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Introduction générale

Depuis plus de 20 ans, la détection rapide et lslende molécules biologiques s’est
développée de facon considérable grace a l'apparities biopuces. Ce sont des outils
d’analyse, utilisés essentiellement pour la redieroédicale et pharmaceutique, qui ont pour
objet d'identifier un grand nombre de génes ou deénes et d'étudier leurs fonctiohs.
Cela a largement motivé et contribué a de nombtewaux de recherche pluridisciplinaires

a l'interface de la physique, de la chimie et deitahimie.

Parmi les biopuces, on peut citer les puces a ADNADN (acide
désoxyribonucléique) est une molécule constituédeds brins, enroulés en double hélice, ou
est stockée l'information génétique constituanpérimoine héréditaire d’une cellule. Ce
patrimoine s’exprime par six milliards de “lettrgallisées dans I'alphabet génétigue composé
des 4 bases : A, T, C, G, pour adénine, thyminmsaye et guanine. L’appariement deux a
deux de ces quatre bases, de facon trés spécifiaeec T et C avec G), permet de former la

double hélice de '’ADN entre un brin et son brinmmémentaire par liaisons hydrogéfigs.

Le principe des puces a ADN repose sur la compléméh des brins de la double
hélice d’ADN. Ce sont des supports sur lesquels fiods des brins d’ADN caractéristiques
de genes connus (sondes) et que l'on utilise pepérer la présence de séquences
complémentaires d’'un échantillon (cibles) en détecthybridation entre les deux brifi&.

Cette détection est généralement mise en évidearages mesures de fluorescenice.

Etant donné l'unicité et la spécificité de la stawe de 'ADN chez chaque individu,
les puces a ADN sont d'un grand intérét dans plusidomaines : le diagnostic médical, les
études génétiques, la criminologie, la détectioagehts pathogénes, la détection de
prédispositions génétique vis-a-vis de certainedadiss sous la forme de mutations
ponctuelles SNP (Single Nucleotide Polymorphi&m)us généralement, les biopuces offrent
donc des solutions efficaces permettant une memassivement parallele de plusieurs
couples sondes/cibles sur le méme support permettas mesures a haut débit des
interactions biomoléculaires, en particulier pces protéines mais aussi pour des molécules
de poids moléculaire plus faible comme les oligdééntides. La mesure de ces interactions en
temps réel est aussi nécessaire afin de dispossoldions efficaces pour des applications

dans le domaine de I'alimentaire par exemple.
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Bien que trés utilisée, cette technologie présemjeurd’hui un certain nombre de
limites, notamment en termes de sensibilité etegeoductibilité. L'utilisation des puces a
ADN nécessite généralement une préamplificatiortbiaique, par PCR (Polymerase chain
reaction : réplicationin vitro du matériel génétique) des sondes. Cette étapgudort

codteuse, peut introduire des biais.

Parmi les techniques actuellement disponibles, dgp&s de détection offrent des
solutions efficaces au suivi des interactions mdbices en temps réel : la fluorescence et la
résonance de plasmon de surface (SPE)La fluorescence offre la meilleure sensibilité,
mais présente I'inconvénient de devoir marqueciekes ou les sondes avec des groupements
fluorophores. Par ailleurs, l'efficacité de détenti des marqueurs fluorescents est
généralement faible sur les puces usuelles, caltue la fiabilité de I'analyse de la puce. La
résonance de plasmons de surface a quant a ellantfage de pouvoir détecter des
interactions entre cibles et sondes non marquées pnésente une sensibilité moins bonne,
en particulier si les molécules détectées ont udspmoléculaire peu important. De plus, le
couplage de la lumiére et de la couche active impos contrdle précis de l'angle
d’incidence, et complique la détection d’'images rp@s applications a haut débit. On peut
exciter des résonances localisées de plasmons réecesudans des couches meétalliques
structurées sous forme d'flots de dimensions natriqués'®** Dans ce cas, les contraintes
liées au contrbéle de I'angle d'incidence dispaeisset la détection se fait au moyen d’'une

analyse spectroscopique simple de la réponse @ptigla couche.

En outre, on n’atteint pas la sensibilité théoriqdes différentes méthodes,
principalement en raison de limitations dans lameéi d'immobilisation des sondes
(silanisation sur lames de verregu chimie des thiols sur8r'?. Ces techniques souffrent de
limitations sérieuses pour passiver efficacemestitéace et optimiser les propriétés physico-
chimiques des couches fonctionnalisées vis-a-vislid@mobilisation des sondes, des

adsorptions non spécifiques et de la réutilisaties lames.

L’objectif de la thése est le développement de ebles architectures de biopuces
visant a obteniun meilleur contrdle de la premiére couche molérailat donc a améliorer
les performances finales des dispositifs fluoretscem de ceux basés sur la résonance de
plasmons de surface. En effet, la sensibilité (ojg@tion de la densité de sondes), la
sélectivité (minimisation des adsorptions non dpges), la reproductibilité sont tres
fortement dépendantes de la structure et des gtépriphysico-chimiques de la premiére
couche moléculair®'®!® Le point commun entre toutes les architecturesld@pées est
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I'utilisation d’'une couche de silicium amorphe camB, qui peut tirer profit des avancées
réalisées ces dernieres années dans la chimieeffagg du silicium tout en optimisant les

caractéristiques optiques des différentes architest®*°

Le premier chapitre est consacré a la fonctionatidis de surfaces hydrogénées de
silicium monocristallin d’orientation (111). Cesbstrats présentent l'intérét de pouvoir étre
fonctionnalisés via le greffage covalent de coudl@sses et ordonnées d’especes organiques.
lIs constituent un substrat idéal pour une étudechienie de surface bien contrblée. Les
modifications chimiques seront suivies quantitafieat par spectroscopie infrarouge en
géomeétrie ATR (Attenuated Total Reflection) et d®tde surface sera observé par
microscopie a force atomique (AFM). Ces technigpesnettront d’aboutir & un protocole

optimal pour I'accrochage covalent de sondes biglogs.

Le deuxiéme chapitre s’intéresse a I'élaborationpdees a ADN fluorescentes. Le
savoir-faire acquis sur les surfaces modéles deiusil cristallin sera transféré sur des
couches minces de silicium amorphe. Une étude ithémet expérimentale de I'exaltation de
la fluorescence permettra d’optimiser la sens#iiptique du dispositif, en contrdlant le taux
de carbone et les épaisseurs des couches pouredifé architectures de biopuces. Nous

montrerons l'intérét de ces biocapteurs pour I'étdd la réaction d’hybridation.

Le chapitre 3 est une étude détaillée de la mis@ant d’'un biocapteur SPR ou
I'utilisation de couches minces de silicium amorgheboné sur des surfaces d’or ou d’argent
permet a la fois une protection de la couche metal et I'utilisation de protocoles
d'immobilisation des sondes bien controlés. En nowsaur I'indice de réfraction et la qualité
de la chimie de surface de ces couches, la satésisit optimisée tant pour la détection SPR
que pour la détection par fluorescence couplée @aésmnance. De tels capteurs sont
particulierement intéressants pour la mesure dacteons biologiques et la détermination de
la constante de dissociation pour différencier lgwidations d’ADN avec des brins d’ADN

complémentaires ou des brins présentant des mésappats (mutations locales de bases).

Le dernier chapitre s’intéresse aux capteurs etgribila résonance de plasmons de
surface localisés (LSPR). Par dép6t de coucheseside silicium amorphe carboné sur des
nanoparticules, nous montrerons comment il estilplesde controler a la fois les sondes
biologiques immobilisées a la surface et les paigs des nanoparticules pour bénéficier
d’'une bonne sensibilité LSPR. Ceci nous permetot@amment de pouvoir étudier sur ce
méme substrat des réactions d’hybridation par éscence couplée au plasmon de surface

localisé.
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Introduction

Les années 1990 ont connu deux progrées spectasuldans la préparation des
surfaces de silicium. Les travaux initiés par Cltalmmt permis de mettre au point des
techniques de préparation de surfaces (111) deusilj hydrogénées (vierges d’oxyde),
atomiquement planes et ordonnées a grande écRaliailleurs, les travaux de Chidseyt
initié un vaste effort ayant abouti a la mise ainpde nombreuses techniques de greffage de
monocouches de molécules organiques sur la surfalregénée du silicium, permettant ainsi
sa fonctionnalisation. Aujourd’hui, le silicium edbnc considéré comme un substrat idéal
pour des études de chimie de surface contréléesiiPas différentes possibilités de le
fonctionnaliser, I'hydrosilylation est apparue commune méthode de greffage
particulierement intéressante grace a la formatienla liaison Si-C, tres robuste, et a la
grande versatilité de la méthode.

Dans ce chapitre, nous présenterons les différaitgees de fonctionnalisation qui
permettent I'accrochage de biomolécules sur unfaceide silicium. Nous décrirons dans un
premier temps les surfaces hydrogénées et lecsgrfarminées par des monocouches acides,

avant de nous intéresser aux étapes d’activatidtagtidation.

La microscopie a force atomique et la spectroscoprarouge seront utilisées pour
caractériser nos surfaces apres chaque étapen@adapermettra de disposer de procédures
opérationnelles validées quantitativement pour ladification de surface de silicium

cristallin.
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A. Préparation de surfaces hydrogénées

1. Choix du substrat

Depuis le milieu des années 90, la modificationsdafaces de silicium hydrogénées a
été largement étudiée en raison de ses divers demdiapplication, de la microélectronique
aux biocapteurd” Le silicium (100) est largement utilisé pour lacroélectronique en raison
des trés bonnes propriétés électroniques de FaterSi(100)/Si@ Dans le cadre de notre
travail, nous privilégierons la face cristallograpre (111) qui permet, par dissolution
anisotrope du silicium dans NH d’obtenir des surfaces atomiquement planes codlée
atomique facilement caractérisables par Microscagi@rce Atomique (AFMJ.Ces surfaces
planes constituent un substrat idéal pour des gtddechimie de surface bien contrblées. Le
silicium cristallise suivant le systéeme cubiquentit. Son réseau possede donc une symétrie
cubique, et on peut le représenter comme deuxrgsestux cubiques a faces centrées décalés
de ¥ I'un de l'autre le long d’'une des diagonalesgipales du cube. Ce réseau posseéde une
famille de plans denses orientés selon la direcfibhl] dont un exemple est représenté en
rouge sur la figure 1.

Dans notre cas, la coupe du cristal est |égérenstrientée par rapport a une telle
face. Un mode opératoire bien précis, qui seralldépar la suite, nous permet d’obtenir une
surface vicinale, structurée en réseau de marcégsliéres dont la hauteur (3,14 A)
correspond exactement a la distance entre 2 biesuatomiques. Ces marches atomiques,
rectilignes et paralléles, séparent les terrasgeesigquement planes. La figure 2 représente le
schéma de la « désorientation » (miscut), c'estealel plan de coupe du cristal par rapport a
la face cristallographique (111). Le miscut esirdgfar 2 angles. L'angle entre la normale
au plan optique et la direction [111] est I'angke ld désorientation. L’anglé qui définit
I'azimut du miscut est formé par la projection desteurs [111] et [12] dans le plan de la
surface. Nous travaillons donc avec des substréseptant une désorientatiarfaible mais
finie de maniére a contrbler soigneusement l'azimeatcelle-ci (par exemple, pour une
désorientation de 0,2°, les terrasses présententaogeur d’environ 100 nm). Le contréle de
I'azimut pour avoird = 180° est crucial pour obtenir des marches igotl, alors orientées

parallélement & la direction 10].2
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Figure 1 : Maille cubique du réseau de silicium cstallin : les 2 réseaux cubiques a faces
centrées sont représentés en noir et en blanc, ufece dense (111) est représentée en

rouge.
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Figure 2 : Schéma d’'une surface vicinale montrantd désorientation de la face vicinale

par rapport au plan dense (111).
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2. Hydrogeénation de la surface

a) Introduction

Depuis la fin des années 60, on sait qu'aprés aitetnent désoxydant dans I'acide
fluorhydrique HF, le silicium est passivé par umeiche contenant des liaisons Siti.De
nombreuses équipes de recherche se sont ensiwétessies a la caractérisation de ces
couches, mettant en évidence la présence d’'unecunoaobe de liaisons Si-H & la surfddeé’
Beaucoup de travaux ont été réalisés pour compgeledmeécanisme de dissolution du
silicium»*182° En 1995, Allongue a mis en évidence la coexistede deux voies
réactionnelles de dissolution dans JfH présentées sur la figure”3. La cinétique de la
réaction chimique est beaucoup plus rapide susites de crans et de bords de marche que
sur les terrasses. Cette réaction est trés anigoaibdépend peu du potentiel électrochimique.
Elle consiste a oxyder le silicium par les molésuléH,O qui réagissent préférentiellement
sur les sites de crans et les bords de marchedasuraisons stériques. La seconde réaction,
électrochimique, a en revanche lieu de facon peesdgatoire sur la surface et consiste en la
rupture électrochimique de la liaison Si-H. L’hygéme est alors remplacé par un groupement
hydroxyle pour former une liaison Si-OH. Le fludtamue ensuite la liaison Si-OH formée.
Des molécules d’eau s’inserent alors dans lesohaisrrieres Si-Si, rendues réactives par la
polarité de la liaison Si-F. Ainsi un atome decsilm est détaché de la surface et les liaisons
Si-H se reforment a la surface. Afin de favoriseréaction chimique le traitement doit se
faire a des pH compris entre 8 et 9, favorisangidanformation d’'une surface atomiquement
plane®*®%|| a enfin été montré que I'oxygéne dissous affewttablement la topographie de
surface en initiant la formation de pigres surtesasses. L'ajout d’ions sulfites $Odans

la solution, réduisant I'oxygéne dissous, permes’défranchir de ce problénfé.

L’étape d’hydrogénation du silicium est une étaptqguie, qui nécessite des substrats
et produits de grande qualité. Dans le cadre de &tide, nous avons travaillé avec des
échantillons de silicium Si(111) désorientés de& 8edon la direction [12] de type n, dopés
au phosphore. Ce silicium présente une résistigt® a 1QX2 cm et une épaisseur comprise
entre 500 et 550 um. Des produits de qualité semihaecteur ou VLSI Selectipur sont utilisés

pour le décapage.
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Figure 3 : Etape initiale de la dissolution du sitium par voie chimique (en haut) et par

voie électrochimique (en basj*

La qualité des couches obtenues a été contrbléeApM et par spectroscopie
infrarouge en mode ATR (Attenuated Total Reflectidre silicium utilisé pour 'AFM ne
présente qu'une face polie, pour favoriser la réactlectrochimique sur I'autre face dépolie
qui sert alors d'anode sacrificielle. Pour les mmes FTIR (spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier), le silicium a les deux$apolies, la zone supérieure de I'’échantillon
est alors dépolie pour y privilégier I'attaque éechimique et ainsi garder la planéité
atomique lors de I'hydrogénation de la partie pdans le cas des mesures FTIR, on utilise
des cristaux de silicium purifiés par le procédézdee fondue « Float Zone » (FZ), pour

minimiser la quantité d’oxygéne contenue dans lame?*%°

b) Mode opératoire

L’étape d’hydrogénation se fait en deux étapes :

- Une étape de nettoyage, durant laquelle I'échantidit la verrerie sont nettoyés a
100°C dans une solution dite de Piranha, 1 3Q,H H,SO, (H20,, 30% et HSQ,,
96% fournis par Carlo Erba). Cette étape permetghprimer toutes les impuretés
organiques et de former une couche d'oxyde a l|daseir Le tout est
soigneusement rincé a I'eau ultra pure (MilliQ,2LB|QQ cm a 25°C), afin d’éviter
toute contamination organique pouvant limiter ksdiution du silicium.

