.

w0

0.9 ke

il i |mu,n
e

\[\ i ] p ”"

i 089 089
8 1350 400 800 1200 0 400 800 1200 0 400 800 1200

Distance (um) Distance (um) Distance (um)

2
s
o

Reflectivité

Reflectivité
Reflectivité

0.895

)
>

Figure 4.10 : Images pour un contraste de 5%18) Sans intégration sur la largeur spectrale @prés
intégration. (c) Sans intégration spectrale maisnéie sur la méme dynamique que I'image intédrés.
échelles de gris sont identiques a ce qui donnesitakes sur les profils. L'intégration permet dgmgr en
rapport signal sur bruit, ainsi qu’en niveau de rsig, ce qui permet d’'avoir un fréquence d’acquasitiplus
élevée. Ceci est intéressant pour les applicatmakwgiques nécessitant de faibles temps de ré&actio

[11-3. b) Images obtenues pour différentes finesses

Il nous semble intéressant de profiter de cettsgmi@tion pour revenir sur les notions de
finesse et d’étendue spatiale du mode. En efietajerie sur réseaux de diffraction a été a
ma connaissance assez peu étudiée. Les conséquientétendue spatiale du mode sur la

résolution des images est discutée dans ce palagrdpapplication des réseaux de
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diffraction utilisée jusqu’ici en détection biolagie correspond a de fortes finesses, qui
permettent une tres bonne sensibilité. 1l s’agitirpbinstant de détection spectroscopique
[Cunningham, 2002] [Cottier, 2003]. Comme nous &vanm dans ce manuscrit, il est possible
de réaliser de I'imagerie bidimensionnelle de geB&uctures, en localisant les especes sous
forme de plots a la surface de la puce.

De la méme maniere qu’avec les plasmons de surface,un contraste d’indice uniquement,
la variation de la réflectivité dans une condit{@rb) donnée est d’autant plus grande que la
pente dR/d (ou de maniere équivalente dB)Ydest importante. Ainsi, la variation de
réflectivité est proportionnelle a la finesse, etontne [linfluence des résolutions
instrumentales (selon le domaine des longueur @&pKés composants plus puissants que

ceux trouves en UV existent et diminuent ces litittes).

Notre cas de référence, est la aussi une biopufieetese de 200 imagée a la longueur d’onde
de 280 nm, avec une taille de plot de 150 pum. hdte spatiale du mod&=In(2)FA/2ny est
proportionnelle a la longueur d’'onde et a la fieedses finesses étudiées varient de 200 a

1000, soit une étendue du modeXdtevariant de 20 a 100 umA\E280 nm.

Les images simulées prenant en compte I'étendualgpdu mode sont proportionnel sont
données Figure 4.11. On donne aussi le profil asyuét des plots. Le contraste est
normalement proportionnel a la finesse (en toutlaesgu’il s’agit d’'un contraste d’'indice et

gu’il 'y a pas de limitations instrumentales). Qum le contraste est suffisant ici pour
l'interprétation des images, et que nous souhaiteos I'effet de I'étendue spatiale

uniquement, Nous ne prenons pas en compte cettaeatgtion de contraste. Ceci nous
permet de nous focaliser sur la notion d’étendwdiale du mode et résolution spatiale en

imagerie.

S’agissant de la largeur a mi-hauteur, on voit gusque I'étendue spatiale du mode est trop
importante (>80um pour une taille de plot de 150),ulen minimum de réflectivité ne peut

plus étre atteint.

Nous avons considéré ici une longueur d’onde derzB80Cependant, cette étude n’est pas
restreinte a l'ultraviolet. En effet, une de fineds imagée a 280 nm équivaut a une finesse
Fx280A(nm) imagée a\. La faible longueur d’onde est ainsi favorable rpobserver des

effets liés a une forte finesse pour une faibledite spatiale du mode.
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F=200 F=400 F=600 F=800 F=1000

0.905
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Reflectivité

0.895

0.89

Figure 4.11 : Image d'un plot de 150 um de diamétneulé pour différentes finesses, a la longueundéode
280 nm. L'étendue spatiale du mode est proportitberiela longueur d’onde. Cette longueur d’'onde @éshc
favorable pour I'étendue spatiale, et donc la résion obtenue en imagerie. De maniére a observejuament
I'étendue spatiale du mode, le contraste est idetisur chacune des figures. Tout comme I'axe dgdhgjues,
I'échelle de gris utilisée ici est [0.89 ; 0.905]

IV - Conclusion

L’intégration sur le domain&A = 10 nm permet d’améliorer le seuil de détectiamdacteur

3.5 par rapport a une intégration sur 1.5 nm poutemps d’intégration de 1 seconde. Pour
gagner un tel facteur une moyenne sur 3.52=12.p&tgeecessaire afin d’obtenir le méme

seuil de détection. Ceci correspond a 12.25 sesopaeimage, ce qui semble trop long pour
les applications biologiques. L'obtention d’'un éclge pré-dispersé a déja été développée
pour des applications de spectroscopie. Ici, n@s®@ons une dimension d’imagerie a ce
dispositif. Les éléments optiques permettant doibtene telle pré-dispersion ont pu étre

discutés, ainsi que de premiéres idées de monkges avons ensuite illustré le gain en

rapport signal/bruit en simulant des images. Cecdisra permis de discuter I'étendue spatiale

du mode, proportionnelle a la finesse de la résomaet a la longueur d’onde. De fortes
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finesses correspondent a une étendue spatiale de plas grande, et donc une meilleure
interaction avec I'élément biologique. Ceci est exggant incompatible avec une bonne
résolution spatiale en imagerie. Un nomNrde pixels exploitables permet d’augmenter notre
sensibilité par un factew/N . En ce qui concerne l'intégration sur la résonamedie-ci
permet des gains en signal et rapport signal/tmportants. Ceci est particulierement
intéressant dans le domaine ultraviolet, ou lespmmants actuellement disponibles offrent de
faibles flux. Dans un domaine ou les temps d’adtjois et la sensibilité sont des critéres

essentiels, ces améliorations peuvent étre détantas.
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Conclusion

Chacun connait I'ampleur des développements actdels nanotechnologies et des
biotechnologies, dans lesquels s’inscrit a sa fdeoprésent mémoire. Le but de ce travail
était d’étudier le potentiel de I'imagerie de biopa dans l'ultraviolet : dans ce domaine, le
contraste d’absorption constitue une originalitétérét pour des détections fiables et qu’on
peut espérer plus sélectives que pour le contdiisidice. La courte longueur d’'onde permet
aussi d’étre plus sensible a des variations reptése de faibles épaisseurs. De plus,
I'ultraviolet est une "nouvelle frontiere" de lagibnique, ainsi qu’en témoigne I'arrivée des

DELs et des détecteurs matriciels AlGaN.

Dans ce contexte, trois acteurs m’ont permis derédiser et quantifier ce potentiel, avec
leurs apports respectifs : TRT dans les nanoteolies et la détection AlGaN, IOGS pour
les aspects optiques et le renforcement de liotEna lumiére-matiére, et le laboratoire de
Biochimie, pour la mise en ceuvre controlée de pregésur les biopuces. J'ai pour ma part
porté les diverses étapes qui ont permis de caseréte potentiel, tant dans la modélisation
électromagnétique, que dans la mise en ceuvre smrstm versant "technologique” en
participant a la fabrication et la caractérisati@s puces, puis dans les montages, les mesures

et leur interprétation.

La premiére étape de ce travail a ainsi consisti@ earactérisation combinée du montage et
de biopuces les plus simples, a savoir des pucdicouches. Avant la mise au point du
protocole biologique, I'amplification du contrasée été étudiée en utilisant un absorbant
modéle : le dioxyde de titane. Les capacités d’'ien@gd’absorption dans l'ultraviolet étant
démontrées, nous avons ensuite pu réaliser desresediimagerie UV avec des espéces
biologiques. Dans cette étude, nous avons utilie protéine modeéle, la méthionyl-ARNt
synthétase. L’absorption dans l'ultraviolet étamieupropriété générale des molécules
biologiques, ces résultats sont généralisablesaatréd’s protéines ainsi qu’a la détection de

I’ADN, encore plus absorbant dans I'UV.

Les contrastes se sont montrés conformes a cetgtiaftendu pour une monocouche de
protéines d’absorption en transmission de I'ordeel@®. Nous avons pu analyser les effets
combinés d’absorption et déphasage sur le contdestmaniere théorique, et interpréter les
contrastes obtenus en imagerie UV. L’amplificatittncontraste d’absorption a été modélisée
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dans une approche perturbative permettant de mettrévidence les interactions avec le
champ local. Les résultats sur I'amplification dmntraste obtenus dans cette modélisation
simple se sont montrés trés proches de la variateoméflectivité induite par I'absorbant
calculée exactement a partir des équations de Maxw@mplification de contraste obtenue

pour les puces silice/silicium est ainsi d'un facté.

L’étude sur les structures multicouches nous ai pesmis de mettre au point les traitements
d'image adaptés a des détecteurs encore en coéwvslation. Le passage d'un détecteur
linéaire a bruit trés important (temps d’acquisifopour une image de 5h pour pouvoir
moyenner suffisamment) a un détecteur bidimensioampermis de faciliter les acquisitions

(quelques secondes) puis le traitement des images.