- Une étape de décapage, qui consiste ensuite aeedesouche d’oxyde obtenue a
la surface du silicium et a former la monocouch@ Hli)-H par dissolution du
silicium. L'attaque s’effectue dans une solution fi®rure d’ammonium NgF
40% (Carlo Erba, pH 8-9). La solution de NHdans laquelle une faible quantité
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de sulfite d’ammonium a été dissoute est préalabteénhomogénéisée aux
ultrasons, pendant 10 mn, dans un bécher en paifjtetroéthyléne (PTFE).
L’échantillon y est ensuite immergé 15 mn, puisréeet abondamment rincé a
I'eau ultra pure. Il est aussi possible de procédénydrogénation du silicium par
immersion de I'échantillon de silicium pendant 1@ans une solution d’acide
fluorhydrique HF 50% (Carlo Erba). La surface obieest tout aussi hydrophobe

mais présente une rugosité de surface a I'écheltudlques angstrom.
c) Caractérisation par microscopie a force atomique

La topographie particuliere des surfaces de siticatructurées en marches et terrasses
est observable par AFM. La figure 4 montre des esafjFM a différentes échelles obtenues
par dissolution du silicium dans une solution de NH 40% pendant 15 minutes. On
retrouve comme prévu la structure en marches diescan peut y distinguer les terrasses
atomiquement planes séparées par des marches miongqaes, d’une hauteur d’environ 3,14
A, correspondant a une bicouche de silicinCes images montrent que le procédé de
préparation permet d’obtenir des surfaces de hguaété, ou aucun défaut de surface n’est

apparent.

Figure 4 : Images AFM d’une surface H-Si (111) prégrée dans NHF (a) 2x2 unt¥ (b)
5x5 pnt.

d) Caractérisation par spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge nous permet d’idemtiée fonctions chimiques présentes
dans un matériau via la détection des vibrationaatéristiques des liaisons chimiques. Grace

a des substrats de silicium polis sur les deuxsfatédiseautés manuellement a 45° sur les 2
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bords, il est possible de procéder a une caraatiénisen mode ATR, bénéficiant ainsi d’'une

meilleure sensibilité. Le faisceau infrarouge p&wé polarisé en p ou en s selon la direction

du champ électrique, parallele ou perpendiculairplan d’incidence (figure 5).

\

W
" i s

Figure 5: Représentation schématique d'un prisme @ silicium caractérisé par

infrarouge en ATR (Attenuated total reflection).

Dans le cas d'une surface idéalement préparéemdeshydrures avec une liaison

Si-H perpendiculaire & la surface sont obtenius figure 6a montre les spectres d’'une surface

hydrogénée dans NH en polarisation p et s, la référence étant lfasaroxydée obtenue

aprés nettoyage dans le piranha. L'observatioradébration d'élongationSiH & 2083 cri

en polarisation p seulement, I'intensité et la $s® du pic (ici limitée par le spectrometre),

confirment la perpendicularité des liaisons Si-Haile de ce pic correspond a une

concentration d’atomes en surface égale a 7:8.chi’.
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Figure 6 : Spectres infrarouges en polarisation poleu) et s (rouge) de surfaces de

silicium hydrogénées dans NiF (a) et HF (b).
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La figure 6b montre une surface préparée dans ldFsignal obtenu est visible pour
les deux polarisations et I'on peut distingueréfigints modes de vibration dus aux différents
types d’hydrures présents (les monohydrures SeHdileydrures Siklet les trinydrures Sig).
Ceci confirme la rugosité de surface a I'échelrague et I'influence du pH sur la présence

en surface des différents types d’hydrurgs'®2%2°
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B. Préparation de surfaces acides

1. Greffage chimique

a) Introduction

Les surfaces hydrogénées présentent des propékésoniques et chimiques bien
meilleures que les interfaces Si/$f® pouvant étre passivées par I'attachement covalent
monocouches sur une surface de silicium via IadiSi-C. Ceci permet l'incorporation a la
surface d'une grande variété de groupements famotis qui ouvrent de nombreuses
applications dans les domaines de la micro-éleitjuenou des biocapteuis:** Dans le cadre
des biocapteurs et donc de notre étude, les sarfagminées par des groupements carboxyles
sont particulierement intéressantes. Elles peuesnteffet étre facilement activées pour
accrocher a la surface une biomolécule de fagcomlente via une réaction d’amidation en
deux étape¥ Il est possible d’obtenir par hydrosilylation desnocouches d’acides bien
controlées et compactes, avec une densité de sondese®* Comme le montre la figure 7,
la réaction d’hydrosilylation consiste a inséree wouble liaison carbone-carbone sur une
liaison silicium-hydrogéne. Le groupe fonctionnel@it toutefois étre choisi de maniere a
posséder une réactivité chimique limitée vis-adeda surface hydrogénée. Par exemple, les
groupes amines ou alcool ne sont pas utilisés @ater la compétition entre la formation de
liaisons Si-O-C ou Si-N-C et I'addition sur la déeitiaison C=C®

gl

H
%‘ug‘lv lv%‘v-‘lglu ~ Al JinrFiar§inr§inegis

@ =CH3, COOH, COOR,CN,...

Figure 7 : Représentation schématique de I'hydrosjlation. 34

L’équipe de Chidsey a obtenu la premiére couchearogqye greffée de facon
covalente par réaction d’'un alcéne sur une surfigcsilicium préalablement hydrogénée en

présence d’un peroxyde & 100°C pendant 1 heLieemécanisme proposé est un mécanisme
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radicalaire. Ces premiers travaux ont largementritu@ a I'essor du greffage moléculaire
sur silicium. De nombreuses recherches ont permaignéeux comprendre et d’améliorer
I'hydrosilylation. D’autres voies ont été exploiggecomme I'hydrosilylation par voie
catalytique mise au point par Buriak et Afltou les greffages électrochimiques développés

par les groupes de Chazalviel et Allong(#&

Le groupe de Zuilhof a montré qu’il était possidie procéder a I'hydrosilylation a
une température comprise entre 150 et 200°C entidonae la longueur des chaines
utilisées®**° Le groupe de Chidsey a par la suite mis au paiet méthode photochimique
permettant le clivage homolytique de la liaisonHSpar irradiation UV {<352 nm) en

présence d'alcénes aliphatiques en s’affranchishttilisation de hautes températufés.

Au laboratoire PMC, Faucheux et coll. ont montignportance des rincages des
surfaces acides avec l'acide acétique pour enliegemolécules d’acide undécylénique en
solution qui, n‘ayant pas réagi, forment des diméerma des liaisons hydrogénes avec les

acides greffés a la surfacé.
b) Mode opératoire

Comme pour les surfaces hydrogénées, la qualitéprmduits et la propreté de la
verrerie sont primordiales. Les produits de greffag'acide undécylénique 16H,00, est
fourni par Acros avec un taux de pureté de 99% eléicene est fourni par Aldrich avec un
taux de pureté de 97%, nécessitant une purificgiEimpassage sur colonne de silice, afin
d’éliminer I'eau et les impuretés éventuelles. LeriBil, qui contient du Mggbi, est alors
utilisé pour retenir les dérivés polaires. Les antg de rincage (tétrahydrofurane THF,
dichlorométhane, acide acétique glacial) sont daitguHPLC. Afin d’éliminer toutes les
contaminations organiques, la verrerie est soiggraest et successivement lavée a I'éthanol,
a I'eau avec un dégraissant, a I'eau osmosée @5cM) contenant du détergent TFD4 puis
enfin abondamment rincée a l'eau MilliQ (ultraput8,2 MQ cm). Il est important de
travailler en milieu sec pour éviter la formatiolurte couche d’oxyde sur la surface de
silicium. Les produits sont donc séchés a l'étuwe wuit a 75°C. Afin de prévenir la
formation d’oxyde, I'ensemble de la verrerie et delutions est dégazé a chaud sous argon.

Dans un tube de Schlenk préalablement dégazé &esia 100°C, la solution d’acide
undécylénique est introduite puis dégazée a sarpendant 30 minutes. Le tube de Schlenk

est ensuite refroidi a température ambiante pentaminutes avant d’y introduire la surface
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hydrogénée fraichement préparée. Une fois I'échamtintroduit, le dégazage continue
quinze minutes avant de fermer le tube de Schlenk.

Lors d’'un greffage thermique, le tube de Schlenkobswffé a 180°C de 16 a 20
heures, alors que pour un greffage photochimiquaube de Schlenk est placé 3 heures dans

un réacteur sous irradiation U¥=312 nm ; 6 mW cr).

Apres le temps imparti, en fonction du type de fagd, le tube de Schlenk est refroidi
a température ambiante. L'échantillon est ensuiteér 2 fois pendant 15 mn a l'acide

acétique chauffé a 75°C sous argon.
c) Caractérisation par microscopie a force atomique

Pour pouvoir déterminer la densité de sondes présa@na surface, il est nécessaire de
vérifier la propreté des surfaces. Celles-ci soragées par AFM afin de s’assurer qu’il n'y a
pas d’espéces physisorbées sur la surface, duEs@dtaminations ou a un mauvais rincage.
La figure 8 représente les images obtenues apnesidanalisation par voie photochimique
avec l'acide undécylénique et rincage a l'aciddigaé. On note que la structure en marches
d’escalier est comparable a celle d'une surfacedg&hée. La présence de terrasses planes
confirme la formation d’'une monocouche homogendasaurface.

Figure 8 : Images AFM d’une surface Si(111)-@H20COOH préparée par un greffage
photochimique (a) x1pm? (b) 5x5um?
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d) Caractérisation par spectroscopie infrarouge

Les couches acides ont été caractérisées paranfiaren mode ATR. La figure 9
montre les spectres en polarisation p et s daoha 980-3050 cih de surfaces acides
obtenues par greffage thermique ou photochimigaeékérence étant la surface hydrogénée,
le pic négatif & 2083 cthen polarisation p indique la disparition de li@isoSi-H.
L’encombrement stérique des molécules ne permetapasbstitution complete des liaisons
Si-H. En effet, le diametre des molécules que Bomhaite greffer a la surface est environ
égal & 4,3 A, alors que la distance entre 2 liassirH est de 3,84 £&*Théoriqguement 50%
des groupements Si-H peuvent étre substitués. Lesipgments SiH restants sont
responsables de la contribution positive large rdaigaible amplitude de part et d’autre du
pic négatif SiH.

La fonctionnalisation de la surface est confirmaelp présence des pics associés aux
vibrations des différentes liaisons du groupemeptHgCOOH. Le pic intense & 1710 &m
est caractéristique du mode de vibration de ladmaiC=0, alors que les petits pics a 1290 et
1415 cni sont associés aux vibrations du groupement fome&ibC-OH. Les pics situés a
2850 et 2920 ch correspondent aux modes de vibration d'élongatipmésrique et
antisymétrique des groupements £Ha déformation de cette liaison dans le plan H-C-
3CH, est aussi visible & 1465 &mDans la région située entre 1000 et 1300%.cm
caractéristique de I'oxyde de silicium ou des bais Si-O-C, on note une différence entre le
greffage thermique et photochimique. L’intensité ma plus élevée pour la surface greffée
thermiquement suggéere que de l'oxyde peut se fotorerdu greffage ou que la double
lisison C=0 peut réagir sur la surface hydrogénger fformer des liaisons Si-O-C. Ainsi,
dans notre étude, afin de limiter la formation deyde et d’avoir des surfaces acides

reproductibles, nous utiliserons de préférencela photochimique.
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Figure 9 : Spectres infrarouges en polarisation pbleu) et s (vert) de surfaces acides
préparées par voie thermique (a) et voie photochimque (b). Le spectre de référence est
plane préparée dans NH. Les courbes

une surface atomiquement rouges

correspondent aux ajustements du pic C=0.

Il est par ailleurs possible de déterminer quatitiément la composition de la couche,
comme l'ont montré Faucheux et coll. et d’en déslde taux de greffage. En intégrant
l'intensité du pic C=0, nous retrouvons comme dinéttérature que les surfaces acides
préparées a partir de surfaces hydrogénées dags ($iH) présentent une densité de sondes
égale a 2,8. 0 cm?, ce qui correspond & un taux de recouvrement éle>3&n procédant
au méme greffage sur des surfaces hydrogénéesHfar{SiHx), on note la présence des
mémes pics sur la figure 10, ce qui confirme aliefficacité du greffage. Par une analyse
quantitative des spectres obtenus, une densitéries moyenne de 2. f@m? et donc un
taux de recouvrement d’environ 25%, sont obtenasrugosité de la surface SiHx est la
raison pour laquelle le taux de greffage est momsortant. Afin de pouvoir transposer le
protocole de greffage sur des surfaces de sili@omorphe, I'étude des réactions ultérieures
(activation et amidation) se fera aussi sur desases rugueuses, qui représentent une

configuration atomique locale plus proche de a#lle matériau désordonné (amorphe).
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C. Préparation de surfaces activées

1. Introduction

Comme il a été dit précédemment, les surfaces meéesi par des monocouches
homogenes d’acides sont tres intéressantes pouamj®iations biologiques. En effet, la
fonction chimique acide carboxylique peut étre $sfarmée en ester portant un bon groupe
partant afin de rendre le carbone de la liaisorbaayle tres réactif (figure 11). Pour
accrocher des biomolécules de facon covalente desmgonditions douces a un substrat (or,
silicium, verre,..), des surfaces terminées par un ester de sucdylanj« ester NHS ») sont
utilisées pour réagir avec la molécule comportamtgroupement amin&:**“*® Une autre
stratégie consiste a greffer directement un algemeontient le groupement fonctionnel ester
NHS sur la surface hydrogén®€! Cependant cette méthode nécessite une synthése
organique spécifique et codteuse en temps. Enrgéteésurface est obtenue par réaction de
la surface acide avec un carbodiimide soluble diéemsu tel que le N-éthyl-N'-(3-
(dimethylamino)propyl)carbodiimide (EDC) en préserdu N-hydroxysuccinimide (NHS).
D'autres agents de couplage peptidique similaiezssent néanmoins étre utilisEs?

OXEXO OX%O

Oy OH  Qy OH o O o, 0
,§|v§lv§|v§|v§|v$lx ,§iv§iv§iv§iv§iv§i\

Figure 11 : Représentation schématique de la réaot d’activation.
2. Mécanisme réactionnel

Cette étape d’activation a largement été utiliséeir pmettre au point plusieurs
protocoles d’accrochage covalent de biomoléculdée Beut étre décrite a I'échelle
moléculaire par le schéma réactionnel présentéasiigure 12> Ce schéma correspond aux

différents chemins réactionnels établis en phasmogene’” La premiére étape est la
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formation de I'O-acylisourée par réaction d'additiadu groupement OH de l'acide
carboxyliqgue sur le carbone électrodéficient deDKE Aprés la formation de cet
intermédiaire trois réactions sont en compétition :

- une attaque nucléophile par le NHS pour formetdieSIHS (2),

- une réaction de I'O-acylisourée avec un groupenvamboxylique voisin pour

former un anhydride (3),

- un réarrangement irréversible par transfert d’acyamoléculaire pour former la

N-acylurée (4).

EDC = CHy-CH,-N=C=N-(CH,)3-N

A o
NHS = 'l\l

OH

N-acylurée

Figure 12 : Schéma réactionnel de I'étape d’activaan. L’'EDC réagit sur la surface
acide pour former I'O-acylisourée (1); différents chemins réactionnels sont en
compétition pour former I'ester NHS (2;5), I'anhydride (3) ou l'urée (4).

Alors que les conditions ont été précautionneusénoptimisées en solution, il
apparait a l'inverse que I'activation de surfacks du de silicium n’a pas fait I'objet d’'une
telle optimisation, tant les conditions d'activaticsont trés differentes d'une étude a

l'autre 3233°%3"Etant donné la complexité de la réaction, I'influe des concentrations en
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EDC et NHS sur les cinétiques des différentes idagtet I'effet des génes stériques, il est
difficile de prévoir comment activer les groupenseatides de maniére quantitative. En effet,
dans la littérature, les concentrations en EDC bi$8ont comprises entre 0,1 mM et 0,4 M
et le rapport des concentrations entre les deuduttovarie fortement. D’autres parametres
peuvent influencer la réaction comme la tempéraurée pH de la solutiorf>° Nous avons
décidé de mener une étude approfondie sur descearfidesfin de mieux comprendre le
mécanisme et d'améliorer le rendement de la réactd Ces résultats viennent en
complément d’'une étude détaillée de I'influence descentrations menée sur le silicium

poreux par Sam et coff'.

Dans cette étude, le silicium poreux a été aggbgs infrarouge en transmission grace
a sa tres grande surface spécifique. De cette fagpoaractérise aisément I'acide restant a la
surface en cas de réaction incomplete, et lessliweduits de réaction (anhydride, urée, ester
de succinimidyle). La figure 13 résume les réssiltditenus apres activation a 15°C pendant
90 minutes pour différentes concentrations destifédeDC / NHS. Ce diagramme a été
construit a partir de points expérimentaux pouimiéles régions ou I'on peut déterminer par
infrarouge la présence de produits secondairedia dke la réaction d’'activation :

- l'acide résiduel dans la zone 1,

- l'urée dans la zone 2,

- I'anhydride dans la zone 3.
Il existe des zones de recouvrement lorsque, psimémes conditions, difféerents produits
sont détectés. Les conditions optimales pour Vatibn correspondent a la zone 4,
particulierement lorsque les concentrations équaimed en EDC et NHS se trouvent
comprises entre 5 et 10 mM. Dans ces conditions, lesusilicium poreux, la réaction

d’activation est totale.
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Figure 13 : Diagramme montrant la composition d’unesurface poreuse aprés activation
90 minutes a 15°C avec différentes concentrations &DC et NHS. Les frontieres entre

les zones ont été dessinées en fonction des régsltexpérimentaux. Dans Les zones
(1 ;2;3) on peut distinguer les différents produis indiqués a droite du diagramme. La

zone 4 correspond aux conditions optimalé¥.

La fonctionnalisation de la surface lors de I'aatign est caractérisée par infrarouge
(figure 14). En effet, en comparant les modes theation entre 1500 et 1800 &rdus aux
liaisons carbonyles C=0, on peut facilement distergune surface acide d’'une surface
activée. Alors que, pour une surface acide, un @ieldpparait & 1710 ¢hla surface activée
par I'ester NHS se caractérise par trois pics a512485 et 1820 cth Ces vibrations
correspondent essentiellement aux modes de vibratibsymétrique et symétriqu€=0 des

deux groupes carbonyles du succinimide et au medgbdationvC=0 de I'ester®

Afin d’optimiser la réaction et d’obtenir les remdents d’activation les plus élevés sur
des surfaces planes, une étude quantitative susutéaces de silicium hydrogénées SiHx a
été menée. Comme pour les surfaces acides, ilsstippe de déterminer précisément le
nombre de molécules activées par’cm’aprés la procédure d'ajustement des surfaces
activées décrite par Moraillon et coll., nous avariggré l'intensité des deux petits pics a
1785 et 1820 cihpour calculer la densité de sites actifs (figus® En comparant le nombre
de molécules activées par rapport au nombre dg aifieles, nous déterminons le rendement

de la réactiori? Les résultats sont rassemblés dans la partiergeiva
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Figure 14 : Spectres infrarouges d’'une surface ace (vert) et d’'une surface activée
(bleu).
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Figure 15 : Spectres infrarouges et ajustements dgscs carbonyles d’'une surface acide

(en bas) et d’'une surface activée (en haut). La i&fence est une surface SiHXx.
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3. Etude quantitative de la réaction d’activation

a) Optimisation des concentrations et de la tempézatur

(1) Etude de l'influence des concentrations [EDC] atf

Comme dans le cas du silicium poreux, nous avons da premier temps étudié
I'effet de la concentration. La figure 16 montre Epectres d’une surface acide (2*Xn?)
et de 4 surfaces activées pendant 90 minutes a &€ différentes concentrations en EDC
et NHS. Dans le cas de faibles concentrationstiVaiion n’est pas compléte et le rendement
calculé dans ce cas est égal a 65%. On note peuraila présence de bandes amides a 1550
et 1650 crit caractéristiques de la formation de N-acyluréap@t4 figure 12) ou d'urée
soluble physisorbée a la surface formée lors detdation (étapes 2 et 3 figure 12). En
augmentant les concentrations on voit une augmentaes pics NHS. En effet pour des
concentrations élevées [EDC]= 270 mM et [NHS]= 3@, on note que la réaction peut étre
quantitative mais les deux bandes amides de I'defeeurent. Cela suggere un état de
surface peu contrdlé ou I'urée serait physisorlgdassurface. Un bon compromis est obtenu
pour des concentrations équimolaires en EDC et Ndé&prises entre 5 et 10 mM comme
sur le silicium poreux. Dans cette gamme de comaions, les rendements d’activation sont
compris en moyenne entre 85 et 95% sur des sur&iebs mais restent plus faibles sur des
surfaces SiH, variant de 60 a 80%. Cette différgymat s’expliquer par un effet de génes
stériques, dans la mesure ou les surfaces aciddsbs&n plus denses lorsqu’elles sont
préparées a partir de surfaces SiH qu’'a partir ases SiHXx. Le méme argument peut
expliquer pourquoi sur le silicium poreux, ou Egularité de la topographie de la surface ne
permet pas la formation d’une couche moléculaicalement trés dense, la réaction effectuée

dans ces conditions est quantitative.
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Figure 16 : Spectres infrarouges d'une surface acid (a) et activée dans différentes
conditions a 15°C pendant 90 mn (b-e). Le spectreedréférence est une surface
hydrogénée dans HF.

Aprés avoir déterminé la densité de sites activésgnts a la surface, il est nécessaire
de vérifier la propreté des surfaces. Celles-ct Boagées par AFM afin de s’assurer qu’il n’y
ait pas d'espéeces physisorbées sur la surface, awes contaminations ou a un mauvais
rincage. La figure 17 représente les images obtempees activation de surfaces acides
préparées sous différentes conditions. On note daes le cas des concentrations diluées
([EDC]= 7 mM et [NHS]=0,33 mM) ou équimolaires aniM en réactifs, la structure est
comparable a celle d'une surface hydrogénée. Laepoe de terrasses planes confirme la
formation d’'une monocouche homogeéne sur la surfaaas le cas des concentrations élevées
([EDC]= 266 mM et [NHS]= 33 mM, voir figure 17 c d), il est plus difficile d'obtenir des
surfaces reproductibles. Cela peut étre corrél€ ée® mesures en infrarouge, ou en dépit
d’'un bon rendement d’activation, la présence d’'@éte mise en évidence. Pour leur part, les
surfaces activées avec des concentrations équmemlautour de 5 mM sont trés bien
contrdlées d’'un point de vue topographique tout@mduisant a des rendements d’activation

élevés.
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Figure 17 : Images AFM de surfaces activées 90 mia 15°C avec différentes
concentrations : [EDC]=7 mM , [NHS]= 0,33mM (a) ; EDC]=5 mM , [NHS]= 5mM (b) ;
[EDC]=266 mM , [NHS]= 33 mM (c, d)

b) Effet de la température

Afin d’étudier l'influence de la température sur Héaction, des activations a des
températures différentes ont été réalisées. Ladi@8 montre les spectres obtenus a 5, 15 et
25°C. Alors gu'a 5°C la réaction n'est pas complatec un rendement égal a 60%, le
rendement de la réaction est plus élevé (~85%Yf@ &bapproche I'unité a 25°C. Cependant,
a 25°C, les bandes amides a 1550 et 1650 aepparaissent, comme dans le cas des
concentrations élevées, suggérant ainsi la formatimrée a la surface. Ainsi, afin de
favoriser le contréle de la chimie de surface, daction se fera a 15°C. De méme, pour

prévenir la formation d’'urée, nous avons déciddiliber les réactifs a 5mM.
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Figure 18 : Spectres infrarouges de surfaces actieg a différentes températures (5°C,
15°C °, 25°C) pendant 90 min avec [EDC]= [NHS]= 16M.

c) Etude cinétique de l'activation par mesure infrg®in

situ

Afin de mieux comprendre la cinétique complexe aedaction, des mesures in situ
ont été effectuées a l'aide d’'une cellule inframwtgcrite sur la figure 19a, qui permet de
controler la températuf8. Ces mesures ont été effectuées avec des cortizergrde 5 mM
ou 10 mM et analysées quantitativement dans l@mégpmprise entre 1500 et 2000trLa
figure 19b montre une succession de spectres nzeauifférents stades lors d’une activation
a 5°C avec [EDC] = [NHS]=5 mM, le spectre de réfice étant la surface acide. Dans cette
région, I'évolution des spectres est complexe. [RSspremiéres minutes, un pic négatif
caractéristique de I'acide & 1720 tmst observable et son évolution se corréle ti@rs &vec
'augmentation des trois pics caractéristiques’eltdr NHS. D’autres contributions rendent
'analyse quantitative plus complexe, la plus intpote est celle de I'eau observable par un
pic de plus en plus large & 1650 tnD'autres contributions, de 'EDC (1700 @net du
NHS (1707 crit) sont aussi discernables. Enfin une contributioe @& I'absorption des
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carboxylates & 1550 ¢happarait également dans le dernier spectre : layat varié au
cours de la réaction, les fonctions acides s’iontipartiellement.

liquid out a coO~ HZO EDC
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I |COOH
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Figure 19 : (a) Schéma de la cellule utilisée poues mesures infrarouges in-situ ; (b)
succession de spectres in situ mesurés a différetdsnps pour une surface acide activée a
5°C avec [EDC]=[NHS]=5mM. On tient compte de plusiers contributions pour
analyser les spectres lors de la réaction in sitll’'ajustement du spectre a 180 minutes

est superposé en bleu au spectre mesuré.

Afin d’analyser au mieux les spectres, les 5 pRpics de I'ester NHS ; le pic de
'acide et un pic pour les carboxylates) ont étést&s par des fonctions de Voigt. Pour
permettre I'analyse, l'ajustement inclut égalememte ligne de base quadratique, une
contribution de I'électrolyte (eau, EDC, NHS) et spectre de vapeur d’eau (I'atmosphere
dans la chambre infrarouge ne reste pas parfaitestaole au cours du temps). La figure 20
montre un exemple de décomposition pour un spedtnené, l'ajustement obtenu en
combinant toutes ces fonctions se trouve superposgpectre du bas sur la figure 19. Une

telle analyse nous permet de suivre quantitativet@rolution des différents pics.
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Figure 20 : Différentes contributions prises en casidération pour ajuster les données
expérimentales. 5 pics sont calculés pour ajusteed modes de vibration des espéces
présentes a la surface. Les contributions additiorelles de I'électrolyte, de la vapeur

d’eau et une ligne de base permettent d’ajuster lgpectre expérimental (figure 19).

La figure 21 montre I'évolution du pic acide etlealies trois pics de I'ester NHS en
temps réel. La perte de groupements acides seatniprofit de I'apparition des pics
caractéristiques de I'ester. Toutefois en raisodadeultiplicité des contributions ajustées
indépendamment les unes des autres, cette anadyseuce délicate. Son conditionnement
mathématique insuffisant rend les détails incestain vu de la complexité du spectre dans la
région 1500-2000 cth Nous avons donc Vvérifié ces résultats par uneeamtéthode
d’ajustement. On peut analyser les spectres commeecombinaison linéaire du dernier
spectre obtenu, des spectres de I'électrolyte ljgaide, EDC, NHS) et du spectre de vapeur
d’eau. On obtient ainsi un indicateur (non calibdé) 'avancement de la réaction. Afin de
corriger la ligne de base, une fonction linéaireie constante sont ajustées avec les autres
contributions lors de la procédure. Aprés avoimmalisé le résultat obtenu par le rendement
d’activation déterminé ex situ, on peut représehiéaancement de la réaction au cours du
temps (figure 22). On remarque que I'évolution ng gas une loi exponentielle. La réaction
n'est donc pas régie par une cinétique du prentiéreo En effet, les différentes courbes

peuvent toutes étre ajustées par une loi bi-expmtlen Une premiere exponentielle nous
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permet d'ajuster la premiére partie de la courbeplus rapide, la seconde reproduit la
deuxieme partie qui correspond a une évolution jelnte.
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Figure 21 : Evolution des bandes de I'ester NHS ele I'acide en fonction du temps pour
une surface acide (SiH) activée a 5°C. Ces pointésultent de I'analyse des différents
spectres par la méthode décrite en figure 19. On peremarquer la coincidence parfaite
entre I'apparition des bandes ester et la disparitin de la bande acide.
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Figure 22 : Rendement d’activation en fonction duémps pour une surface acide (SiH)
activée a 5°C avec [EDC]= [NHS]= 5mM.
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Ces méthodes d’analyse nous ont permis d’intenptéseexpériences réalisées dans
différentes conditions : concentrations en EDC ESNJe 5 et 10 mM, températures de 5 et
15°C sur SiH et SiHx. Le tableau 1 récapitule Esultats obtenus en ajustant les différentes
evolutions avec une loi bi-exponentielle. Ainsi dgamps caractéristiques sont déterminés :
11 (le plus rapide) et; (le plus lent) pour chaque expérience. Les tempsnois et présentés
ci-dessous sont des moyennes faites a partir dakats obtenus par les différentes méthodes
d’ajustement. La pertinence des valeurs détermipées le tempg; peut se poser dans la
mesure ou il faut plus de 2 minutes pour prendrespectre. Concernant le temps
I'incertitude n’excéde pas 10 minutes. On peuteselre compte que la cinétique dépend peu
du type de surface hydrogénée et de facon plusenapte de la concentration en EDC et
NHS. Le temps, se trouve légerement diminué lorsque les conceémisasont multipliées
par deux. Par contre, diminuer la température da 35C permet d’avoir un effet notable sur

la cinétique puisque les valeurs des temps carstiggies augmentent de facon significative.