Ayant mesuré sans surprise que sur ces puces djoade, les contrastes induits par une
monocouche de protéine sont trés faibles (du méwhes @le grandeur que le bruit de notre
dispositif optique), unétude électromagnétique permi de définir des structures permettant
d’exalter le contraste d’absorption en suivant ttatégie du réseau résonnant, encore peu
exploitte en combinaison avec [Iimagerie. Pour notapplication dimagerie
bidimensionnelle, nous avons exploité la directd®s ordres de diffraction —1 et O pour
réaliser les images, et montré que l'ordre -1, pite imagé a des angles proche de la
normale donc sans besoin excessif de profondewhdep. L'étude électromagnétique a

été réalisée par des modélisations basées suratesean de diffusion.

Dans la stratégie du réseau résonant, I'augmentdtiacontraste résulte du renforcement des
interactions entre le champ électrique local aitéase de la puce et I'élément biologique. Les
biopuces avec leur "spots" consistent en des rgsdalectriques résonants de grande
dimension, permettant ainsi le couplage puis lelageé de 'onde a proximité des éléments
biologiques pour induire une forte interaction. tuée de la répartition spatiale du champ a
permis de confirmer et mieux comprendre les intevas conduisant a de fortes variations de
contraste. Nous avons aussi pu mettre en évidengdd de I'absorption et de la partie réelle
de l'indice optique, le contraste obtenu résultahine combinaison des deux effets.
L’exaltation du contraste d’absorption obtenu poes premieres structures est voisine-de
50 en considérant des résolutions angulaires etrgpes raisonnables pour la mise en ceuvre
expérimentale. En définissant une structure rédend@ maniére a exploiter les deux effets

d’indice et d’absorption, et en appliquant les tegbes de traitement d'image et moyennes
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habituelles dans le domaine des biopuces, les ksktigési obtenues sont de l'ordre de

10 pg/mm2,

L’influence de la finesse et de la résolution angel et spectrale de la détection a aussi pu
étre discutée. Une forte finesse permet en thébaeoir une meilleure sensibilité mais elle
entraine aussi une efficacité de diffraction plug fspectralement et angulairement, et donc
correspondant a moins de signal utilisable si pamt d’une source large bande. En ce qui
concerne la finesse, nous avons aussi pu discaterindluence sur I'étendue spatiale du
mode, et sur la résolution spatiale des imagessiApour des finesses supérieures a 800, et
des spots de 150 um de diametre imagés a la longlende de 280 nm, I'étendue spatiale
du mode est de I'ordre de grandeur du diamétrgodt €e qui constitue un seuil rédhibitoire.
Des plots de taille supérieure doivent donc étrgsagés, mais un tel choix semble contraire
aux deésirs de miniaturisation des dispositifs. &fglue spatiale du mode étant proportionnelle
non seulement a la finesse mais aussi a la longliende, le domaine UV reste toutefois
privilégié pour combiner d’assez hautes finessesc awe résolution spatiale décente de

'image.

Le niveau de signal a aussi été étudié. Nous adimtsité le rapport signal sur bruit et les
temps d’acquisitions permis par les composants tiMedlement développés. Pour I'imagerie
en condition résonante, un temps d’acquisition’dl@ldle de 1 seconde doit étre utilisé pour
utiliser la capacité du détecteur si I'on considare finesse F~200 (montage LED UV

associée a détecteur AlGaN).

Comme détaillé dans le chapitre 4, et, a notre @igsance, de fagcon innovante en imagerie,
une intégration du signal sur toute la branchenaste de la dispersion du mode guig&),
obtenue en pré-dispersant I'éclairage, doit pemmeth fort signal, donc un gain substantiel
en fréquence d’acquisition ou en rapport signal Burt. Il devient alors possible de
bénéficier de tous les photons utiles d’'une solaxge comme une DEL UV pour I'imagerie

en conditions résonantes.

Prenant en compte les résultats des simulationg@teagnétiques, j'ai ensuite pris en charge
la fabrication des biopucesu sein de la plateforme technologique. J'ai éastaractérise les
échantillons, en utilisant des techniques telles lgpllipsométrie, la caractérisation MEB, et
la caractérisation AFM . En effet, seule une ca&rsdtion fine de la structure permet un
retour vers la modélisation théorique, essentjmlar interpréter les résultats obtenus. Prenant
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en compte ces éléments, la caractérisation speopigie de type(20) s’est trouvée en tres

bon accord avec les résultats modélisés pour stetteture fabriquée.

Les résultats obtenus en imagerie sur réseau deaatibn se sont aussi montrés tres
conformes a ce qui était attendu. Enfin, les dépigiques réalisés par le laboratoire de
biochimie ont permis de valider I'application dategechnique a la détection de protéines. La
détection de I'ADN est aussi optiguement validéefortiori, puisqu’elle présente une

absorption massique d’'un ordre de grandeur supérieu

Ainsi, au cours de cette these nous avons pu déemolat validité de I'imagerie dans
l'ultraviolet pour la biodétection. L'imagerie sweéseaux de diffractions nous semble
prometteuse, facilitte notamment par les degrébbdeé sur la longueur d’onde et sur la
géométrie de la structure. Les résultats préseitiégans le cadre de l'imagerie dans
l'ultraviolet ne se limitent pas a ce domaine dagleeur d’'onde et pourraient ainsi voir
d’autres développements. Le domaine ultravioletnggmpar contre de bénéficier de la courte
longueur d’'onde (le rapport.#iA étant favorisé) ainsi que des propriétés d’absmpiCe
domaine de longueur d’onde est aussi favorable paluire I'étendue spatiale du mode guidé
résonant, et donc la résolution en imagerie darte dratégie. L'évolution rapide des
technologies de [l'ultraviolet devrait rapidementndoire a une diminution du temps

d’acquisition et une augmentation de la résoluties images.

Les perspectives directes de cette these poussdidrd vers des expériences similaires en
solution. De meilleurs contrastes sont attendusfadude la localisation plus favorable du
champ électrigue du cO6té solution de linterfacees Lstructures définies doivent étre
légerement adaptées aux expériences en soluticzorbpatibilité de notre dispositif avec des
expériences en solution dans une cuve en quartzljrmagerie, et en mettant une lame de
quartz a la surface de la puce pour la caracté@nsapectroscopique a déja été démontrée.
Ainsi, le travail réalisé ici ouvre directement sl@s expériences biologiques de visualisation
d’interaction moléculaires en temps réel. Pour kEas$piologique, les premiéres expériences a
réaliser consisteront trés probablement a étudmiiriteractions de I'’'ARN de transfert avec

notre protéine modele.

Notre étude nous a enfin permis de jauger la distajui sépare un concept et un systeme,
méme au stade du prototype de laboratoire. A llis&enous pensons avoir montré comment

la physique dimensionne les éléments cruciaux dBojpuce au sein du systeme considéré.
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Avoir bénéficié de la mise en ceuvre controlée dedome a enfin été un élément majeur pour
crédibiliser nos études et concrétiser le maillarcial entre les technologies génériques des

micro et nano-structures d’'une part et les biopukastre part.
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Annexe A :
Dispositif de détection

Le dispositif utilisé est constitué d’'une sourcen¥®, la biopuce, ainsi qu'un détecteur
AlGaN. La source choisie est une source Xénon goatide marque OSRAM (Xenon Short
Arc XBO 75W/2 OFR) et de puissance 75 W. Elle pérdi®mbtenir une source de forte
puissance, de bande spectrale plus large et plusdine que les DELs UV. Les détecteurs
utilisés sont des détecteurs AlGaN développés deFhResearch and Technology. Les
premiers détecteurs utilisés au cours de cettee thésent des détecteurs linéaires de 300
pixels au pas de 26 um [Mazzeo, 2006]. Une tréoslale I'échantillon était alors réalisée
entre chaque image afin de reconstituer I'imagéadsuce. Les progres réalisés ont abouti a
des détecteurs matriciels de format 320x256 ddgoke 30x30 um?2 [Reverchon 2009]. Ces
derniers permettent de faire I'image de I'ensendlgléa puce de maniére simultanée, d’ou des
gains de temps d’acquisition, mais aussi des fésilile réglages non négligeables permises
par la vision 2D. Pour I'imagerie, nous choisissonsnontage en réflexion, car les matériaux
et supports transparents de qualité de surface ptaméité suffisantes sont rares. La biopuce

est donc congue en conséquence.

» Eclairage

Afin d’obtenir un éclairage optimal, une configuoat de Kohler est choisie. La configuration
de Kohler permet d’obtenir un éclairage homogéngédbantillon. Dans cette configuration,
I'image de la source n'est pas superposée a I'indag&chantillon, ce qui permet d’éviter de
refaire I'image de la source sur le détecteur. @ee tde configuration d’éclairage est
classiquement utilisé en microscopie.