Surface hydrogénée SiH SiH SiH SiHx
Température 15°C 15°C 5°C 15°C
[EDCJ/[NHS] mM 5/5 10/10 5/5 5/5
T, (Mn) 3 4 9 4
7, (mn) 50 40 80 50

Tableau 1 : Temps caractéristiques déterminés parruajustement bi-exponentiel.

La complexité de la réaction présentée précédemnfiéguire 12) permet de
comprendre le caractére non exponentiel de laiqueget de proposer une interprétation pour
expliquer le caractere bi-exponentiel. Apres réactile 'EDC sur la surface acide pour
former I'O-acylisourée (1), il y a deux voies pdarmer I'ester NHS : les chemins notés (2)
et (3+5) sur la figure 12, ce qui peut expliqueptésence de 2 temps caractéristiques. La
molécule NHS peut en effet réagir directement aM®eacylisourée (2) ou réagir sur
I'anhydride (5). Des mesures complémentaires in @it permis de montrer la formation trés
rapide d’anhydride lorsque la surface acide esprésence d’EDC seul (figure 23). Ceci
suggere que la réaction rapide associée a la coestle temps; pourrait impliquer la
formation d’anhydride.
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Figure 23 : Spectre infrarouge d’'une surface acidenodifiée en solution par 'EDC (10

mM). La référence est une surface acide dans I'eauilliQ.

Afin de confirmer cette hypothése et d’associerssambiguité les deux chemins
réactionnels (2) et (3+5) aux réactions lente ptderévélées par les mesures cinétiques,
nous avons preparé des surfaces acides ou leseshadiles greffées sont diluées parmi les
chaines alkyles (25% et 10% d’acide en solutioes 8urfaces diluées permettent de limiter
la formation de I'anhydride, car I'O-acylisourée peut pas trouver facilement un groupement
acide suffisamment proche pour réagir. Ainsi pavisn situ de I'activation on peut se rendre
compte (figure 24) que plus la surface est dilukes pa contribution de la partie rapide
diminue. Ceci nous permet de conclure que le chemdacttionnel rapide est celui qui
correspond a l'attaque du NHS sur I'anhydride (3ebyjue le processus lent correspond a

I'action directe du NHS sur I'O-acylisourée (2).

Cette étude nous a permis de comprendre et d’'cgegimiés conditions d’activation.
Nous avons par la suite essayé d’agir sur le tggops arriver a des rendements d’activation
de 100%, mais nous nous sommes apercu que fairaatigations de plus de 90 minutes
pouvait engendrer une compétition entre I'hydrolgisel’ester NHS et I'activation des sites
acides. Ainsi nous avons décidé d’adopter le mgugatoire suivant pour les activations sur

silicium poreux, cristallin ou amorphe.
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Figure 24 : Rendement d’activation a 15°C avec [EDJZ [NHS]= 5mM pour différentes
surfaces : 100%, 25% et 10% acide.

4. Conclusion : Mode opératoire choisi

Comme pour la préparation de surfaces acides, fieene est lavée au détergent,
copieusement rincée a I'eau MilliQ puis séchéettuVe. Les réactifs EDC et NHS (98% de
pureté) sont fournis par Sigma Aldrich. Des sohsigont fraichement préparées pour chaque
réaction avec de I'eau MilliQ a 4°C et stockéessdémn glace. Dans un tube de Schlenk
préalablement dégazé sous argon pendant 5 minates wh bain thermostaté a 15°C, un
volume égal des solutions d’EDC (A0) et de NHS (18 M) est introduit et dégazé 10
minutes pour atteindre la température du bain thstaté. L’échantillon y est enfin introduit
puis laissé pendant 90 minutes. La surface est atondamment rincée a I'eau MilliQ puis

séchée sous un flux d’azote.
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D. Réaction d’amidation

1. Introduction

La derniére réaction du protocole pour attacherhiomolécule de facon covalente a
la surface est I'étape d’amidation. Comme le molatifggure 25, une (bio)molécule contenant
une amine primaire peut réagir avec l'ester acpe@ir former une liaison amide trés
robuste®”* Dans le cadre de notre étude, nous avons chdisidier I'amidation en utilisant
de I'hexylamine (CH(CH,)s-NHy) et de I'éthanolamine ( HO-GHCH,-NHy).

Fto Ly A

oA NP
‘/r//'JJ 'J///Hj +RNH, ‘/r/jj r,///Hj
—>
K H 0

~Sin§in Sin- Siv-Siv-Sis o ~Six§in-Siv-Siv-Giv-Sis

OH

Figure 25 : Représentation schématique de 'amidati.
2. Amidation par 'lhexylamine

Nous nous sommes intéressés dans un premier tetige@chage de I'’hexylamine
sur des surfaces activées dans les conditiongel®priécédemment. Pour ce faire, nous avons

suivi le protocole décrit par A. Moraillon et cdft.

On laisse réagir une surface activée dans unei@oldthexylamine & 16 M dans un tampon
phosphate PBS 1X ([NaCl] = 0,137 M ; [KCI] = 0,002; [Na,HPQ,] = 0,008 M ; [KHPQ]

= 0,002 M) a pH 7. La figure 26 montre les spext’'une surface acide, activée et amidée.
Le spectre de référence est une surface hydrogat@aiquement plane. Les bandes
caractéristiques de I'ester NHS disparaissent aéfie des bandes de vibration des liaisons
amides | et Il (1550 et 1650 &h On note aussi que les bandes de vibration dessGht
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nettement plus intenses et qu'un épaulement appar@960 crit, caractéristique de la
vibration des liaisons CH La disparition compléte des bandes caractéuistiqle I'ester de
succinimidyle nous montre que la réaction d’ammlatest totale. On peut noter la présence
d’acide résiduel & la surface grace au pic élantjiee1710 et 1740 cihcaractéristique de
groupements carboxyles isolés. Ceci est en acamt @ que Moraillon et coll. ont observé
dans le cadre de leur étude quantitative de I'atitidale surfaces de siliciuff.

0,0032 - CH -
acide

| [
0,0024

0,0016

0,0008

hi

-0,0008 ester NHS

Absorbance par réflexion (u. a.)

-0,0016

-0,0024

1000 1500 2000 2500 3000

Nombre d' onde (cm'l)

Figure 26 : Spectres infrarouges d’'une surface acéd (rouge), activée (bleu) et amidéee
avec I'hexylamine 10° M dans le PBS 1X (vert) en polarisation p. Le spre de

référence est une surface SiH.
3. Amidation par I'éthanolamine

Nous avons étudié I'amidation par I’hexylamine dans la suite de nos travaux, nous
utiliserons des brins d’ADN terminés par des gronpets aminohexyles pour les accrocher
de facon covalente a la surface. Cependant nodspmserons pas des brins d’ADN sur toute
la surface, nous procéderons a I'amidation paroisg » (étape décrite au chapitre suivant).
Afin de limiter I'adsorption non spécifique et devbriser I'hybridation entre les brins d’ADN

complémentaires lors de l'utilisation de la bioputes sites non amidés par 'ADN sont
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bloqués par réaction pendant 15 minutes avec uripeaprimaire, I'éthanolamin®. La
solution utilisée est une solution & 5% préparée dans I'eau MilliQ & partir d’'une sabuti
d’éthanolamine stock a 99,5% fournie par Sigma-ahdrLa figure 27 montre les spectres
obtenus a chaque étape de fonctionnalisation dawméace hydrogénée dans HF (SiHXx).
Comme dans le cas d’'une surface atomiquement plaan@idée par I’hexylamine, on se rend
compte du caractére quantitatif de la réaction dlation.

-0,001

-0,002

-0,003

ester NHS

Absorbance par réflexion (u. a.)

-0,004

]

-0,005 |- amide

1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000

Nombre d' onde (cm™)

Figure 27 : Spectres infrarouges d’'une surface acéd (rouge), activée (bleu) et amidéee
avec I'éthanolamine 5 13 M (vert) en polarisation p. Le spectre de référece est une

surface SiHx.

La figure 28 montre les images AFM d’'une surfacdrbgénée atomiquement plane
(a), successivement fonctionnalisée par I'acidecagiénique (b), activée dans les conditions
optimales ([JEDC] = 5 mM / [NHS] = 5 mM, 90 min a 1% (c) et amidée dans
I'éthanolamine (d). Ces images AFM nous permettgat voir qu'a chaque étape du
traitement, la topographie de la surface est coampa@ celle de I'état initial. La présence des
terrasses atomiquement planes et I'absence daisésinl la surface indiquent la formation de

couches homogenes a la surface.
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Figure 28 : Images AFM X1 pun? d’une surface : hydrogénée (a) ; acide (b) ; actde (c)

et amidée avec I'éthanolamine IOM (d).
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Conclusion

Nous avons montré comment accrocher de fagon aueatkes molécules organiques
a une surface de silicium, a partir de monocoutdesinées acides. Ceci est possible par un
mécanisme en deux étapes (activation / amidatiée)mé sur la figure 29. Grace a des
caractérisations par microscopie a force atomiduiegs mesures en spectroscopie infrarouge
en mode ATR (ex situ et in situ), nous avons punuper chague étape du protocole. Les
surfaces acides ayant fait I'objet de nombreusedest détaillées ***° nous les avons donc
utilisées comme substrat de départ pour étudidaghmn quantitative la réaction d’activation.
Ceci nous a permis de comprendre le mécanismeétldir quelles étaient les meilleures

conditions d’activation. Nous avons pu aussi maniee caractere controlé de I'étape

Q = ADN,
peptides,
O\ ANH O AH

Q OH Q OH Q0 Q N

NH,

[INASINAGNASR > SRS SNBR — SiFine SRS
(bio)molécule
Terminée NH,

d’amidation.

Figure 29: Représentation schématique du mécanismd’accrochage covalent de

biomolécules a une surface de silicium fonctionnakée par des groupements carboxyles

Au terme de cette premiére partie, nous disposomsc dd’'une procédure de
fonctionnalisation de surface du silicium cristallrobuste et validée quantitativement. En
'absence de génes stériques des sondes immobilieés de I'étape d’amidation, le
rendement d'immobilisation sera limité par I'étagiactivation. De facon intéressante, si ce
rendement est limité a des valeurs de l'ordre @&s&t des surfaces atomiquement planes
pour lesquelles les couches greffées sont tréesedeisatteint des valeurs élevées de I'ordre

de 85% sur les surfaces SiHx, rugueuses a I'échtgdlaique.
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Chapitre 2 : Architecture de puces a

ADN fluorescentes ultrasensibles
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Introduction

Les biopuces sont des outils d’analyse et de dgtgnotilisés essentiellement dans le
domaine de la génétique et de la pharmacie etrguypaur objet d’identifier un grand nombre
de génes ou de protéines et d’étudier leurs fonsli®our ce qui concerne les puces a ADN,
la technique de détection utilisée est généralemanfluorescence, en raison de sa
sensibilité”™

Grace a des techniques d’amplification de la flaoeace, les biopuces les plus
performantes permettent d’approcher la détectionn&’ molécule unique. La société
Genewave a démontré que le signal de fluorescesueére amplifié par un facteur 15 par
rapport aux lames standard en déposant un miroBrdgg adapté sur les lames de vérre.
Ces caractéristiques permettent de suinrsitu et en temps réel la reconnaissance sonde —
cible avec une instrumentation adapgtéeComme la plupart des biopuces, les lames de
Genewave sont fonctionnalisées par silanisatiopheise vapeur pour éviter la polymeérisation
de surface et abaisser les cdiitsCette technique souffre cependant de limitatignesses
pour passiver efficacement la surface et optimiser propriétés physico-chimiques des
couches fonctionnalisées vis-a-vis de l'immobiisat des sondes, des adsorptions non
spécifiques et de la réutilisation des lames. @etelirs sont particulierement critiques dans le
cas des lames amplificatrices.

L’objectif de ce chapitre est le développement d’'nouvelle architecture de biopuces
ultrasensibles & base de silicium amorphe pour eifieur contréle de la chimie de surfade.

Nous nous intéresserons a l'utilisation de couchesces de silicium amorphe
carboné et a I'ajustement des propriétés optiqoes @tudier I'exaltation de la fluorescence
d'un point de vue théorique et expérimental. Nouentrerons aussi l'intérét de tels

biocapteurs pour des études de la réaction d’hgtoial.
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A. Deétection par fluorescence

1. Mécanisme de la fluorescence

La fluorescence est un processus de luminescemcefiant a une molécule de passer
d’'un état électronique excité a un état d’énerdies fpasse, par émission de lumiere. Plus
précisément, la photoluminescence (luminescenceitengbar absorption de la lumiére) est
appelée fluorescence ou phosphorescence suivamitlae de I'état excité et la voie de
désexcitation (figure 30).

Le processus de fluorescence peut étre décrit tir plar diagramme de Jablonski
(figure 30)** Pour une molécule donnée, il existe différentstsétectroniques (état
fondamental et états excités) notés SO, S1 et S sliagramme ci-dessous. Chaque niveau
d’énergie d'une molécule est subdivisé en niveaurxespondant aux différentes excitations
vibrationnelles et rotationnelles. L'état électiquné est dit singulet lorsque le spin total est nul
ou triplet lorsque le spin est égal & 1. Dans és fyrande majorité des cas, les molécules
susceptibles de fluorescer dans le visible possadesysteme d’électrons appariés dans un
état singulet ou seul I'état vibrationnel vO esugé. Lors de I'absorption d’'un photon
suffisamment énergétique (dans la bande d’absorples molécules), les électrons accedent
alors a un niveau d’énergie plus élevé : la moksd trouve dans un état “ excitées
niveaux excités atteints sont par nature instaldedurée de vie de I'état excité est souvent de

I'ordre de quelques nanosecondes.

Deux types de processus photophysiques permetfaninalécule excitée de dissiper
son énergie excédentaire : les processus de désamti non radiative et les processus de
désactivation radiative ou luminescence. Si I'éinisgadiative se produit entre deux états
singulets, le phénoméne est appelé fluorescend&ndssion se produit entre deux états de
multiplicité différente (triplet — singulet), le phomene est appelé phosphorescence et la
durée de vie de |'état excité est généralementlphgue que pour la fluorescente. spectre
d’émission de fluorescence est en général décasedes longueurs d’onde plus grandes que
la longueur d’onde d’excitation (les photons émas fluorescence ayant une énergie plus

faible que celle des photons absorbeés).

60



Etals Singulet

Excitation Excités
(Absorption) i
105 s s. 3 Etats d’Energie
— 23 . Vibrationnelle
Conversion ’ : Conversion
¢
Inforne ot . ' Interne  Fluorescence
Relaxation 3 | ————— Différée
Vibrationnelle S 23 - — =
101- 10715 O - ‘ —_— & s § ]
. iy, Etat Triplet
Fluorescence ; sl
{102 107 Sec)
=
Croisement :
Intersystéme Relaxation
v Non-Radiative
Quenching (Triplet)
Dt - Phosphorescence
Relaxation 3 103 - 102 s
Non-Radiative S¢ ?
R o

Etat Fondamental

Figure 30 : Diagramme de Jablonski.

Il est possible d’exciter une molécule fluorescerdgenue a I'état fondamental
plusieurs fois ; ainsi un fluorophore peut émeties milliers de photons. Ceci explique la trés
bonne sensibilit¢ des puces a ADN fluorescentesaut cependant éviter d’exposer le
fluorophore a une excitation trop longue ou trofemse pour éviter le photoblanchiment,
souvent associé a une réaction de I'oxygéne aveolécule dans I'état excité et qui aboutit a
une diminution de la fluorescence. La fluorescgmmeat aussi étre affectée par des processus
d’extinction lorsque de nouveaux canaux de recoaibam deviennent efficaces, par exemple
au voisinage de métaux ou dans certaines configngbu les fluorophores forment des

dimeéres.
2. Mesure de la fluorescence

Il existe de nombreux fluorophores organiques p#ant de travailler a n'importe
quelle longueur d’onde dans le visible. Parmi lasrbphores organiques, les cyanines sont
couramment utilisées dans le domaine des pucesM ARussi choisirons-nous de travailler
avec les carbocyanines (Cy) Cy34= 550 nm ;kem= 570 nm) et Cy5Xx= 650 NnmMAen=
670 nm) dont les structures sont données figure Ghhaque fluorophore est caractérisé par
son rendement quantiqde (nombre de photons émis/ nhombre de photons albsorbés
carbocyanines 3 et 5 ne présentent pas des rentietrenélevés (Cy3 = 0,04 et Cy5 = 0,28)
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mais ont I'avantage de pouvoir étre intégrées gerfarés controlée lors de la synthese de

séquences d’oligonucléotides marqtfés.

1 3 1 3 5
XX A V. VN
O N/+ 2 N O O N/+ 2 4 N O
-\ / -\
I R R I R/
Cy3

Figure 31: Structure des carbocyanines 3 et 5.

Pour les mesures de fluorescence, nous utilisams types de systeme :

- Un scanner commercial Axon instrumentation Persd@@DA (figure 32a). Dans
ce cas, les fluorophores sont excités par un Esetongueur d'onde d’absorption
(532 nm pour Cy3 et 635 nm pour Cy5) et I'émissest filtrée par un filtre
d’excitation. La fluorescence est détectée en géwmneéonfocale par un
photomultiplicateur (PMT), auquel est appliquée taresion de 350 ou 450 V qui
permet d’ajuster le gain pour la mesure de l'inténdu signal.

- Un imageur Hyblive, commercialisé par Genewaveu(ig32b). Cette machine
permet de mesurer des images de fluorescence ats ami la réaction
d’hybridation®’ Dans ce cas, les fluorophores sont excités par dieges
électroluminescentes et la fluorescence est cékepair un capteur CCD (Charge

Coupled Device).

a

Figure 32 : (a) scanner confocal Axon instrumentionPersonal 4100 A ; (b) machine
Hyblive permettant des mesures de fluorescence iitisen temps réel.
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3. Limite d’utilisation du silicium cristallin

Une premiere idée pour s’affranchir des limitegdi@ux procédés d’'immobilisation
des sondes a la surface est de travailler sur ratitis silicium cristallin, pour lequel des
procédés robustes et bien contrblés de greffageaiiécules organiques ont été mis au point.
Toutefois, le calcul de I'intensité du champ d’déation et d’émission pour un fluorophore
placé a une distance d (~5 nm) d’un substrat dgwsi cristallin (figure 33) révele certaines
limites. Dans le cadre de cette étude nous chosidioptimiser les architectures pour la
cyanine 5 : nous ferons donc les calculs avecolegueurs d’onde dans le rouge, en utilisant
les longueurs d’onde d’excitation (635 nm) et d'€sion (670 nm) de la cyanine 5. Le
rendement de fluorescence d’'une molécule accroghéee surface dépend de facon critique
des indices de réfraction des différents substraistensité du champ d’excitation est
gouvernée par le champ électrique local E du faisaBexcitation, qui differe généralement
de celui dans l'air en I'absence d’interface En considérant la superposition de I'onde
incidente et de I'onde réfléchie, il est possibdedéterminer I'intensité du champ d’excitation
en incidence quasi-normale (équation 1). Nous poesiven déduire que pour le silicium
(n=3,4 ; kd <<1) E~ 0,2 B alors que pour le verre nous avors-B,64 &

Si ou Verre
4, excitation (n* +1) - (n” —1) cos2kd
E2 :2E02 (n+1)2 (1)
/ /
Cy5

Figure 33: Représentation schématique pour le calt de lintensité du champ
d’excitation pour un fluorophore placé a une distace (d) d’'un substrat de verre ou de

silicium.

Ces résultats sont valables autant pour I'excitatioe pour I'émission. Ainsi en
définissant la fluorescence F comme le produitideehsité du signal émis par I'intensité du
signal excité, nous avons F ~ 0,04 pour le silicenstallin et F ~ 0,4 pour le verre. Il 'y a
donc un facteur de perte d’'un ordre de grandewtiésant un substrat de silicium a cause de
son indice de réfraction élevé. Ceci peut difficient étre compensé méme si la chimie de
surface est plus robuste. Toutefois, pour pouvémngtficier d’'une chimie de surface contrélée,
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nous pouvons utiliser une couche mince de silicamorphe hydrogéné ou un alliage
silicium-carbone amorph&:*® Ceci permettra d’optimiser I'optique assurant dieade
incidente et I'onde réfléchie sont en phase auanivde la molécule fluorescente (figure
34)17,18

Verre a-Si,_C.H

Cy5

A

<>

Figure 34 : Représentation schématique d’'une lameedverre recouverte d’une couche

mince de silicium amorphe carboné.

Nous développerons cette approche dans la suiteedehapitre en nous intéressant aux

propriétés des couches minces de silicium amorptiesealliages silicium-carbone amorphes.
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B. Propriétés des couches minces de silicium

amorphe carboné

1. Silicium amorphe hydrogéné

Depuis la fin des années 60, le silicium amorphepanu un réel essofr!*? Les
premiéres couches de silicium amorphe hydrogénéétitfabriquées par le groupe de
Chittik.>* De nombreuses études ont permis de développdisktion de ce matériau pour
diverses applications dans le domaine de la miectd&nique, telles que les cellules
photovoltaiques ou les transistors TFT (Thin Filmansistors) pour le contrdle des écrans

plats?*?*ou depuis peu dans le domaine des biocapt&éts?

Comme décrit au chapitre 1, le silicium crista#ist parfaitement ordonné. La distance
interatomique est de 0,235 nm et I'angle tétraédride 109°C. Méme si le silicium amorphe
ne présente pas une structure ordonnée a grandéeéaelle-ci est tout de méme plus ou
moins préservée a I'échelle atomique. La distantaratomique est de 0,235 nm + 2% et les
angles de 109° + 10% (figure 38).Il existe dans ce matériau un grand nombre daudsf
liés aux distorsions du réseau amorphe et auxtigipendantes dans le matériau. Les défauts
impliquent I'apparition d’états électroniques atérieur de la bande interdite. Ainsi la figure
36 représente schématiquement la densité d’étatdr@hique du silicium amorphe (trait
plein) et celle du cristallin (tiretés) ou I'on gedistinguer les queues de bandes liées aux
déformations de liaisons et les niveaux prochesmiieu de gap, associés aux liaisons

pendantes dans le cas du silicium amorphe (dedfigitgts profondsj?

Dans le matériau amorphe les défauts profonds fatriahes centres de recombinaison
pour les photoporteurs. Une grande partie desohgigpendantes est saturée avec un atome
d’hydrogéne. En effet, lI'introduction de I'hydrogemans la structure amorphe permet de
diminuer considérablement le nombre de liaisongslaetes au profit de liaisons Si-H et donc
de diminuer la densité d'états proforfdNos couches minces de a-Si:H sont déposées par
décomposition chimique en phase vapeur assistéplgmma (PECVD) et contiennent ~10%
d’atomes d’hydrogén®? Ceci permet de saturer plus de 99,9% des liaipendantes. La
faible densité d'états localisés pour le siliciumnacaphe hydrogéné (~10cmi®) a ainsi

permis son utilisation en électronique et pourdawversion photovoltaique de I'énergfe.
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Figure 35:

silicium amorphe.
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Représentation schématique de la strture du silicium cristallin et du

Seuil de
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Figure 36 : Distribution de la densité d’états dansa

la structure amorphe (trait plein).

Le silicium amorphe est un matériau souv
considéré lui aussi comme semi-conducteur, mas

distinctement pour différentes raisons : les pgtps o

Eande conduction
de
valence :
\
\
AN
B, O /" E e s
Y Queues de bande 2 Energie

structure cristalline (tiretés) et dans

ent comparésilicium cristallin. 1l est
différencie du silicium cristallin assez

ptiques sont différentes, le gap optique

du silicium amorphe est plus élevé (1,7 eV) et moirttement marqué en termes de seuil

d’absorption que celui du silicium cristallin (18V). C’est aussi un matériau plus absorbant

(silicium amorphz L, 1 7M™ et osiicium= 0,38 pnT & 635 nm). Il peut étre déposé sur de grandes

surfaces (verre, métal, silicium, inox...). Le proéétk fabrication (PECVD) est assez simple
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et présente I'avantage de se faire & basse terap#iiat 300°CY? Le silicium amorphe est
donc particulierement intéressant pour I'élaboratie biocapteurs a fluorescence.

2. Modélisation de la fluorescence

a) Le silicium amorphe

Afin de déposer I'épaisseur pour laquelle la flsoence sera la plus élevée, Il
convient de calculer le facte&i(d), qui affecte l'intensité de la fluorescence encton de
I'épaisseurd de a-Si:H.F(d), calculé & partir des équations d'optique classigest le
produit de deux fonctions périodiquésdd) (facteur a I'excitation) ef.(d) (facteur a
I'émission (collection)) avec des périodes légemmdifférentes, ce qui contribue a
I'amortissement dé&(d).

Le comportement oscillatoire (figure 37) est detdodvidence un effet di a

l'interférence entre le rayon réfléchi directemanta surface et un rayon ayant traversé la

couche a-Si:H et qui a été réfléchi a l'interfaeerg / couche mince de a-Si :H.

Facteur de l'augmentation de fluorescence

0’01....I....I....I....I....I....
0 50 100 150 200 250 300

Epaisseur de a-Si:H (nm)

Figure 37 : Calcul théorique des facteurs affectant’intensité du champ excitateur
fexdd), du champ émisfey(d) et de la fluorescencd-(d) en fonction de I'épaisseur de la

couche de a-Si:H.
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Dans le cas simple d’interférences entre 2 rayamsirleux cohérents de méme

intensité ¢ et déphasés dep 'intensité résultante est égale a :

lo (1+cos (o)) (2)

Les interférences constructives se produisent qlemtifférence du chemin optique
entre ces deux rayons est un multiple entier dienigueur d’'onde. Cependant, cette condition
précise ne peut pas étre remplie simultanément lfExaitation (longueur d’'onde 635 nm) et

pour I'émission (longueur d’'onde 670 nm). Il comtidonc de faire un calcul plus détaillé.

Naivement I'expression de l'intensité récupéréel@aapteur est de la forme :
I=Kx|E|? (3)
avec E l'amplitude du champ électrique excitateurnaveau des fluorophores. En effet,

I'amplitude du champ électriquE gmis Féémis par les fluorophores est proportionnelbelée
du champ électrique excitateur au niveau des fluwoees et I'intensité | est proportionnelle a
E. |2 Or E est affecté par les caractéristiques dugeyst le champ électrique auquel les

émis|

fluorophores sont en réalité soumis estsE= Basex (1+1g) avec g le coefficient de réflexion
en amplitude du systéme en incidence normale oumrigueur d’onde du laser. C’est un
nombre complexe compris a l'intérieur du disquet@inne deuxieme contribution vient du
fait que lintensité récupérée est également affech la réémission. En supposant le

rendement non radiatif inchangé, on a alors

4J§°|1+r'E(i)| sin()di
K=K >—— 4

Tsin@)di

ou r'e (i) est le coefficient de réflexion en amplitudeupde champ électrique du
systeme optique considéré pour la longueur d’orgleégmission a I'angle d’incidence .
L'intégration vient du fait que I'on moyenne lesntdbutions sur le cdne de demi-ouverture
45°, qui représente toutes les directions que pegyvendre les rayons lumineux qui vont étre

collectés par le capteur. Au total on peut dona&cin gain

. T|1+r'E @) sin@)di
F= :— = ‘l+ rE‘z 0 - 5)
[sin@)di
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C’est cette grandeur, comprise entre 0 et 16, gus allons tenter de maximiser. Les
calculs de g et r'e ne sont pas détaillés dans ce chapitre, ils sagéd sur les formules
classiques de Fresnel fournies par exemple pawréme de Born et Woff Grace a un
programme écrit en fortran, nous pouvons calcuderfonctionsfedd) et fer{d) pour une
excitation en incidence normale et une émissiorp@sge non polarisée. Pour ce faire, le

coefficient iz a été calculé en polarisation p et s, puis moyenné

De plus, puisque I'émission est collectée sur ugleade demi-ouverture de 45° et la
différence du chemin optique dépend de I'angleaikience, la période d’oscillation pour le
facteur d’émissionfe(d) est en réalité distribuée, ce qui amene une itonion

supplémentaire & I'amortissement. L'absorption dwatémau {ess = 1,17 pm';

as70= 0,5 HN) contribue aussi & cet amortissement.