Nous donnons Figure A.1 un schéma de cette configara_a source est placée au foyer
d’'une premiere lentille de collection e distance focale 5 cm, suivie d’'une secondelEnt
permettant de focaliser la lumiere sur le diaphmagiouverture du condenseur notgdur la
Figure A.1. Un diaphragme intermédiaire notg fgrmet de contrbler la taille du champ

éclairé sur I'objet, et ainsi de limiter la lumigrarasite.
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Le diaphragme Pest au foyer d’une lentille de grande focale fel Le diaphragme a pour
diamétre ¢. L’ouverture angulaire de I'éclairage sera aloogrtte pan\6=d,/f,. Ainsi, pour
un diametre g£1 mm, on aura une ouverture angulaire de 5 m@tQs3°. Cette ouverture

angulaire est critique pour la mise en ceuvre deepwavec guide d'onde et réseau de

couplage.
S L1 D; D L> Objet
S :source Lj: collecteur L,: condenseur

Lampe Xénon

Figure A.1: Configuration Kéhler utilisée pour I'éclairage

> Optigue d'imagerie

Afin d'obtenir de bonnes performances d'imageriey g'inspire d'un microscope a
configuration infinie. La Figure A.2 représente lanfiguration utilisée pour l'imagerie.
L'objet est placé dans le plan focal de I'objectifji projette I'image a linfini. On place
ensuite une lentille de tube, qui va permettreefiecaliser I'image sur le détecteur. Dans cette

configuration confocale, on obtient alors une imggendie de 'objet, dont le grandissement

ftube

est donné paG :f_. L'objectif de marque Olympus est choisi a ungtatice focale de
obj

43 mm, et une distance de travail de 19 mm. lligisalement dédié a l'usinage laser a
193 nm et n'est donc pas optimisé pour I'imageti¢aecorrection d’aberration spatiale. La
lentille de tube est une lentille en silice fondigedistance focale 100 mm (référence LB4941

de Thorlab focale donnée pour 588 nm ). Le graedigmt du systeme est donc de 2.3.
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» Résolution

L’ouverture numérique de I'objectif choisi est dd.CElle est donnée padA= nsin(a) , ou

n désigne l'indice optique du milieu entre I'objeti@ premiére lentille. L'ouverture angulaire

de I'objectif a par conséquent une valeur de 11.4uverture numérique détermine aussi le

. . : . . : 1221 : o
pouvoir de résolution r calculée par le critereRég/leigh : r :m. On obtient ainsi une

valeur de 1.6 um a 260 nm, et 1.7 um a 280 nm. Avegrandissement de 2.3, la valeur
correspondante sur le détecteur est respectivemeedii7 um et 3.9 um respectivement.
En comparaison a une taille de pixel de 30 um,ifadtion n'est donc pas un facteur

limitant pour la résolution de I'image.

4 | l
Objet | l Image

D

Objectif Occulaire

Figure A.2 : Configuration d'imagerie conjugué-conijiég

> Détecteur

Le détecteur présenté ici est un détecteur mdtAdi@aN. Son format est de 320x256 pixels,
au pas de 30x30 umz. Il a été développé pour persene réponse piguee de 260 a 280 nm
en étant le plus insensible possible aux autreguiemrs d’onde. La longueur d’onde de
coupure peut étre adaptée en fonction de la comtmosies couches du détecteur, entre 360
nm pour le GaN et 200 nm pour I'AIN. Ici, le tausaldminium est de 45%, ce qui permet
une réponse centrée a 280 nm. La Figure A.3 doengilement des couches du détecteur.
L’empilement des couches a été étudié pour évéserfissures et limiter les défauts et

dislocations dans la structure.
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Figure A.3 : Structure du détecteur basée sur desoplmdes Schottky.

Ces détecteurs sont basées sur une architectpteottiode Schottky (semi-conducteur avec
2 contacts métal-semi-conducteur : un contact oheni&t un contact Schottky a 'origine de
la zone de charge d’espace dans laquelle le phatacbest formé).

Il s’agit d’'une technologie dite hybride pour latjeaune matrice de photodiodes AlGaN est
hybridée a un multiplexeur conférant a I'ensembléds les fonctionnalités liees a I'imagerie.
Le circuit de lecture est un circuit d'Indigo Systente réflérence ISC9809. Les étapes de
fabrication de ce détecteur sont présentées Figuréad. La premiére étape est I'épitaxie par
jet moléculaire des différentes couches de la straadonnée Figure A.3, sur substrat saphir
transparent en UV [Grandjean 1997]. De telles siines ont également été obtenues en phase
vapeur par MOCVD [Omnes, 1999]. Les plaques sorduiém découpées avant d'étre
hybridées au circuit de lecture par une étape«dft-chip ». Les contacts sont réalisés par
des billes d’'indium. La maitrise de cette étapedéBtate. Le capteur peut ensuite étre intégré

(Figure A.4(b) et associé a une optique d'imageie que présentée ci-avant.
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(a) Etapes de fabrication (b) Capteur intégré

L ° > |
Vapor phase epitaxial layer . ’
= growth _
2

‘% In, Ga, Al, N
Epi-substrate manufacture b ,,,,,,,,,,,,,,,,,

&

' Flip-chip operation
(Y] ==
5 ~

Wafer processing and
chip singulation

Photo-diode
gf array chip
ROIC design and /
=

production (CMOS)

Ready for
packaging!

—)

ROIC

Figure A.4 : (a) Etapes de fabrication du détecteuibgtcapteur intégré

> Bruit du dispositif

La limite de détection est limitée par le bruitneus présentons ici les différentes sources de
bruit de notre montage.

Une premiére limitation pour détecter de tres &mbtontrastes peut étre la numérisation.
Dans notre cas, la conversion analogique se fait\aau de la carte d’acquisition, qui nous
permet d’obtenir des images sous un format de i} (4532 niveaux de gris). Ainsi, le
signal n’est pas limité par le bruit de conversion.

Le bruit sur une mesure peut étre décomposé eireptsscontributions.

Le bruit de photons est intrinseque a la source. Il est égal a laneacarrée du nombre de
photons recus. La capacité du détecteur est deOD7é@ctrons. Pour un remplissage de la
capacité du détecteur de 90% (153000 électron)rde photonique (ramené en nombre
d’électrons aprés prise en compte du rendementiquai est de 391 e-.

Les différentes contributions du bruit provenantddiecteur sont le bruit de lecture, le bruit
thermique, le bruit de grenaille (shot noise), kitben 1/f, et le bruit de génération-

recombinaison.

Le bruit de lecture est relié a au vidage de la capacité d’intégnakios de la lecture du

courant intégré et mesuré. Il s'agit d’un bruitrthigjue eno®~ kTC. Auquel on doit rajouter
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le bruit de commutation tout au long de la chai@endsure. Le bruit de lecture observé est de
40 électrons pour le circuit de lecture seul etld® a 170 électrons apres hybridation : la
capacité électrique de la photodiode est a I'oeigla cet excés [Reverchon, 2009].

Le bruit thermique (aussi appelé bruit de Johnson-Nyquist) résultBaggtation thermique
des porteurs de charge, qui permet aux électrattedidre des états intermédiaires d’ou ils
vont étre émis dans la bande de conduction. Laatiéwi standard du courant correspondant
est donnée para? = 4 ks T/R x Af, ol kg est la constante de Boltzmanm €4..38x107%J/K),

R est la résistante du détecteur en ohmg)fela bande passante considérée. Avec des
photodiodes basée sur des semis-conducteur & gemdR>16°Q, le bruit de Jonhson est
inférieur & 10® A/Hz"? ou 70 électrons pour un temps d'intégration densec.

Le bruit de grenaille (shot nois@ provient des fluctuations du nombre de porteurs
franchissant une barriere de potentielle. En I'ommce la barriere Schottky. Il est d0 a la
nature discréte du courant électrique, dans laguel porteurs de charge suivent une
distribution de Poisson.

La densité de courant résultante est donnéeqar:2qlAf.

Le bruit rose, ou bruit en 1/f a des origines variées. Il patg @0 a des impuretés dans les
matériaux, qui liberent aléatoirement des portelersharges, ou bien a des recombinaisons
électrons/trous parasites, etc. Sa densité de dostamdard est donnée pasi? = BI?/f x Af,

ou f est la fréquence de mesuBajn parameétre caractéristique de la structure dorglation
avec les parametres physiques des semi-conductsirsmal expliquée, mais dont la
modélisation repose sur la distribution des défdatss la bande interdite.

Le bruit de génération recombinaisonest di aux fluctuations sur le nombre de portdurs
semi-conducteur, on peut citer les processus dérgion et de recombinaison a partir de
pieges ou vers des pieges situés dans la bandeditetéu semi-conducteur ou en surface. Ce
sont également des processus de Poisson sans tomréamtre événements. Dans un
photoconducteur, on peut considérer ce bruit conenfieuit de génération ajouté au bruit de

recombinaison, le tout amplifié par le gain de pkonduction g.

Ces contributions sont liées au temps de posédt pas possible d’en déterminer leur valeur
de maniére séparée. Les différentes contributienpauvent étre évaluées séparément. Pour
un temps d’intégration de 10 msec, la mesure detidité des contributions du bruit du

détecteur donne une valeur totale de 170 élect®osr un remplissage de la capacité du
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détecteur de 90% (153000 electrons), le bruit phigtee est de 391 e-, et est donc la
contribution dominante.
Pour un temps d’intégration de 10 msec, on aura alorapport signal sur bruit de 360, soit

un contraste minimum de 0.28%.

> Limite de sensibilité

La limite de sensibilité pour un temps d’'intégratide 10 msec et un remplissage de 90% de
la capacité d’'intégration du circuit de lecturectmtraste minimum détectable est de 0.28%.
Afin d’augmenter la sensibilité, on moyenne surspurs pixels et plusieurs images
successives. Ainsi, en moyennant sur 10 imagegeom diminuer le seuil de détection a
0.088%. Le nombre de pixels par spots est ici de (eB@meétre de 150 um avec un
grandissement x2.3 en ne prenant pas en compteitets du bord, non entiérement
recouverts par la protéine). Le seuil de détecéisnalors de 1.6x10 L'absorption d’une
monocouche d’ADN ou de protéine pour les densitéfasiques typiques correspondant a
des monocouches est de I'ordre d&-10° Une amplification du contraste par un facteur de
I'ordre de 50 devrait donc permettre d’avoir degilsede détection de ~13 pg/mmz2 pour les
protéines, et de ~1.3 pg/mm2 pour 'ADN. Le seuil simnsibilité est ici diminué par une
évaluation analogue a ce qu'on trouve en imagede glasmon de surface, ou aprés
moyennage pour obtenir un seuil de détection de2xie variation de réflectivité permet
une limite de sensibilité de 4 pg/mmz2. Notons gquedntraste dd a I'indice optique peut venir
renforcer les variations de réflectivité attenduBénéficiant aussi de la courte longueur

d’onde, nous pouvons potentiellement atteindre di#lenrs seuils de détection.
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This work describes an ultraviolet biosensing technique based on specific molecular absorption detected
with a previously developed spectrally selective aluminum gallium nitride (AlGaN) based detector. Light
absorption signal of DNA and proteins, respectively at 260 nm and 280 nm, is used to image biochips. To
allow detection of protein or DNA monolayers at the surface of a biochip, we develop contrast-enhancing
multilayer substrates. We analyze them through models and experiments and validate the possibility of
measuring absorptions of the order of 10-3. These multilayer structures display a high reflectivity, and

;(I?é g%rcd;:io detection maximize the interaction of the electric field with the biological element at the chip surface. Optimiza-
Label-free tion of the experimental absorption, which includes effects such as roughness of the biochip, spectral and

angular resolution of the optics, illumination, etc., is carried out with an inorganic ultraviolet absorber
(titanium dioxide) deposit. We obtained an induced absorption contrast enhanced by a factor of 4.0, confer-
ring enough sensitivity to detect monolayers of DNA or proteins. Experimental results on an Escherichia coli
histidine-tagged methionyl-tRNA synthetase protein before and after complexation with an anti-polyHis
specific antibody validate our biosensing technique. This label-free optical method may be helpful in
controlling biochip coatings, and subsequent biological coupling at the surface of a biochip.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

Enhanced optical absorption
Ultraviolet imaging AlGaN detectors
Methionyl-tRNA synthetase

1. Introduction specific interactions. Absorption of DNA and proteins at 260 nm and
280 nm is widely used to measure their concentration in solution.
This absorption may also reveal biological compounds present at
the surface of a substrate or a chip. To provide a good sensitivity and
minimize UV illumination, the intrinsically weak optical contrast

of surface absorption signal has to be optimized. This paper shows

1.1. Label-free optical biosensors

Biosensors detect and quantify target compounds. They involve
a biological molecule intimately connected to a transducer, which

can be of diverse nature. For optical detection, fluorescent labels
are often used to report binding events. However, labeling is expen-
sive and time consuming. Moreover, hydrophobic fluorophores can
cause false binding and lead to false positives. Thus, optical label-
free biosensors are presently of foremost interest.

The most widespread label-free optical sensors exploit surface
plasmon resonance (Smith and Corn, 2003). A drawback of this
method is the metallic surface, which often induces non-specific
interactions.

An alternative method is ultraviolet (UV) imaging. An advantage
of UV imaging is the possible use of dielectric surface, to limit non-

* Corresponding author. Tel.: +33 1 69 41 58 01; fax: +33 1 69 41 57 38.
E-mail address: kristelle.robin@thalesgroup.com (K. Robin).

0956-5663/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bios.2008.08.028

the feasibility of this approach, including optical, technological and
biochemical aspects.

1.2. Absorption of DNA and proteins in UV

We start with a quantification of the useful DNA and protein
absorption. To get rid of unwieldy size effects in molar absorption,
we use mass absorption.

1.2.1. DNA absorption at 260nm

Fig. 1(a) gives the absorbance spectra of the four nucleotides
composing DNA (water, pH 7, Du et al,, 1998). For an equimo-
lar nucleotidic composition, absorbance peaks at a wavelength
A =260nm. For single-stranded DNA (ssDNA) specific absorption
is £260 nm = 0.027 cm? /g (300 mM potassium phosphate buffer, pH


http://www.sciencedirect.com/science/journal/09565663
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Fig. 1. (a) (solid line) Nucleotide and single stranded DNA absorption spectra, and
(dashed line) responsivity spectra of the spectrally selective AlGaN detector for front
side illumination. (b) (solid line) Aromatic amino acid and MetRS absorption spectra,
and (dashed line) responsivity of the detector for back side illumination.

7, Fasman, 1975). The absorbance A, is given by the Beer-Lambert
law:

A, = -log (II;) =g lc (1)
0

with ¢ the mass concentration in pg/cm?3, I the path length in cm, I,
and I, the intensities without and with absorber, and ¢, the mass
extinction coefficient at the wavelength A in cm?/u.g.

Considering [=1cm, we can express A; as a surface absorp-
tion related to the surface density Ic. Typical densities of DNA
probes lie from 2 x 1012 to 1.2 x 1013 molecules/cm? (Peterson et
al., 2001). The absorbance values at 260 nm are given in Table 1.
The target absorption ranges from 1.9 x 10-3 (70 bases, density
2 x 10'2 molecules/cm?2) to 7.9 x 10~2 (500 bases, density 1.2 x 1013
molecules/cm?).

1.2.2. Protein absorption at 280 nm

For a similar mass, protein absorption at 280 nm is roughly one
order of magnitude smaller than that of DNA at 260 nm (depend-
ing on the amino acid sequence (Gill and von Hippel, 1989; Pace et
al,, 1995) and on the nucleotide sequence (Fasman, 1975)). Proteins

Table 1

UV source

kb 7

UV detector
rr

absorbing spots
(TiOz or

f protein/antibody)

ransparent dielectricI Variable spacer
== thickness (silica)

UV reflective substrate  Aluminum

Si Substrate

Fig. 2. Biochip and set-up.

absorb UV light in proportion to their aromatic amino acids con-
tent. This absorption is roughly centered at 280 nm. As an example,
we consider here a histidine-tagged methionyl-tRNA synthetase
(MetRS). The MetRS protein, whose £380nm is 1.72 x 1073 cm?2/ g
(Cassio and Waller, 1971), is used in the experiments of Section
3. Fig. 1(b) gives the experimental absorption spectrum of MetRS
(20 mM potassium phosphate buffer, pH 8.5) and of the aromatic
amino acids (measured in water, pH 7 for phenylalanine, and in
100 mM phosphate buffer, pH 7 for tyrosine and tryptophan (Du et
al., 1998)).

In solution, the MetRS protein occupies a volume of
5nm x 5nm x 10 nm (Mechulam et al., 1999). Thus, the minimum
surface per one MetRS molecule is 5nm x 5nm, and conse-
quently, the maximum density reached for a monolayer coverage,
is 4 x 1012 molecules/cm?, or 0.4 pg/cm?. This yields an absorp-
tion in transmission of only Agonm=0.73 x 10~3, too small for
standard measurement techniques and thus calling for enhance-
ment methods. As an example, absorbance values at 280nm of
MetRS and anti-polyHis antibody (antiHis-Ab), whose €2g0nm is
1.47 x 103 cm? /g (see Section 2.3.3) are given in Table 1.

2. Materials and methods

We present the UV imaging setup, and evaluate its noise and
instrumental resolution limitations. Design, fabrication and assess-
ment of contrast enhancing biochips are then described, followed
by biological assay preparation.

2.1. Imaging set-up

2.1.1. Reflection set-up

Experiments are based on a reflection set-up composed of a
lamp with Kéhler illumination, the sample and a camera. Kéhler
illumination avoids glare from the source, with a controlled illumi-
nating flux (Murphy, 2001). The camera detector is a linear array,
perpendicular to the set-up plane. Placing the sample on a trans-
lation stage, successive lines are acquired to reconstruct a full chip
image. Fig. 2 gives a scheme of the set-up and the biochip.

2.1.2. Instrumental resolution
2.1.2.1. Objective: angular resolution. The Olympus objective
numerical aperture is NA=0.1, corresponding to an angular

Absorbance values of (a) single-stranded DNA (70 bases and 500 bases) at 260 nm and (b) MetRS and antiHis-Ab at 280 nm

Density (molecules/cm?) (a) DNA absorption, Azgonm x 103

(b) Protein absorption, Aygonm x 103

70 bases, 23 kDa

500 bases, 163 kDa

MetRS, 64 kDa antiHis-Ab, 150 kDa

2 x 1012 18 13.7
4% 10" 3.8 27.2
1.2x 10" 11.5 79.5

0.37 0.73
0.73 1.47
22 4.40
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aperture 2« =11.4°, o being the half-cone angle. At A =280nm,
according to the Rayleigh criterion, this NA translates into an object
plane resolution of 1.4 wm. Given the detector pitch of 26 um and
a y=3.8 magnification providing a 26/3.8-7 p.m resolution in the
object plane, diffraction is by far not a limiting factor. Resolution
would be increased by using a smaller pixel pitch or an objective
with larger magnification.

2.1.2.2. Camera: spectral resolution. Our AlGaN detector is a linear
array of 300 pixels, with CCD readout circuits (Maezzo et al., 2006).
Fig. 1(a) and (b) gives the spectral responsivity of the detector for
a bias of 4V, superposed to the biological absorption spectra. A
detailed description of the internal structure of the pixel and of
the spectral responses is reported in Maezzo et al. (2006). For front
side illumination, the spectral responsivity is centered at 260 nm,
and applies well to DNA assay (Reverchon et al., 2006). For back
side illumination, the responsivity centered at 280 nm and applies
better to protein assay. The spectral selectivity (40 nm for front
side, 12nm for back side) enables to measure the contribution
around the absorption maximum, and to have a sensitive mea-
sure.

2.1.3. Noise effects on detection limit

As shown in Section 1.2, a monolayer of proteins induces a
single-pass absorption of 10-3. A limitation to detect such a low
absorption is photon and electrical noise arising from the UV source
and from the detector.