Dans le cas idéal ou les fluorophores sont lidass I'air, F est égal a 1 par
définition. Or, dans une architecture classiqudesufluorophores sont déposés sur du verre,
le facteurF est de 0,45 (= F(O nm)). La courbe calculée pnédipremier maximum a 77 nm
(coucheA/2n) avec une légere diminution de la fluoresceR€€7 nm) = 0,36. Nous

définirons un facteur d’amplification G:

_ Fy(max) _ F, (max)
~ F() 045

(5)
Dans le cas de a-Si :H, la figure 37 montre que :

= Fa(max) _
045

G 0.8

La fluorescence calculée est donc plus faible glie calculée sur verre. On voit

toutefois que I'on a amélioré sensiblement la sibmgpar rapport au silicium cristallin.

b) Utilisation d’un réflecteur

Afin d’augmenter davantage la fluorescence, il ¢entv d’incorporer un réflecteur
entre la couche de silicium amorphe et le verremente montre la figure 38. En présence
d’un réflecteur, la courbe calculée comme précédeminffigure 38c. bleu) montre que le
facteurF est égal a 4,2 pour une épaisseur optimale de 2&émaisseur de la "couchié4n”

n'est pas exactement la moitié de celle de la "eei2n", parce que le changement de phase
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associé a la réflection sur le métal differe devaleur idéale det). L’introduction d’'une
couche d’aluminium (n= 1-7i) nous permet d’obtemir signal avec un gain G égal a 9,3.
L'augmentation possible du rendement quantique due couplage optiqgue entre les

fluorophores et le réflecteur est négligée.

y

10 T

01 f

Facteur de I'augmentation de fluorescence

P 0 T S U USRI PRI P
0 50 100 150 200 250 300

Epaisseur de a-Si:H (nm)

Figure 38 : (a) et (b) Représentation schématiqueed différentes structures ; (c) calcul

théorique pour une couche avec (bleu) et sans alunnim (noir).
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c) Utilisation de couches minces de silicium amorphe

carboné

(1)Caractérisation des couches

Afin d’optimiser la fluorescence, il est intéressale pouvoir ajuster les propriétés
optiques en diminuant I'indice optique de la coudkesilicium amorphe. En effet, I'indice de
réfraction du silicium(gss= 4,2) est trop élevé par rapport a celui de lache d’aluminium
qui n'est pas un miroir parfait. Ainsi avons-noué éamenés a étudier les alliages silicium-
carbone amorphes (a:SCx :H). Ces alliages présentent 'avantage de powdtog déposes
par PECVD en utilisant comme gaz précurseur un mgélale méthane et de silfié>>!Le
tableau 2 présente les parties réelle n’ et imagind’ pour différents alliages a-SiCy :H.
Ces valeurs ont été déterminées par spectroscopianamission suivant une procédure
décrite par Solomoif. Les mesures ont été faites & I'aide d’un specth@r®himazu UV-
visible entre 500 et 1100 nm, domaine spectral peguel des interférences sont observées.
Plus le taux de carbone est important, plus I'iadle réfraction n’ diminue. En effet, 'atome
de carbone étant plus petit que I'atome de siligilamliaison Si-C est plus courte que la
liaison Si-Si. Ceci entraine une augmentation désractions entre les atomes, donc une
augmentation de I'énergie du gap optiqyeyt conduit a une diminution de l'indice optique.
La teneur en carbone dans nos couches est limiB&&m@pour rester dans le régime « basse

puissance » permettant d’éviter un bombardemeitties®>°
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Taux de carbone N'635 n"” 635 N's70 n” 670

(%)

0 4,2 0,0681 4,09 0,025
2 3,92 0,0382 3,82 0,0131
5 3,61 0,0173 3,53 0,0056
13 3,24 0,00472 3,19 0,0015
15 2,91 0,014 2,87 0,0004
20 2,63 0,0005 2,60 0,0003
25 2,37 0,0004 2,35 0,0002
33.3 1,97 0,0005 1,93 0,0003
37 1,81 0,0011 1,92 0,001

Tableau 2 : Indice de réfraction des alliages a-SiCx :H a 635 et 670 nm.

Ces alliages déposés par PECVD ont été trés brantéaisés par Solomon et coll. il y
a plus de 20 ans. La RMN du proton a par exemplagutrer que I'incorporation du carbone
se fait sous forme de groupements méthyle s@Hr un taux de carbone < a 20% comme le
montre la figure 3§%2°

1 ¥ [ 1] ] T P
SLOPE P ]
5 3 _~- o]
=Y | z’ *
:_'6 i le} ]
05} o~ _
! / v 1
8 O,O .
_/
L ] i | 4
00 01 0.2 0.3
[C]
[C]+[si]

Figure 39 : Concentration atomique d’hydrogéne danges couches minces a-SiCy :H.?°
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(2)Simulation de la fluorescence

Dans un premier temps, nous avons cherché a optifasfluorescence en faisant
varier le taux de carbone. En considérant une teathire avec un réflecteur et une couche de
silicium amorphe carboné avec un taux x variabl® de37%, nous avons pu calculer comme
précédemment le gain de la fluorescence. La figiremontre les résultats obtenus pour
différents taux de carbone (0, 15, 20, 37%). Ore mpte la fluorescence augmente avec le
taux de carbone X, jusgu’a un maximum atteint pourtaux de 37% (qui est en outre le
maximum envisageable par la techniqgue PECVD). Qa de plus que I'épaisseur a déposer

varie selon le taux de carbone.

L7 1 T

37%

20%

I 15%

L 0%

Facteur de l'augmentation de fluorescence

0 L1 L | L L 1
0 50 100 150 200 250 300

Epaisseur de a-Si:H (nm)

Figure 40 : Simulation du facteur d’augmentation dela fluorescence pour différentes
couches de silicium amorphe carboné a-SiCx:H déposées sur aluminium : 0% (noir) ;
15%(bleu) ; 20% (vert) ; 37% (rouge).
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Le tableau 3 résume les résultats obtenus en padddes facteurs F pour les différentes

architectures.

Taux de carbone G
0 9,5

2 111

5 13,1

13 15,5

15 17,2
20 19

25 20,6

33,3 22,9

37 23,2

Tableau 3 : Gain G calculé pour différente couches a-$kCy :H.

(3) Utilisation de différents métaux

Il est encore possible d’améliorer ces valeurs aa gn utilisant d’autres réflecteurs
métalliques, tels que I'or ou I'argent. Le tableaprésente les gains en fluorescence pour une
couche de a-$k4Co 37 :H déposée sur différents métaux. Les résultatsnols montrent que la
fluorescence peut-étre de 23 a 27 fois plus élsuéant le métal utilisé. Nous privilégierons

cependant l'utilisation de I'aluminium, moins coise et plus facile.

Métal Aluminium Argent Or
Indice du métal 1-7i 0.135-4.021i 0.181-3.02i
F (max) 10.3 12.3 10.8
Gain /verre 23 27 24
Epaisseur déposée (nn) 74 63 57

Tableau 4 : Gain G calculé pour une couche de aw3ECo37:H déposée sur différents

métaux.
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C. Modes opératoires : Dépot et

fonctionnalisation de a-S1.,C,:H

1. Evaporation du réflecteur

Les métaux sont déposés par évaporation sous widges lames de verre. Elles sont
préalablement nettoyées, successivement avec digdat dilué dans de I'eau osmosée (15
MQ cm), de I'éthanol, du piranha (1vol Bk, 3vol. hSOy) et abondamment rincées a 'eau
ultrapure. Elles sont ensuite séchées sous azofm, Ees lames sont introduites dans une
chambre sous vide p= 2 10rorr et de I'aluminium est placé sur un filamest tingsténe
(figure 41). On applique un courant qui permet &goration de I'aluminium par chauffage
(effet Joule). L’aluminium se dépose de facon hoamegsur les lames de verre.

Figure 41 : (a) Enceinte de I'évaporateur d’aluminum ; (b) Filament de tungsténe ; (c)

Lames métallisées.
2. Dépot par PECVD

Nous déposerons nos couches minces de a-Si:H pamgésition chimique en phase
vapeur assistée par plasma (PECVD) en « régimes pagssance » (RF= 13,56 MHz) avec
une densité de puissance de 0,1 WPdfigure 42). Les dépots sont effectués a 250°G sou
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une pression de 35 mTorr et avec un flux des gazlda. La proportion des gaz a introduire
est calculée d’aprés le modéle empirique propos&plmmon et coll., ainsi pour une couche
aShsCo.5:H, 73% (1,45 L/h soit 24 sccm) de méthane et 2ZIB46silane (0,55 L/h soit 9
sccm) sont nécessaires ; alors que pour d’autneshes il faut 81%(1,62 L/h soit 27 sccm)
de méthane et 19% de silane (0,38 L/h soit 6,Bpour aSjgCo» :H et 97%(1,94 L/h soit
32 sccm) de méthane et 3% de silane (0,06 L/hlssitm) pour une couche @&Cos7:H, >

ce qui nous permet par exemple d’obtenir en 1 heleg couches de 1,2 um de a-Si:H ou de
1 pum pour des couches de @Bb 2 :H. Les substrats (lames de verre, lames métadisé
prismes de silicium ATR) sont introduits et plagéd’anode. Les lames métallisées sont
introduites telles quelles dans le réacteur, leseka de verre sont nettoyées comme pour

I’évaporation de métaux.
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Figure 42 : Représentation schématique du réactewat du processus lors du plasma.
3. Fonctionnalisation des couches minces

La surface a-3kCy:H est hydrogénée par exposition a des vapeursFdpdaddant 15
secondes, puis greffée avec des chaines 10-cambopgdpar hydrosilylation photochimique

dans I'acide undécylénique (312 nm, 6 mWZm h), et finalement rincée a I'acide acétique
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(75°C, 30 mn). Les groupes carboxyles sont ensuiigés dans un mélange de EDC et NHS
(5 mM/5 mM) & 15°C pendant 1h38Pour I'étude par spectroscopie infrarouge, lefases

sont amidées par de I'éthanolamine & % MOpendant 15 minuted?
4. Protocole d'immobilisation des sondes

Pour I'étude par fluorescence de I'immobilisatiarde I'hybridation de brins d’ADN,
deux sondes d’oligonucléotides sont utilisées : soede 25-mer [5’ Cy5-AGG-CGT-CGA-
TTT-TAA-GAT-GGG-CGT-T-NH-(CH,)s 3] nommée Cy50N-G (G= groupement
aminohexyle) et une sonde non marquée 50-mer [5'A@B-ATG-AAG-ATC-AAG-ATC-
ATT-GCT-CCT-CCT-GAG-CGC-AAG-TAC-TCC-GT-(ChJe-NH2 37 nommeée ONL1. Les
deux sondes, diluées a°M dans 150 mM d’un tampon phosphate contenant 0,04 DS
(sodium dodécyl sulfate) a pH 8,5, sont déposéesqgrdact sur la surface activée en utilisant
un robot de dépbt (spotter) Biorobotics MicroGrid (figure 43). Une lame de verre
commerciale fonctionnalisée par des groupements @gt succinimidyle sert de référence.
Aprés dépot, les sites activés non amidés sonubbavec de I'éthanolamine (54M), les
lames sont rincées dans 0,1% SDS (pH 6,5), puis danl'eau ultrapure (Millipore) et

séchées sous un flux d’azote.

Figure 43 : robot de dépo6t Biorobotics MicroGrid 1.
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D. Transfert de la chimie et mesure de la

fluorescence

1. Caractérisation par spectroscopie infrarouge

Nous Vvérifions, par spectroscopie infrarouge en enAdR, la qualité des surfaces
acides obtenues par hydrosilylation pour une coweha-Si:H (figure 44, courbe rouge). En
intégrant le pic correspondant & la vibration Ce®peut déterminer la quantité N~ 24@e
molécules par cAif>>° La surface acide est ensuite activée par EDC/NtdBrbe verte) et
amidée par I'éthanolamine (courbe bleue). Aux thegp 3 et 4, nous montrerons la
caractérisation par infrarouge des alliages ;a€si> :H et a-Sj £ o 37:H, utilisés pour la
mise en ceuvre de capteurs a résonance de plasmsogake.
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Figure 44 : Spectres infrarouges d’'une surface a-$ acide (rouge); activée (vert);

amidée (bleu). Le spectre de référence est une sack a-Si:H hydrogénée par HF.
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2. Mesure de la fluorescence

La figure 45 montre lintensité de la fluorescenoeesurée apres dépdt des sondes

fluorescentes Cy39N -G pour différentes architectures (différentsxtale carbone et

différentes épaisseurs).

510" - a-Sig 55Co15:H / Al

410* |- _

a-Sij 6sCo37-H/ Al

Fluorescence Intensity (arb.units)

310*
210*
110* |
N2n N4n
O . .
Verre a-Si 0.63C0.37'H a-SIO.ssco.ls'H
/ Verre 1Al [ Al

Figure 45 : Diagramme de l'intensité de la fluoresence et formes des spots obtenues sur
différentes structures de biocapteurs. Les valeurdes histogrammes correspondent aux
valeurs médianes corrigées par les (faibles) valeurde fluorescence du fond continu,

mesurées au voisinage des spots.

On constate que les résultats ne se correlent pasut aux prévisions théoriques
(tableau 3). En effet, la fluorescence mesurédesurouches de ag3Co 37 :H sur aluminium
est Iégerement plus intense que celle mesuréeypaulame de verre. Comme attendu la lame
(M2n) a-SpeLo37:H / verre se comporte comme une lame de verre.fdgen plus
surprenante, la lameJ/@n) avec une couche de a-&Co1sH / Al présente de meilleures
caractéristiques que la lam&4n) avec une couche de a-&Cos7H / Al. La couche de
silicium amorphe carboné a une influence sur lationh des sondes a la surface de silicium. Il
y a un fait expérimental frappant lorsque I'on meigala figure 45 : 'inhomogénéité des spots.
Celle-ci montre que sur le silicium amorphe carb@n&7%, la chimie n’est pas aussi

contrdlée que sur le silicium amorphe-carboné a.l158% couches contenant plus de carbone
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comptent moins de sites sur lesquels on peut gretfée rendement d’immobilisation y est
plus faible (par exemple étape d’activation comnme @ montrera au chapitre 3). On
comprend donc que la fluorescence sur une coucB&%en’est pas optimale dans la mesure
ou la chimie de surface n’est pas parfaitement lygme. Cependant nous montrerons au

chapitre 3 l'intérét de cette couche pour d’autnehitectures de biopuces.

Le facteur d’amplification G est égal a 46 pour lerme §/4n) a-SpsCo.15H/AI I
est bien supérieur a celui calculé théoriquemeati feut se comprendre dans la mesure ou
la chimie de surface utilisée est différente déecdé la lame commerciale. Nous avons donc
cherché a dissocier I'optimisation due a l'opticqtea la chimie de surface. Pour cela, nous
avons choisi de travailler avec une couche deiwificamorphe carboné a 15%, qui nous

permet d’avoir des spots homogénes (figure 45)agic dd’étudier la fluorescence aprés

immobilisation des sondes CyBN -G et hybridation des oligonucléotides ON1 avaad

brins complémentaires. Nous optimiserons ensuitaue de carbone.

80



E. Mise au point de I'architecture

1. Separation de I'effet de la chimie de surface et de

I'amplification optique

a) Protocole d’hybridation

La surface sur laquelle ont été immobilisées leglee ON1 (cf C. 4) est exposée a
une solution de concentration 5°LM contenant I'oligonucléotide complémentaire de la
sonde ON1 et marqué Cy5 (5 AC-GGA-GTA-CTT-GCG-CAGG-AGG-AGC-AAT-
GAT-CTT-GAT-CTT-CAT-TGT-GCT-Cy5 3’) dans une chamgbd’hybridation Tecan HS
4100. L’hybridation se fait sous agitation pendarteure a 42°C dans un tampon contenant
2,5X SSC (tampon salin de citrate de sodium, pHdé)solution de Denhardt 1X (agent
bloquant), 0,5% SDS et 25% de formamide. Des riegggpst-hybridation de 2 minutes sont
ensuite réalisés, en utilisant 3 tampons : 0,5 X $9,5% SDS ; 0,2 X SSC + 0,5% SDS et
2,5 X SSC.

Les mesuresex situsont réalisées a chaque étape du protocole d'inisatidn des
sondes (spotting, lavage) et apres hybridation déexanner a fluorescence (PMT 450 V)
(figure 32a). Plusieurs cycles d’hybridation/dégigdtion sont réalisém situ, grace a la
station d’hybridation en temps réel Hyblive (figu82 b)>’ La déshybridation est réalisée
situa 50°C dans la méme chamidians un mélange formamide (50%), 2,5X SSC. Uneémag

de fluorescence (temps d’intégration 1 secondég arése toutes les 30 secondes.
b) Choix des architectures

La Figure 46 a-b montre les deux structures uéisgour séparer |'effet de la chimie
de surface de celui de I'amplification optique. E&ggure 46a représente une structure
comprenant une couche ar&Co 15H déposée sur une couche d’aluminium. La Figute 46
représente une couche a#$Co 15H déposée directement sur du verre. La Figurerd@atre
le facteur théoriqué(d) qui affecte I'intensité de la fluorescence (cousrlem trait plein et
pointillés) en fonction de I'épaisseut de a-SjssCo15H. Le calcul est réalisé pour le
marqueur Cy5 (excitation a 635 nm, émission a 67D n
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Figure 46 : Vue schématique de l'architecture d’'unepuce a ADN comprenant une
couche a-§gCo 15:H déposée (a) sur un réflecteur en aluminium (bYlirectement sur
verre (c) facteur F affectant I'intensité de la fllorescence (ligne pleine, échelle de gauche)
comparée a la mesure de lintensité de fluorescenddiamants, échelle de droite) en
fonction de I'épaisseur de la couche a-§&dsCo15:H [schéma (a)]. La courbe en tiretés
représente le facteur F calculé pour une couche @S ssCo 15:H déposée directement
sur du verre [schéma (b)]. La droite horizontale erpointillés est la valeur de F calculée

pour une couche de a-$isCo 15 :H trés épaisse’’

En I'absence de réflecteur, la courbe calculée. (BRg, tiretés) prédit un premier
maximum a 112 nm sans augmentation de la fluorescé&m effet, un dépét direct @d&n de
la couche de a-8Co 15H sur du verre est optiquement équivalent au vema » et la seule

différence avec les lames ordinaires est la difféeede la chimie de greffage.
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En présence d'un réflecteur, la courbe calculégufé 46c, trait continu) montre que
le facteurF est égal a 7 pour une épaisseur optimale de 44 Ainsi, on obtient une
amélioration du gain G d’un facteur d'environ 17 @gpport a une lame standard. Pour des
épaisseurs tres élevées, le factéwalculé diminue a 0,12 a cause de l'indice deaotion
élevé du a-9issCo15H massif. Afin de tester ces prédictions théorgjuene couche est
déposée en utilisant un cache mobile pendant Bétdg PECVD pour varier de maniére
continue I'épaisseur de la coucldesur le méme substrat. L'intensité de la fluoreseenc
mesurée sur les spots est montrée sur la Figurddi®mants). Afin de pouvoir comparer
calcul et expérience, les deux échelles ont étgtégs par translation. Il y a donc une bonne
adéquation entre la théorie et I'expérience. Dangus sulit, la structure optimisée consiste en

une couche de a§iCo15H de 44 nm d'épaisseur déposée sur un réflectalumdinium >’
c) Mesure de l'effet de la chimie et de I'optique

La Figure 47 compare l'intensité de fluorescencesuree sur les deux structures
définies précédemment (une lame de verre portamtconche de a-&sCo15H de 112 nm
d’épaisseur (« couch&/2n ») (figure 47 b,e) et une couche de @$lp;5sH de 44 nm
d’épaisseur sur un réflecteur (figure 47 c,f) agetltes mesurées sur une lame commerciale
(a,d), aprés I'immobilisation de la sonde C@N -G (figure 47 a,b,c) et I'hybridation de la
sonde ON1 avec son complémentaire Cy5 (figure ¢,f)dAfin de pouvoir les comparer, les
mémes conditions (celles recommandées par le &aeur des lames commerciales) ont été

utilisées sur nos lames et sur les lames commescitd verre.

L’augmentation de lintensité de la fluorescence (bde a (c) peut étre attribuée a
I'optique optimisée (effet « physique »). Puisquwoucheé/2n est optiguement équivalente
au verre « nu », 'augmentation de la sensibilega) a (b) de la figure 47 peut étre attribuée
a l'amélioration de la chimie de surface (effethintique »). La figure 47 montre que
I'amélioration totale est de I'ordre d’'un facteud,4&vec un facteur 13 attribué a I'optique et

un facteur 3 attribué a la chimie de surface. Blusi points sont a noter :

- les lames basées sur la chimie Si-C (figure 47)lmemanifestent essentiellement
aucune perte du signal fluorescent aprés lavagejuceest une preuve de la

stabilité de I'immobilisation covalente des sondes;

- les spots (b) et (c) sont bien circulaires etadpctibles;
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- Malgré la forte augmentation du signal, le niveaufahd continu dans (c) reste
bas, ce qui indique une faible fluorescence destsatb. La figure 47 (d-f) montre
le résultat d'une comparaison similaire au niveaul'tlybridation (oligomeres
sondes non marqués hybridés avec les cibles marcqué€y5). Tandis que la
lame commerciale (d) montre une fluorescence s fju’en (a), aprés spotting,
les résultats de (e) et (f) sont essentiellemenivétgnts & ceux obtenus au niveau
du spotting. Une fois de plus, le fond continu deldme (f) est tres faible,

indiquant une tres faible adsorption non spécifideg cibles.

Le vieillissement des lames a été testé en lesecoast dans une solution de 1X SSC (pH~7)

pendant un mois. Aucune dégradation mesurable ligol@scence n'a été observée.
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Figure 47 : Diagrammes de l'intensité de fluorescere et formes des spots obtenus sur les
lames commerciales (a, d), sur a-§&sCo 15 (112 nm) / verre (b, e) et sur a-9sCo 15 (44
nm) /Al/verre (c, f), aprés spotting (a, b, c) etrés hybridation (d, e, f). Les spots Cy5-
ON-G sont montrés en haut, et les spots aprés hybetion des brins ON1-50 mer non
marqués avec les brins complémentaires marqués aviecCy5 sont montrés en bas. Les
valeurs des histogrammes correspondent aux valeunsédianes corrigées par les (faibles)

valeurs de fluorescence du fond continu, mesurées aoisinage des spot¥’
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d) Hybridation in situ et réutilisabilité

L'intensité de la fluorescence sur une lame op@iffigure 46a) permet de suivre
I'hybridation de ONL1 in situ en milieu liquide. Ligure 48 montre un cycle typique
d’hybridation-déshybridation. Différents cycles @té réalisés sur une période de 3 semaines
pour explorer la réutilisabilité et la stabilité des biocapteurs. Les lames ont été stockées
dans une solution de 1X SSC entre les différentdesy Ce type de support permet donc
d’enregistrer plusieurs cycles successifs d’hylidtiadéshybridation sans perdre de
sensibilité. Ceci montre que nos biocapteurs séutilisables et confirme la robustesse de la

chimie d’accrochage des sondes.
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Figure 48 : (a) Intensité de la fluorescence apre®0 minutes d’hybridation, en fonction
du nombre de cycles d’hybridation/ déshybridation,normalisée au premier cycle. (b)
détail d’'un cycle d’hybridation/ déshybridation :(A) Introduction de la solution
contenant les cibles complémentaires marquées av@€y5, (B) cycles de lavage post-
hybridation, (C) introduction de la solution de désybridation ; (D) rincage apres la

déshybridation.
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2. Choix du taux de carbone

Nous pouvons aussi ajuster le taux de carbone gogmenter la fluorescence, en
vérifiant pour quel taux de carbone, le plus élpwésible, la chimie reste contr6lée. Comme
Solomon I'a montré, c’est a partir de 20% de caebgne la couche carbonée n’est plus
homogene. Il parait donc raisonnable de ne passdépaette valeur. En effet la figure 49
montre que pour une couche a8, :H les spots sont d'une tres bonne homogénéée, d
plus comme attendu théoriquement la fluorescena&ulée pour une lame\/égn) sur
I'aluminium, est plus intense que pour une couckelf%. Nous privilégierons donc ces

couches pour la suite de notre étude.

5000

a-Si C H a-Si

0.85 0.15

C
0.80 0.20

/ Al /Al

Figure 49 : Diagramme de l'intensité de la fluoresence pour différentes structures de
biocapteurs et homogénéité des spots obtenus sureunouche a-SigCo.:H. Les valeurs
des histogrammes correspondent aux valeurs médianesrrigées par les (faibles) valeurs

de fluorescence du fond continu mesurées au voisggdes spots avec un PMT= 400 V.
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3. Utilisation d’'un miroir de Bragg

a) Choix du substrat

Le probléme de I'optimisation de la fluorescencaipune puce a ADN conduit a
chercher le substrat le plus réfléchissant possiobe longueurs d’ondes d’absorption et
d’émission des fluorophores utilisés. Jusqu’ici,usmoavons présenté des architectures
comprenant une couche réfléchissante métallique,ntpst pas la solution optimale du
probleme :

- La couche métallique, particulierement I'aluminiwu l'argent, peut facilement

s’oxyder. Il faut donc déposer la couche de sificiamorphe directement apres le

dépdt de la couche métallique.

- D’un point de vue théorique, les meilleurs rendetsnele réflexion a une longueur
d’onde donnée ne sont pas obtenus par des mirdgitallmues, mais par des

miroirs diélectriques dits « miroirs de Bragd’».

Un miroir de Bragg, congu pour une longueur d’'oiggyg donnée, consiste en une
alternance de couches d’indices élevés et failllépaisseurs choisies telles que le déphasage
induit par le passage dans une couche sous umenoa normale vaille/2 (figure 50). Ainsi

I'épaisseure d’une coucheéd’indice n; est choisie d’apres I'équation (6) telle que :

e = ABragg (6)

' 4n

217

eIXnIxA

Ny

Bragg
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Figure 50 : Architecture d'une lame amplificatrice (couche de SiQ@ sur un miroir de
Bragg).

Lors de la réflexion entre une couche d’indice llaigt une couche d’indice éleve, le
rayon lumineux subit un déphasagerd€omme lors de son trajet aller-retour dans leimir
le rayon subit, pour chaque couche, un déphasage (@& aller ;n/2 retour), il suffit de
commencer le miroir par une couche d’indice fortippque tous les rayons qui ressortent du
miroir en phase soient réfléchis. Pour un nombréissmt de couches, le coefficient de

réflexion est tres proche de 1.

Dans le domaine des biocapteurs plusieurs équipEs,(Genewave) ont cherché a
optimiser la fluorescence en utilisant des mirales Bragg, essentiellement basés sur une
alternance de couches SO, (Nsio2= 1,48 / Rigy = 2,4)>38%

Dans le cadre de cette these, nous avons trawillétroite collaboration avec la
société Genewave. Nous avons donc décidé d'utiliser miroir de Bragg (lame
« Amplislide ») qui correspond & une lame de veste laquelle 8 couches alternées
SiO,/TiO; ont été déposees. La longueur d’onde choisiggggt= 612 nm, ce qui correspond
a une valeur moyenne des longueurs d’ondes d’atisorgt d’émission pour les fluorophores
Cy3 et Cy5®

Afin d'utiliser la lame « Amplislide » de Genewadans nos expériences et d’utiliser une

chimie de surface contrblée, nous avons décidédmuwrir cette lame d’une tres fine couche
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(5 nm) de a-3igCo2 :H. L'épaisseure de la couche rajoutée induit un déphasageour les

rayons lumineux (équation 7) :

P = ZL X2Xn

Bragg

xe (7)

coucheajoutée

Soit ® = %x 2% 2.6x5=0,3rad

Z

Ce déphasage est tres faible par rapport, adéphasage caractéristique d’une
interférence destructive. Plus précisément l'iatien| recue par le fluorophore lors de

I'excitation varie comme
| = lg(1+cos @)), terme d’interférence a deux ondes. ) (8

La perte d’intensité due a I'ajout d’'une fine coaate a-SixCy :H est donc d’ordre 2
en @, soit 2% par rapport a un miroir de Bragg non rfiédiCeci nous permet aisément
d’utiliser cette architecture pour bénéficier d’'unkimie contrlée et d’'un gain optique
maximal®’

Pour étudier la fluorescence et I'hybridation de b@capteurs nous avons utilisé de
nouvelles sondes et optimisé les tampons de |laaagj@ybridation.

b) Protocole d’'immobilisation des sondes et hybridatio

Trois oligonucléotides sondes sont utilisés : ladgoCy5-ON -G [5’ Cy5-AGG-CGT-
CGA-TTT-TAA-GAT-GGG-CGT-T-(CH)s-NH, 3], une sonde non marquée 25-mer [5’
(CH,)e-NH,-AAC-GCC-CAT-CTT-AAA-ATC-GAC-GCC-T3] nommée G-ON et la sonde
marquée Cy3 [5° Cy3-AAC-GCC-CAT-CTT-AAA-ATC-GAC-GCCT-(CHp)e-NH, 37]
nommée Cy3-ON-G. Les trois sondes sont diluéesl&@®M ou 10°M dans 150 mM d'un
tampon phosphate contenant 0,01% de SDS a pH@sdgposées par contact sur la surface
activée en utilisant le méme robot de dépot quegaEmment. Aprés dépdt, les sites ester de
succinimidyle non amidés sont bloqués avec dedtétamine (5 18 M, pendant 15 min),
puis les lames sont rincées dans de 'eau ultrafitipore) et séchées sous un flux d’azote.
La surface est alors exposée a une solution deeptmation 5 13° M, 5 108 M, 5 10 M
ou 5 10° M contenant I'oligonucléotide complémentaire desdes ON-G et Cy3-ON-G
5'Cy5 [AGG-CGT-CGA-TTT-TAA-GAT-GGG-CGT-T 3] nomméCy5-ON a 42°C
pendant 4 heures dans un tampon dhybridationecamt (2X SSC, 0,1% SDS, 35%
formamide, 0,1% de sperme de saumon). Des ringaggishybridation de 2 minutes sont
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ensuite réalisés, en utilisant 4 tampons (2XSS@eSDS ; 1X SSC +0,1 SDS ; 0,1X SSC et
2,5 X SSC).