Concerning the illumination, the Xenon lamp displays a flash-to-
flash output stability of about 3%. For a T = 100 ms integration time,
at 200 Hz flash frequency, it causes a relative noise of 3%/+/20 =
0.7%, reduced to 0.2% when further averaging over 10 frames. Limi-
tation in sensitivity arises from different contributions in the noise
of the photodiode array (Maezzo et al., 2006). The 7mV electri-
cal noise is not due to the detector itself, but to the readout and
polarization circuitry. With an output saturation voltage of 7V but
an actual output of 5V for convenience, the dynamic range ratio is
about 700 (5V/7mV). Hence, a dynamic range ratio above 103 is
possible by averaging a few successive images.

2.14. Non-uniformity correction

Non-uniformities among the responsivity of pixels are a severe
problem in arrays of photodiodes. They result in a fixed-pattern
“noise”, which needs to be corrected. Firstly, in the dark, a readout
offset correction is realized separately on the two CCD circuits. Sub-
sequently, a gain correction is carried out. To normalize the array,
or “flatten it”, each pixel signal is divided by its corresponding gain.
A gain calibration frame is obtained by Kéhler illumination of a uni-
form sample. All subsequent frames are divided by this calibration
frame, reducing the 5% pixel-to-pixel gain variation to an acceptable
0.6% variation.

2.1.5. Image conversion limitation

A required specification to detect minute contrasts (10-3) is bit
depth. Sensors used here have 12-bit (4096) analog-to-digital con-
verters, so digitization noise is usually not an issue at the sensor
level. Each line of the image is the average over at least 10 frames
with a dynamical range growing from 12 to 16 bits (65536). Thus,
the result is not limited by conversion noise.

2.2. Design and properties of specific slides

We describe here the design of the contrast-enhancing sub-
strate which makes our biochip viable for detection of biological
ultraviolet absorbers. The design uses the knowledge of the

electromagnetic field structure to get stronger electromagnetic
interactions at the chip surface.

2.2.1. Basic design

The biochip is a UV reflective multilayer structure. It consists in
a UV reflective metal, covered with transparent dielectric for both
contrast enhancement and biocompatibility. The dielectric used
here is silica, with index nq =1.495. The thickness e of the dielec-
tric layer has to maximize the local electric field at the surface to
enhance the absorption of the biological entity. It is well known
that standing waves at normal incidence have antinodes spaced by
a half wavelength optical thickness (the optical thickness is then
just ng x e). Above a perfect metallic mirror, the first antinode lies
at a quarter wavelength optical thickness. A basic normal incidence
design thus consists in coating such an optical thickness above the
metal, so that the biological entity is located at the antinode. For
a perfect standing wave (doubled amplitude 1+ +/R = 2 at antin-
ode, due to constructive interference (Seraphin and Bottka, 1965;
Benisty et al., 1998)), absorption contrast is enhanced by a factor 4.

In practice, experiments differ from this model. First, at non-
normal incidence, the optical path comprises a factor cos &’ where
¢’ is the refracted angle in the dielectric, 6’ =arcsin (sinf/ny). For
our case 6=45°,0'=28°. Second, the metal has a penetration depth
Sa1(0, ng), defining an effective plane inside the metal where the
wave is apparently reflected (Bass et al., 2000). The more general
quarter wave condition thus reads:

ngecos® + 8x (60, ng) :% (2)

The wave exponentially vanishes in the metal. The penetra-
tion depth 8, is quantitatively defined as the depth at which the
squared electric field inside the metal falls to 1/e of its surface
value (Bass et al., 2000). At normal incidence, its expression is
Sa1=A[(2mk), where k denotes the imaginary part of the refractive
index fiy; =n +ik. At A=280nm, fia; =0.23 +3.36i, corresponding to
81 =13.3 nm. In reality, due to the oxidation and roughness of the
aluminum film (Smith et al., 1985), the optical penetration in the
aluminum is deeper. This is modeled by an extra thin layer at the
aluminum surface, defined in the Bruggeman method (Bruggeman,
1935; Stroud, 1998). This layer is composed of alumina and alu-
minum. The main trend induced by alumina inclusions s to increase
the electric field penetration in the structure, and to diminish reflec-
tivity.

2.2.2. Optical properties determination

The experimental optical properties such as reflectance, trans-
mittance, absorbance are assessed by modeling the multilayer
sample. Their optical response functions F(6,)) are calculated using
IMD software (Windt, 1998). However, data are acquired in practice
with limited angular and/or spectral resolution, possibly diminish-
ing the contrast much as in two-wave interferometers, Michelson
type or others. The resolution-limited values are taken into account
by convolving the optical functions with a Gaussian of width A6 for
the angular resolution of the camera, and AA for the sensitivity of
the linear array.

The spectral resolution of our detector is AA=40nm for
front side illumination centered at A=260nm (AA/A=15%), and
AX=12nm for back-side illumination centered at A=280nm
(AA[A=4.3%). The spectral responsivity mainly depends on the
AlGaN multilayer composition. In transparent dielectric of index ny,
the interference order m is given by m=2ny ecos(6’)/A For a nomi-
nal interference order, the absolute change in interference order is
0.15m for backside, and 0.043m for front side.

A full excursion of Am=0.25 is needed to diminish the antinode
contrast by 10%, which happens for roughly m =2 for front side, and
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m =6 for back side. Since our basic design works at m=0.5, we have
a large margin, and virtually retain 100% of the antinode effect.

A similar approach holds for the angular resolution. For our set-
up, the angular variation being A6 =11.4° around 45° in air, cos(6")
spans the interval 0.63-0.77, causing a change in interference order
of 0.2m. Consequently, the decrease in antinode contrast is less than
10% for our quarter wave design.

2.3. Chip fabrication and preparation

Calibration “bio”chips are first fabricated with a known inor-
ganic absorber (titanium dioxide). Similar biochips are then
functionalized, coated with MetRS and further complexed with an
antiHis-Ab.

2.3.1. Slide fabrication and characterization

Aluminum is first deposited by thermal vacuum evaporation on
a silicon wafer. Silica is next deposited by plasma enhanced chem-
ical vapor deposition (PECVD) at 340°C. To obtain variable silica
thicknesses on the same sample, successive masked etching are
realized by reactive ion etching (RIE). The mask provides stripes of
about 2 mm width for each thickness.

The structure is characterized experimentally by spectroscopic
reflectometry (Cary spectrometer) and spectroscopic ellipsometry
(UVISEL from HORIBA Jobin Yvon). Models are crucial to spectro-
scopic ellipsometry data interpretation. Dispersion laws specific to
our Al mirror (200nm thick) are determined by measurements
before silica deposition. To take into account its roughness and
oxidation, the Al mirror is modeled by a bulk aluminum basis cov-
ered with an extra thin layer (3 nm) of effective medium defined
in the Bruggeman approximation. With 41% of alumina and 59% of
Al, the model fits the measured reflectivity (83% at 260-280 nm).
Modeling is precious in understanding the different contributions
to experimental contrast, notably through the knowledge of the
exact reflectivity. Ellipsometric data after silica deposition are also
consistent with the model.

2.3.2. Coating with inorganic absorber

For assessment of detection limits, small amounts of titanium
dioxide are sputtered on the sample. Indeed, TiO, is strongly
absorbent in the wavelength range of 260-280 nm (a 3-nm thick
layer roughly yields a 25% absorption, measured with a Cary spec-
trometer). The sample is then covered with a layer of SPR 220
positive photoresist (Shipley) which is lithographically processed,
to obtain spots of diameter 100 p.m, with a 500 .m center-to-center
distance (a typical pitch of biological spots on biochips). The sample
is then ion-etched, before removing the photoresist with acetone.
This provides a calibrated absorption, an essential data for further
evaluation of biological results.

2.3.3. Biological coating of the sensor chip

A similar biochip is coated with the MetRS protein. The biochip
is first covered with photoresist protecting the support, and litho-
graphically processed to leave holes of the very same geometry
as the TiO, spots (complementary geometry of the mask used for
TiO,), ready for chemical modification.

2.3.3.1. Production and purification of histidine-tagged methionyl-
tRNA synthetase. An Escherichia coli histidine-tagged methionyl-
tRNA synthetase (MetRS) was produced from a plasmid derived
from pBSM547 (Mellot et al., 1989). The polyhistidine tag allows
immunodetection of the MetRS with antiHis-Ab. By site-directed
mutagenesis, the GCCTACTATG sequence encompassing the ATG
start codon of methionyl-tRNA synthetase gene of pBSM547 was
replaced by a GTCGAGTATGCACCATCACCATCACCAT sequence.

The obtained plasmid, named pBSM547-6His, was used to
transform an E. coli strain J]M101Tr (Hirel et al., 1988). Trans-
formed cells were grown at 37°C in 500mL of a culture
medium (1.6% bacto-tryptone, 1% bacto-yeast extract, 0.5% NacCl)
containing 80 g of ampicillin/mL and 0.3 mM isopropyl-1-thio-
[3-p-galactopyranoside. When the optical density of the culture
reached 2.8 at 650 nm, cells were harvested and disrupted by son-
ication as described in Mellot et al. (1989). Cell extract, diluted in
15 mM of a 50 mM potassium phosphate buffer (pH 8) containing
300 mM Nacl, was applied on a Talon column (1 cm x 6 cm; Clon-
tech Laboratories, inc.) equilibrated in the same buffer. Elution was
carried out at a flow rate of 0.6 mL/min with a linear gradient of
0-250 mM imidazole in the same buffer (94 mM/h). The purified
MetRS protein solution in 20 mM potassium phosphate buffer (pH
8) containing 0.1 mM EDTA was brought to 70% ammonium sul-
fate saturation and kept at 4 °C. Before use, enzyme aliquots were
dialysed against 20 mM potassium phosphate buffer (pH 8.5).

2.3.3.2. Chemical modification of substrate. Chemical modification
of surfaces was carried out by chemical vapour deposition of
3-aldehydopropyltrimethoxysilane (from United Chemical Tech-
nologies Inc.) at 50 °C, after activation by Ar/O, plasma treatment
with a Diener Electronic plasma cleaner (20% O,, 0.5 mbar, 100 W,
2min). Slides were then heated at 100°C under vacuum for 1h.
The protecting photoresist was removed with acetone, leaving
aldehyde-functionalised spots, which will react readily with pro-
tein amino groups.

2.3.3.3. Immobilisation of MetRS and complexation with antiHis-Ab.
The biochip surface (36 mm?) was incubated at room temperature
for 15h by placing a coverslip over 1.5 uL of a buffered solution
of 100 wM MetRS (20 mM potassium phosphate, 450 mM KCl, pH
8.5) containing 40 mM sodium cyanoborohydride (Sigma-Aldrich).
A humidified atmosphere prevented evaporation of the liquid film
between slide and coverslip, and sodium cyanoborohydride stabi-
lized covalent binding by reducing Schiff bases.

Slides dedicated to UV detection of coated MetRS were washed
at pH 8, with a solution containing 10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl
and 0.2% Triton X-100 (buffer A). Remaining slides, dedicated to
UV detection of complexation with a specific antibody (antiHis-Ab)
were passivated at room temperature for 15 h by placing a coverslip
over 1.5 nL of an ethanolamine solution (100 mM ethanolamine,
40 mM sodium cyanoborohydride, 20 mM potassium phosphate,
pH 8.5), washed with buffer A, incubated with Penta-His Alexa Fluor
647 conjugate (Qiagen, 1/2000 in buffer A) for 2 h and washed again
with buffer A. Prior to imaging, all slides were soaked in deionized
water and dried. According to literature, €589 hm of Immunoglobu-
lin G is 1.4 x 103 cm? /g (Pierce Biotechnology, 2004). This value
must be increased by 5% to take into account the presence of Alexa
Fluor 647 in the above conjugate (result not shown).

3. Results and discussion

Optimization of the set-up and biochip multilayer structure is
first performed with TiO,. Then, experiments with proteins are
carried out on biochips that showed the best surface absorption
contrast. Thanks to contrast enhancement, we demonstrate that it
is possible to image these protein spots.

3.1. Calibration: images with titanium dioxide spots

3.1.1. Images on variable dielectric thicknesses
Images assembled from line scans are made with the set-up pre-
sented in Section 2, providing the reflectivity map of the biochip.
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Fig. 3. (a) Image of a sample with TiO, spots on three different thicknesses of silica.
On the left part of the image, a piece of raw deposited aluminum of reflectivity
83% is displayed. (b) Reflectivity profile along a line of TiO, spots: the absorption
is enhanced for some silica thicknesses. (c¢) Experimental points (dots) obtained
for eight thicknesses of the silica layer, inside the spots (3-nm thick TiO, layer) and
outside the spots (0.5-nm thick TiO, layer). Results of the electromagnetic modeling
(solid line) are superposed on the experimental points.

Fig. 3(a) displays the image obtained on a sample with three dif-
ferent thicknesses of silica on Al, covered with TiO; spots. In total,
eight different silica thicknesses are obtained by combining several
deposits and etching processes.

To determine the absolute reflectivity, measurements are nor-
malized by using bare aluminum of known reflectivity (determined
by spectroscopic reflectometry measurements). This piece of alu-
minum is at the left of the image displayed in Fig. 3(a). The profile
along the long axis is given in Fig. 3(b). Fig. 3(c) shows the experi-
mental reflectivity as a function of silica thickness e together with
the simulations. The simulation curves are obtained including the
extra 3nm composite layer on Al described in Section 2.3. TiO,
layer thickness is determined through transmission spectroscopic
measurement and has a standard deviation of 0.1 nm. Due to instru-
mental characteristics and different deposit and etching process,
silica thickness standard deviation is estimated to +2.5nm. The
reflectivity oustide the lithographically defined spots reveals that
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! ' "eieia m.-yns:!glrél 4
- ssDNA 70 bases
7]
@
= -
c 0.01 AntiHis-Ab
o
o
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+ Absorber in transmission
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Fig. 4. Contrast in log scale of contrast absorption in transmission (blue diamonds)
and absorption-induced reflectivity contrast on a quarter-wave spacer dielectric
thickness (red squares). The quarter wave structure enables a contrast enhance-
ment by a factor of 4. Calculated biological contrast of ssDNA, MetRS and antiHis-Ab
(Table 1) are plotted for a density of 4 x 10'2 molecules/cm?. Inset shows the irradi-
ance profile (square of the electric field) for quarter wave silica spacer at A =280 nm
and 6 =45°. The electric field is maximal at the interface (whereas it would be zero
for half-wave spacer). (For interpretation of the references to color in this figure
legend, the reader is referred to the web version of the article.)

3 nm-thick TiO, layer is not totally etched away: a 0.5-nm-thick
layer still remains. The error in reflectivity is estimated to +£3%, due
to fabrication fluctuations and optical adjustment. For small local
variation AR the error is then (1+0.03) x AR, and will not appre-
ciably influence the determination of protein absorption in Section
3.2

As expected, the TiO,-induced contrast markedly depends on
the silica thickness e: the absorption is higher (reflection minima
are deeper) when the absorbent is at an antinode of the electric
field. The data are consistent altogether. Notably the TiO, data are
validated as well, so that the reflection changes vs. absolute single-
pass absorption can be calibrated.

3.1.2. Sensitivity

We compare here the contrast obtained as a function of silica
thickness e, and more precisely for quarter-wave and half-wave
thicknesses. In Fig. 4, we plot on a log scale the absorption-
induced reflectivity contrast AR/R. For a quarter-wave silica layer,
the irradiance antinode is located just at the air-silica inter-
face. The experimental reflectivity of the quarter-wave silica layer
structure being R=0.72, the contrast is enhanced by a factor of

40 (=(1+ Jﬁ)z/ﬁ) for weak absorption (Seraphin and Bottka,
1965; Benisty et al., 1998). For biological elements displaying an
absorption in the per mil order, such an enhancement is obvi-
ously interesting. This quarter-wave situation is therefore chosen
to image proteins bound to the biochip surface.

3.1.3. Resolution and dynamic

By analyzing the set-up imaging properties, we found that it
has a modest spatial frequency bandwidth: for example the rel-
ative decrease at sharp edges is 15% per pixel, 6-7 pixels being
needed for full decrease. The pixel size is 26 wm, and the magnifica-
tion is y = 3.8. It corresponds to a low modulation transfer function
(MTF) at pixel frequency 19.2 x 3.8=73 lines/mm in the object
plane. The self-MTF of the linear array is estimated to 0.45 (Maezzo
et al.,, 2006). Other losses in contrast are due to the microscope
objective and tube lens, uncorrected from aberration. Nevertheless,
the spatial resolution remains sufficient to image typical 100 pm
spots.
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3.2. Images of biochip coated with proteins

Images of biochips coated with 70 bases ssDNA have already
been observed in our group (Reverchon etal., 2006). Imaging of pro-
teins is much more challenging since their absorption is at least one
order of magnitude weaker (Table 1). Fig. 5 gives images of the opti-
mized biochip coated with MetRS before and after complexation
with an anti-polyHis specific antibody.

(a)

(b)

(c) y v
3 MetrRs: Absorption 4.9+0.3x10°3

0.725 ¢ 3 MetRS+Ab: Absorption 7.9+0.5x10-3 L
z Absorption increase: 3+0.6x10-3

0.72+

Reflectivity

0.715

Absorbing spots
0 50 100 150

Pixles

Fig. 5. Biochip images of (a) MetRS and (b) MetRS complexed with an antiHis-Ab.
(c) Average line profiles on three spots. Spots are indicated by arrows.

The absorption profile is obtained by averaging the absorp-
tion on several spots. The mass extinction coefficient of MetRS
is 1.72 x 10~3 cm?/pg, corresponding to a monolayer absorption
Azgonm =0.73 x 10-3 without contrast enhancement (Table 1). At
280nm, absorption due to silanisation of the surface, and to
polyhistidine tag can be neglected. With a 4.0 contrast enhance-
ment, the contrast is then AR/R=4.0 x Ayg0nm- With R=0.72 and
a MetRS surface density of 4 x 102 molecules/cm? (maximum
density for monolayer coverage, Section 2.1.2), the calculated reflec-
tivity decrease ARis 2.1 x 103, The drop measured experimentally
with the uncomplexed protein is ~4.940.3 x 10~3, averaged on
a number of 45 spots profiles. The somewhat higher absorption
can be explained by a larger than expected number of proteins
at the chip surface and optical effects such as scattering due to
roughness and optical index contrast. The density of proteins on
the surface is not well calibrated. To have a better insight in the
amount of proteins present on the chip surface, ellipsometric anal-
ysis was carried out on a chip homogeneously coated with MetRS
(6 mm x 6 mm). With an optical index between 1.35 and 1.6 in visi-
ble (V6ros, 2004), a layer of thickness between 3.2 nm and 5.4 nm is
obtained for the dried protein. In solution, the volume of the protein
is ~5nm x 5nm x 10 nm. Therefore, it is reasonable to conclude
that we are close from monolayer coverage.

The reflectivity drop measured on the biochip coated with
MetRS complexed with an antiHis-Ab (Fig. 5(b)) is 7.9+ 0.5 x 103,
averaged on 45 spot profiles, to be compared to the experimen-
tal value of 4.9+ 0.3 x 10-3 with the MetRS alone. If one assumes
that the roughness of the surface and the optical index contrast are
similar in the two cases, the measured AR=3+0.6 x 103 increase
in absorption upon antibody complexation can be attributed to
the antibody absorbance. The corresponding single-pass absorp-
tion Asgonm=(AR/R)/4 is 1.04+0.02 x 10-3, corresponding to
a surface density of 2.8+0.5x 1012 Ab/cm? (Table 1). Such a
value is close to that of a densely packed IgG monolayer
(650ng/cm? i.e. 2.6 x 1012 Ab/cm? (Esser, 1988)). Thus, the sur-
face density of antibodies in the monolayer is maximal. This may
explain why a 1:1 MetRS/Ab stochiometry cannot be reached.
Furthermore, no absorption increase was observed after incu-
bation of a MetRS-coated slide in the presence of anti-mouse
IgG Horseradish-Peroxidase-linked whole antibody (Amersham
Biosciences, 1/2000) (data not shown). This establishes the
specificity of the interaction observed between antiHis-Ab and
MetRS.

4. Conclusion and perspectives

A UV reflective set-up using an AlGaN spectrally selective
detector, together with optimized multilayer structures, proved
to be sensitive enough to detect monolayers of proteins/DNA,
without need for labeling. These multilayer structures consist of
an Al mirror covered with UV transparent dielectric (here sil-
ica). The experimental results on an inorganic test system (TiO,
“spots”) demonstrated a contrast amplification by a factor of 4.0,
consistent with detailed multilayer analysis including roughness
and oxidation layers. With this set-up capable of measuring sub
10-3 single-pass absorption, UV absorption of a protein layer was
observed experimentally as well as absorption increase due to spe-
cific antibody complexation.

The measurement of uncomplexed protein absorption gave
a value larger than expected for monolayer coverage. It can be
explained by a larger amount of immobilized proteins. Optical
effects such as scattering due to surface roughness are also likely.
The absorption increase measured after specific antibody com-
plexation, in good agreement with the expected value, validates
biological recognition imaging.
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The sensitivity of our set-up is readily sufficient to control the
grafting of proteins, and the complexation with an antibody. Exper-
iments were carried out with line-scan detectors, not well adapted
to real-time acquisitions. Currently, new generation detectors,
arrayed in 2D, are elaborated in Thales Research and Technology
(Reverchon et al., 2007). They also display a signal-to-noise ratio
compatible with monolayer biological imaging. With the same
absorption detection set-up and optimized reflective biochip, these
2D imagers should enable multiplex real-time imaging. Future
developments will include guiding structures that might offer extra
photonic improvements and the design of a set-up compatible with
UV detection of biological events in aqueous solutions.
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Annexe C:

Fabrication des réseaux résonants

Dépobts PECVD de diélectriques

La premiére étape est le dép6t d’'une couche deespar PECVD (Plasma Enhanced
Chemical Vapor Deposition) a une température dé@4Bour la silice, les précurseurs sont
SiH4 (40 sccm) et BD (2000 sccm). Pour le nitrure, le mélange de gazenstitué de SiH
(20 sccm), N (2600 sccm) et NE(200 sccm).

L'épaisseur du dépbt est ensuite déterminée p@rsethétrie en réalisant une mesure
spectroscopique de 260 a 800 nm par pas de 5 umaagle d’incidence de 70°.

Un témoin de substrat de silicium est utilisé poaractériser le dépot de nitrure uniqguement.
Ce témoin est utilisé pour la caractérisation pigssemétrie spectroscopique en réalisant de
maniére similaire au dépo6t de silice, une mesuus sm angle d’incidence de 70° et sur un
domaine spectral de 260 nm a 800 nm.

Des mesures allant jusqu’a 190 nm ont aussi étisééa au cours de cette these pour une
meilleure caractérisation de l'indice aux faibleadueurs d’ondes. Celles-ci ont été réalisées
chez Horiba Jobin-Yvon, qui dispose d'ellipsométresuvrant ce domaine spectral.
Cependant, pour les mesures générales sur lesceimpaeul un domaine spectral allant
jusqu'a 260 nm est exploité, permettant de fairs deesures a Thales Research and

Technology.

Réalisation de la nano-structuration

L'étape suivante est ensuite la réalisation de®awds de diffraction par lithographie
électronique.

La lithographie électronique repose sur l'insolatibune résine (ici le polyméthacrylate de
meéthyle PMMA) par un faisceau électronique.

Ces réseaux ont pour période typighe270 nm. La lithographie électronique permet
d’atteindre de telles résolutions (limites de I'@dle 10-20 nm). La lithographie électronique
permet une souplesse certaine (écriture directenidiés) en faisant varier le pas du réseau,

mais sa vitesse d’écriture est limitée. La fabriraide telles structures en grande quantité
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impliquerait un passage a des techniques telles lgu@ano-impression des réseaux

(nanoimprint). Cependant, dans ce cas, le « magete le choix de la structure.

Etalement résine

Les réseaux dessinés sur la puce ont pour dimen&wh.8 mm2, qui constituera la surface
utile de la puce. La taille du support de la bigmicalisée est de 1 cm2. Un nombre de 16
puces peut ainsi étre réalisé sur une plaque dei@epg.

La résine est déposée par spin coating. Apres ce@lémation de 5 sec a capot ouvert pour
atteindre la vitesse de 4000 tours/min, la rotatdenla tournette a une durée de 30 sec. Le
recuit du PMMA (environ 200 nm) est ensuite ré&ahsune température de 200°C pendant 5
min.

Le dessin de la puce est réalisé a 'aide d’'urciefjice conception, le logiciel L-Edit, adapté a
la réalisation de dessin de masques de lithograpbgemotifs sont exportés du format gds au
format .npf, autoriser ensuite une fracturation hesifs par le logiciel nbpat, pour permettre
une exploitation finale par le nanomasqueur éledauee, qui utilisera un dernier format
binaire nsf. Des parametres de fracturation doivétrg choisis de maniére a obtenir une
bonne qualité et uniformité des réseaux. Dans matseon choisit des sous-champs de I'ordre
de 10um, et des champs de I'ordre de 400400 prmadigéere a pouvoir superposer un spot
biologique sur chaque champ.

Pour [l'utilisateur, la localisation en x,y des ni@th grande échelle (sur le wafer) est définie

au moyen d’un script trés simple écrit sous fornum dichier texte.

La résine est ensuite insolée par le faisceauréleéque (de nuit pour de nombreux réseaux) .
Un point crucial est la prise en compte des eftitsproximité. En effet, sous l'effet de
I'impact du faisceau d’électrons, des électronsdaires ou rétrodiffusés sont inévitables.
Pour des motifs tres fins, les électrons envoyésisunotif ont tendance a impressionner les
motifs voisins, d’ou une sur-insolation de la résiat un élargissement des motifs. Ces effets
doivent étre pris en compte dans les paramétresitliée (intensité du faisceau d’électrons,
définit par la « dose », de 6.5 C/m?, avec uneidaende travail de 80 kV. Cette forte tension
permet aux électrons de pénétrer plus profondéptae limiter les électrons secondaires qui
pourraient insoler la résine. Pour conclure, leixkle la dose dépend des n° atomiques Z des

élements du substrat et des couches sous la résine.
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Développement de la résine

Les chaines de PMMA cassées par le faisceau élepte sont dissoutes dans un
développeur (MIBK méthyl isobutyl cétone / IPAc@ol isopropyliqueou isopropanol), en
proportion 1:3. La température de développemerde5°C. La durée du développement est
de 40 secondes. Le développement est réalisé #oasons a faible puissance. L'échantillon
est ensuite séché au moyen d'une soufflette afaibke puissance, de maniere a évacuer
délicatement la résine mal développée sur I'échamti

Les premieres réalisations sur 1 cm2 ayant mon&® groblémes d’uniformité, il est
préférable d’employer une plaque de taille suffisent importante pour une meilleure
homogénéité de la résine sur la surface. Aingigilt étre avantageux de réaliser plusieurs
puces pendant un méme procédé technologique deeraamnibénéficier de 'ensemble de la
plague. Le protocole qui a été mis au point au £alg cette these a permis de valider la

fabrication de plusieurs puces sur un méme éclamtil

Gravure des réseaux

L'étape suivante est la réalisation des réseauxdiffeaction. La gravure réalisée ici
correspond a une profondeur de 20 nm. Elle eshabtpar un plasma $B& une puissance de

10W, et une pression de 10 mTorr, réalisé pendaatdurée de lI'ordre de 20 sec. Etant
donné la faible épaisseur de gravure, une bonmedegtibilité n’est pas évidente.
Ensuite, le PMMA est enlevé par un plasma oxygéeeddurée de 2 min, avec une

puissance de 50W et une pression de 100 mTorr.

Définition des spots biologiques

Les spots biologiques sont ensuite définis paodjtaphie optique, au moyen d’'un masque de
résine. Il s’agit d’'un masque de résine Shipleyl@pum. L’étalement de la résine est réalisé
sur une durée de 30 sec, a une vitesse de 40Q0nmor Le temps de recuit est ensuite de 1
min & une température de 110°C.

L’insolation UV de la résine est réalisée au mog@me source mercure, sur le domaine de
longueur d’onde 305-465 nm. La durée de l'insolatest de 7 sec, a une puissance de
10mW/cmz2. Le développement de la résine insoléeerstite réalisé dans un développeur
MF 319. La résine non insolée est dissoute a katapres la silanisation, constituant la

premiére étape physico-chimique (a visée biologique
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Spots biologigues consistant en des réseaux lésalis

Une méthode alternative a l'utilisation de spotalis@s par un masque de résine est la
réalisation de réseaux localisés pour constituar sfmts biologiques. En effet, par cette
méthode, on évite ainsi I'étape de lithographieiquat. L'ensemble de la plaque est alors
fonctionnalisé et une comparaison a l'instant ahity peut étre exploité comme signal de
référence.

On peut de cette maniere fonctionnaliser la plagueine grande surface, mais sans utiliser la
technique classique de spotting. Un avantage peeeatobtenir des spots uniformes en
épaisseur avec comme épaisseur la monocouche éwdgriologiques (protéines ou ADN)
sans étre confronté a des effets de bord (dépéeldeemployés dans la solution tampon des
utilisateurs de spotters). La détection multiplexéeessite cependant de définir des régions
localisées avec différentes especes biologiquassiAdes astuces telles que de graver des
tranchées pour empécher le mélange de plusieurécespbiologiques peuvent étre
envisagées. De telles géométries de spots sontmussimples pour I'analyse du signal. En
effet, dans le cas de spots ronds, certains pidel$mage du spot ne sont pas exploitables car
ils ne sont pas couverts d’éléments biologiqgued'sasemble de leur surface. De plus, en vue
d’'une exploitation algorithmique, il est plus ad&@ définir la position des pixels d’'un carré
gue de ceux d’un rond. Ainsi, sur plusieurs aspdgtdéfinition de réseaux localisés semble a
la fois originale par rapport aux plots ronds di@sss, et doit permettre d’obtenir plus
facilement des monocouches d’éléments biologigd'es, de meilleures homogénéité sur la
surface du spot.

La figure C.1 donne I'image d'une telle puce. Sette puce, pour donner une idée des
possibilités ouvertes par I'imagerie de réseaurnasts, nous donnons l'image d’'une puce
comportant des réseaux de période différente susustace. Ainsi, dans une position
d’'imagerie donnée, on peut exploiter différentesditions de résonances pour une longueur
d’onde donnée. On a ainsi a la fois une informaspectrale (pour un angle d’incidence
donné, la résonance de chacun des réseaux estec@ntme longueur d’onde différente, on

balaye ainsi la résonance dans une image donnée).
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Figure C.1 : Images UV de différentes puces fabriques (a) Réseau pleine plaque avec spots biologiques
réalisés localisés par une étape de masque de résinsolé en lithographie optique (b) Plots définisar des
réseaux de méme période (c) Plots définis par desseaux localisés de différentes périodes (une périd

par ligne, (ici A=260 nm — 262 nm- 264 nm — 265 nm- 266 hm-268 nmB2¥m), permettant d’obtenir une
information spectrale.
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Annexe D :

Expériences preliminaires de fluidique

Ne disposant pas de montage permettant un fonetioent stable en solution, les expériences
permettant de valider le concept et la caractéoisates puces en milieu liquide a été réalisé
en utilisant une lamelle afin de mettre la pucecentact avec la solution. La lamelle est ici
une lamelle de suprasil, tranparente dans l'ultlati Son épaisseur est de 500 um. Une
découpe préliminaire a permis d’obtenir des lamsetle taille 1 cm2. Lors de I'application
d’'une goutte de liquide entre la puce et la lamddelamelle peut tenir par capillarité a la
surface de la puce, ce qui permet de réaliser Hact&isation spectroscopique de la puce,
ainsi que I'imagerie sur un montage vertical de ier@nadaptée a notre montage optique de
départ. Ce dispositif simple doit permettre d’obsele greffage de la protéine en temps réel
sur la surface de la puce. Une fois la puce fonosdisée, un suivi de reconnaissance
spécifique a la surface de la puce peut étre gdllae autre application peut étre le suivi en
temps réel de linteraction entre I'ARN de transfepécifique de la méthionyl-ARNt

synthétase, celle-ci étant préalablement grefi@esarface de la puce.

o f

Figure D.1 : Schéma du "dispositif" utilisé pour desexpériences en solution

&}ZG\

Sur la Figure D, nous donnons un schéma de I'espéei de spectroscopie réalisée. La puce
comporte dans ce cas un réseau de taille suffisatgmande (2x2 mm?2) pour que le faisceau
mesuré provienne uniquement du réseau de diffractiee volume de la goutte est de 2 mL.

Elle est étalée sur une surface de 1 cmz2. Airesplice entre puce et lamelle est de 20 um.
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Figure D.2 (a) Simulation et (b) mesure expériemenka de la réponse spectrale de la puce optiquement
résonante. Le mode dans la silice est trés largeespralement. En comparaison a une puce identique da
l'air, on observe une moindre efficacité de diffration car I'épaisseur de gravure est plus faible qaicelle

visée.

De maniere a étre optimisé pour des expériencaslations a angle d’incidence convenable
(ici B air = 35°), nous avons adapté la période de notreub®m@A=265 nm. Les épaisseurs
optimales pour notre biopuces sont de 140 nm pawilice, et 85 nm pour le nitrure. La
caractérisation ellipsométrique de notre puce adodes épaisseurs de 140 nm pour la silice,
et 70 nm pour le nitrure.

De plus, du fait du moindre contraste d’indice ené milieu ambiant et le nitrure, le réseau
doit étre gravé sur une profondeur plus importal@enaniere a conserver une efficacité de
diffraction équivalente. La profondeur de gravust @e 22 nm, et donc inférieure a ce qui

était visée pour avoir une meilleure efficacitédiferaction. Une épaisseur de 30 nm aurait en
effet été plus adaptée.

La Figure D.2 donne la simulation numérique deabtopuce dans I'eau, ainsi que la mesure
expérimentale. Les angles d’incidence indiqués Isxe des ordonnées sont les angles
d’'incidence a linterface air/lamelle. L'indice ague de I'eau a 280 nm est de 1.39. Les
modes de la silice et du nitrure sont indiquésdear fleches. Le mode dans la silice est trés
large spectralement. Un bon accord entre la réfiexicalculée a partir de notre modele et la

mesure expérimentale est observé. Ainsi, on cogrfitsnbonne prédictibilité théorique du
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comportement optique de notre puce. La réflectiné résonante ne semble cependant pas
bien correspondre a la théorie. Ceci s’explique & erreur de normalisation, le faisceau

incident étant tres peu homogéne spectralement.

De telles biopuces ont aussi été réalisées pouexjgiriences d’'imagerie, avec des réseaux
localisés. Des périodes différentes ont été ctoisorr avoir des images a plusieurs endroits
du pic de résonance.

Nous présentons Figure D.3 les images UV de tadauce a la fois (a) dans I'air et (b) dans

'eau. On observe bien les différentes efficacitéddiffraction au voisinage de la résonance,
pour un angle d’incidence de 3Z%6=0.6°), et une longueur d’'onde de 280 A%£1.5 nm).

Nous confirmons par ces images les efficacités iffeactions attendues a partir de la

caractérisation spectroscopique.

Figure D.3 Images (a) dans l'air et (b) dans I'eaualla biopuce fabriquée pour l'imagerie. Chaque liga
correspond a une période différente pour les réseay260-262-264-265-266-268-270 nm), et comporte un
nombre de 8 réseaux, correspondants chacun a un $gmwologique.

Le but ultime des expériences en temps réel préseriti est d’observer le greffage de la
protéine sur la biopuce. Ainsi, la goutte mise &uaface de la puce comporte une certaine
concentration de protéines. Au cours du greffage, forte variation du signal diffracté par
les réseaux localisés est attendue, puisque I'elcage de la protéine a la surface de la puce
modifie I'indice effectif du mode guidé. Dans ddldée conditions expérimentales, le temps
nécessaire pour atteindre I'équilibre est tredéaibistance entre puce et lamelle de 20 um, la
diffusion étant vraisemblablement déterminante eettdmps de diffusion variant comme
Ax?=2Dt, avec t temps de diffusion, et D constameldfusion). Un volume plus important et

une concentration plus faible permettraient dombskérver une cinétique plus lente.
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Nous présentons ainsi Figure D.3(c) I'évolutionaleéflectivité au cours du temps sur un des
plots. La constante de temps observée ici estaddré de 20 sec. On est ainsi dans les bons
ordres de grandeurs en ce qui concerne les tempsadion. Cependant, il s'agit de résultats
tres préliminaires. Ces mesures permettent enctmitle valider le principe d’un tel montage
pour la mesure de cinétiques de réaction.
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Figure D.4: Evolution du contraste d'un spot biologjue
au cours du temps corrigé de I'évolution du fond

Des mesures spectrales du greffage sont aussiagewaisles. Dans ce cas, au cours de la
réaction, on s’attend a mesurer un décalage dulgpicésonance vers les hautes longueurs
d’onde (augmentation de l'indice effectif a la suoé de la puce), ainsi qu’'une modification
de l'efficacité de diffraction du fait de I'absoigm de la protéine.

Du fait de la faible distance entre lame et lamdi@nalyse des images a aussi mis en
evidence un phénomene d’interférence, qui seraeadpe en compte pour l'interprétation
guantitative des images réalisées. D’autres expegge sont nécessaires pour interpréter
précisément ces expériences de greffage, maisavaurs présenté ici une méthode a la fois
simple et astucieuse pour permettre la caracténsat I'utilisation des puces en solution,
pouvant ainsi permettre de la mise en place d'espées biologiques avant d’avoir un
dispositif fluidique stabilisé.

Le principe mis en place peut étre appliqué pourmonocapteur ne nécessitant pas de
dispositif de fluidiqgue autonome (analyse d'une tgpule sang ou de salive pour les
applications médicales et/ou de sécurité routiére.et) ouvre ainsi des perspectives

intéressantes.
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