Les mesuregx situsont réalisées a chaque étape du protocole dédessus avec le scanner
a fluorescence (PMT 350 V). La déshybridation ésliséein situ par fusion dans la méme
chambredans une solution de 2,5X SSC. La rampe en temyérast de 1°C par minute de
42°C a 85 °C. Une image de fluorescence (tempsédjration 1 seconde) a été prise toutes

les 30 secondes.
c) Amplification de la fluorescence et limite de déimc

La figure 51 montre la fluorescence mesurée sur lanee commerciale et 4 lames
« Amplislide » recouvertes de 5 nm de asSb:H. La fluorescence a été mesurée avant et
aprés I'étape de lavage. Alors que pour la lamenceriale la fluorescence diminue de
~50% apreés le lavage, celle sur nos lames a bas#iadlem amorphe augmente |égérement.
L’absence de diminution de la fluorescence montre ltgaccrochage covalent des sondes sur
silicium est robust&®*! L'augmentation du signal aprés lavage pourrai¢ &@ssociée a la
disparition de dimeres de fluorophores dont larf'soence peut étre modifiee en fréquence
ou en intensité. L’intensité des spots marquéssapétape de lavage correspond a une
amplification d'un facteur 100. On remarque aussi ttés bonne reproductibilité et
I’'hnomogénéité des spots.

Nous avons pu ensuite réaliser 4 hybridations féréifites concentrations (5 fM, 500
fM, 50 pM et 5nM). La figure 52 nous montre qu’wh $ysteme nous permet de détecter une
hybridation avec une tres faible quantité de sormesplémentaires (5 fM). On remarque
cependant que lintensité de la fluorescence api@gbridation en fonction de la
concentration ne suit pas une isotherme de Langmnr pourrait rendre compte de ces
résultats en considérant que I'hybridation impliqure distribution bimodale d’enthalpies de
réaction associée, par exemple, a une distribudem sites sur la surface. L’hybridation ne
serait alors pas totale aux tres faibles conceatrat(premiere enthalpie de réaction) et |l
faudrait atteindre un régime de concentrations plagées (~5 nM) pour atteindre la seconde
enthalpie de réaction et permettre I'hybridationmptete des différentes sondes. Ces
expériences ont éteé faites en dehors du laboragbin@us n’avons pu réaliser une étude plus
détaillée notamment pour explorer l'origine d’uneesétuelle distribution de réactivité.
Cependant nous verrons par la suite que pour daulypes de détection des résultats

similaires sont obtenus et qu’il serait donc impottde s’y intéresser plus spécifiquement.
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Figure 51 : (a) Diagramme d'intensité de fluorescere des sondes Cy®N -G (10°M)

immobilisées & partir d’une solution & 16 M sur une lame commerciale et sur 4 lames (5
nm de a-SpgCoH/Amplislide) rouge : fluorescence des spots avardavage ; bleu :
fluorescence des spots apres lavage. (b) Homogéaéies spots d’'une lame commerciale.

(c) Homogénéité des spots d’'une lame 5 nm de a-&io.2:H/Amplislide.

8

Fluorescence - Fond (coups)
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Figure 52: Diagramme de [lintensité de la fluoresence aprés hybridation et
homogénéité des spots obtenus sur une couche asSb.:H / Amplislide. Les valeurs des
histogrammes correspondent aux valeurs médianes cayées par les (faibles) valeurs de
fluorescence du fond continu mesurées au voisinages spots. Pour la lame immergée
dans le tampon d’hybridation (0 M), I'intensité defluorescence correspond a la valeur

brute mesurée.
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F. Différentes utilisations du biocapteur

1. Hybridation in situ

Comme pour les lames avec un réflecteur métall{@heninium), il est possible de
procéder a un suivi de la cinétique en temps réef fes lames utilisant un miroir de Bragg.
Des hybridations in situ ont été réalisées pounvposuivre I'hybridation des cibles avec les
sondes en temps réel (figure 53). Bien que I'imrsdtion des sondes soit treés reproductible
et les spots tres homogenes (figure 51 c), on cepgendant une certaine variabilité de spot a
spot lors de I'hybridation in situ (figure 53a). €Cgeut s’expliquer par une agitation non
homogene. En effet, dans le systtme que nousouslise mélange se fait par des ondes
acoustiques de surface, ce qui induit différeniessses pour le fluide selon la position des
spots dans la chambre d’hybridatinAinsi pour la suite nous présenterons le signal

moyenné obtenu pour 7 spots (figure 53 b).

On peut suivre I'évolution de la fluorescence ldien cycle d’hybridation et fusion (de 42° a
85°C par paliers de 1° C dans une solution 2,5X)St&Cdifférentes sondes (G-ON et Cy3-

ON-G) avec la cible complémentaire C@ a 5 nM. Les expériences ont été faites pour 2

concentrations superficielles de sondes obtenuegilesant des solutions concentrées a 5 et

10 uM lors de 'immobilisation. Le suivi de la fltescence de sondes témoins (C@_BL-G)
nous permet de contrdler qu'il N’y a pas de pedesdndes immobilisées et de mesurer la
variation de fluorescence en fonction de la tempéea(figure 53b). Le signal est en effet
constant au cours de I'hybridation, I'intensité dioe progressivement lorsque la température
augmente puis brusquement lors de la fusion, ebmé&nlorsque la température diminue
(courbe rouge). On note par ailleurs que la flungase augmente de facon systématique au
début de chaque lavage. L’indice du tampon d’hwiiich (~1,43) est plus élevé que celui des
solutions de ringcage (~1,33) ce qui est vraisembtabht la cause de cette augmentation de la

fluorescence mesurée.
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Figure 53 : Cycle d’hybridation et fusion avec lesibles complémentaires Cy5ON a 5
nM (a) pour 7 spots : sondes Cy3-ON-G 5uM. (b) bleuCy3-ON-G 10uM ; vert : Cy3-
ON-G 5uM ; noir : G-ON 10 uM ; rose : G-ON 5uM : rouge : sondes Cy50ON -G (non
hybridées) 10 pM.

On note sur la figure 53b que lintensité de flsmence des sondes CYBN -G
marquées Cy5 a 10uM (courbe rouge) est identiqoella des sondes G-ON spottées a 10
UM et hybridées a 5 nM. Ceci avait déja été obsavee les lames avec I'aluminium comme
réflecteur (figure 47 b et e). Ceci laisserait saggy que toutes les sondes sont appariées avec

leurs cibles complémentaires. La constante d’aationiserait de I'ordre de quelques Tiff

On remarque aussi que la fluorescence est plusrierge pour les sondes Cy3-ON-G
qgue pour les sondes G-ON, dont le groupe aminotaesst accroché a I'autre extrémité du
brin. Les brins complémentaires sont donc oriediféremment suivant gu’ils sont hybridés
avec les sondes Cy3-ON-G et G-ON. Le fluorophoy® @es cibles hybridées avec les
sondes G-ON est a une distance environ égale anl8unmiroir de Bragg (a-8Co.:H =
5nm ; Couche organique =2 nm ; longueur du brinnng ; celui des cibles hybridées avec
les sondes Cy3-ON-G est a une distance d’environm7ce qui pourrait expliquer la

différence d’intensité mesurée lors des expérieircesu.

Afin de tester la plausibilité de cette hypothésee couche de aiCo.:H est
déposée en utilisant un cache mobile pendant Bétég PECVD pour varier de maniere
continue I'épaisseur de la couche (0 a 250 nm)aslame « Amplislide ». L’intensité de la
fluorescence mesurée sur les spots par le scashenantrée sur la figure 54. Ce résultat
permet de mesurer la différence de signal obseomggue la couche de silicium amorphe
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carboné varie de 7 a 15 nm. De facon frappantetehisité détectée varie appréciablement
pour de faibles épaisseurs de la couche de #&&i:H. On observe que le signal est plus
faible a 15 nm qu’a 7 nm, d’un facteur 1,3 enviraloys qu’in situ le facteur est ~3. Plusieurs
raisons peuvent expliquer que I'accord n’est pantjtatif. Tout d'abord, puisque sur la lame
a épaisseur variable, on mesure la fluorescencgesuspots de 300 pm, on moyenne le signal
sur une région ou I'épaisseur de la couche varie @@ nm. Ceci sous-estime certainement la
valeur mesurée pour une épaisseur de 7 nm, ognelgbasse par un maximum étroit. Par
ailleurs, on peut penser que l'intensité ne dégasttout a fait de la méme facon suivant que
le fluorophore est éloigné du réflecteur via uneiate diélectrique ou via I'assemblage
cibles-sondes en solution. En conclusion, on pensidérer (au moins qualitativement) que
la différence d’intensité de fluorescence enre@essur les spots G-ON et Cy3-ON-G est en

bonne partie imputable a la variation d’éloignemantte le fluorophore et le réflecteur.

710" - . . T T T
|

|
6 10° 7 nm F= 60000 .

510* Fi
15 nm F=47000
410* |

310* F

210* F

Intensité de la fluorenscence (coups)

110*

0 50 100 150 200 250 300

Epaisseur de a-Si__ C :H (nm)
08 0.2

Figure 54 : Intensité de la fluorescence en foncin de I'épaisseur de a-3iCo2:H

mesurée sur des spots de sondes C@N -G a 10 pM. (PMT = 350).
2. Détermination de la température de fusion

Apres le cycle de lavage, une fusion est réalisé@ xplorer la résistance de la

structure a un traitement thermique de nature aytégler les sondes et les cibles. Un tel
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traitement thermique serait moins contraignant gqe’déshybridation par voie chimique et
pourrait permettre plus facilement une cyclisationprocessus. Sur des biopuces réalisées sur
une couche d’aluminium, la couche d’aluminium niayes résisté au traitement thermique.
Nous avions donc procédé a des déshybridationsvper chimique pour étudier la
réutilisabilité (figure 48).

La figure 55a correspond a une courbe de fusioh2d€ (température d’hybridation)

a 85°C pour les sondes Cy3-ON-G immobilisées al®etM hybridées avec les cibl@N -

Cy5 a 5 nM. Lors de la rampe en température, ort pessi mesurer la variation de

fluorescence en fonction de la température poursdades Cy50ON -G & 10 uM. Ceci nous
permet de corriger les courbes de fusion des so@¢8sON-G pour mieux déterminer la
température de fusion (figure 55b). On définit émpérature de fusion d’'un duplex{T
comme la température a laquelle 50% des doubless lwdnt désappariés.Celle-ci est
déterminée par le point d’inflexion de la courbe fdsion, obtenu par I'extremum de la
dérivée premiére (figure 55c). Plusieurs paraméindisient sur la stabilité des duplex
d’oligonucléotides et donc sur la mesure de la tratpre de fusion. Parmi eux on peut citer :

- la concentration en sel de la solution dans lagusalfait la fusion (dans notre cas
250 mM).

- Lalongueur des oligonucléotides : plus le brinlesg plus il est stable.

- La proportion des bases AT et CG. La paire C-G iqugl 3 liaisons hydrogéne
contre 2 pour A-T. Un appariement C-G a donc urergia de dissociation plus
grande : 5,5 kcal/mol contre 3,5 kcal/mol pour ppaiement A-T. Ainsi, plus
une séquence d'ADN est riche en paires G-C, plizidra fournir d'énergie pour

la dénaturer.

L’oligonucléotide utilisé est un 25-mer, sa tempéra de fusion théorique déterminée
par le fournisseur dans une solution saline 50 nsMde 74°C. Comme le montre la figure
55c, cette température est trés proche de cellexqus obtenons. La température de fusion
pour des sondes immobilisées en surface apparait densiblement identique a celle
mesurée en solution. Dans le détail, on peut toigefonstater de Iégéres différences. Ainsi,
pour les cibles hybridées avec les sondes a 5 |\M,78,8 °C, alors queJ= 75,9 °C pour
les sondes a 10 uM (figure 55c). Cette différeree¢ethpérature (1°C) suggére que les génes
stériques ont une légére influence sy :Til faut fournir plus d’énergie pour séparer les

duplex lorsqu’ils sont arrangés de maniere dense.
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Figure 55: (a) Courbe de fusion de sondes Cy3-ON-@nmobilisées a partir d'une
solution a 5uM (bleu) ou a 10 puM (rouge), et hybrides avec les cibles complémentaires
Cy5-ON a5 nM; vert : variation de la fluorescence en foction de la température pour

les sondes Cy50N-G a 10 pM. (b) Courbe de fusion normalisée par rgport a la
variation de fluorescence en fonction de la tempétare. (c) courbes dérivées des courbes

de fusion corrigées.
3. Etude cinétique

Aprés une fusion il est possible de procéder admeieme hybridation (figure 56
courbe noire). De fagon surprenante, I'intensitélderescence atteinte au bout d’une heure
d’hybridation est plus importante aprés le secogdlec L'intensité mesurée résulte de
I'hybridation de sondes Cy3-ON-G spottées a 5 pMcades cibles marquées Cy5 a 5 nM.
Ainsi il est possible de suivre I'évolution du sagren Cy3 (courbe bleue) et Cy5 (courbe
noire). On note que le signal de la Cy3 avant lex@ane cycle (~ 40000 coups) est plus
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intense qu’au départ (~ 30000 coups). Cette augatienta lieu apres la fusion de 42° a 85°C
et retour a la température d’hybridation a 42°Ce Urypothése raisonnable serait que le
traitement thermique subi lors du premier cyclangrune meilleure organisation des sondes
qui se traduit par une augmentation du signal dedes. Ceci peut expliquer 'augmentation

du signal de la Cy5 lors du deuxiéme cycle d’hydiizh "

510* . . . . . .

410*

310*

210*

110*

Intensité de la fluorescence - fonds (coups)

0 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Temps (S)

Figure 56 : 2 cycles (hybridation/fusion) ; Hybridaion ON-Cy5 & 5 nM (noir) avec les
sondes Cy3-ON-G spottées a 5uM (bleu). A : Hybridain ; B : Cycles de lavage ; C:
Fusion de 42°C a 85°C ; D : Préhybridation a 42 °C.

Le suivi in situ de I'hybridation permet de procédedes études cinétiques pour mieux
comprendre le processus d’hybridation. En effat)afigure 56 on remarque que la cinétique
d’hybridation n’est pas la méme avant et apresofusCeci est confirmé par des ajustements
(figure 57). Lors de la premiére hybridation, laétique ne suit pas une loi exponentielle et
n'est donc pas une cinétique de premier ordre sinffiure 57 courbe bleue). Par contre,
I'ajustement de la courbe d’hybridation du secopcde avec une exponentielle nous montre
que la cinétique est ici une cinétique du premidren Les temps caractéristiques sont tout de

méme trés proches (13 minutes pour le premier ¢yi®eminutes pour le second).
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Figure 57 : Ajustement des courbes d’hybridation dea figure 56. (bleu) premiere

hybridation ; (vert) seconde hybridation.

La différence observée dans les cinétiques pew @liée a l'orientation des
molécules. En effet nous avions vu, figure 56, lgatait possible que les sondes soient mieux
orientées apres le premier cycle, ce qui favoriserze cinétique d’hybridation du premier
ordre. Par ailleurs, on note que la différenceaassi observée sur la figure 58. L’hybridation
de sondes a 5 pM marquées Cy3 (vert) ou non (reseuit pas une loi exponentielle, par
contre pour des sondes de 10 uM marquées Cy3 @ompn (bleu) la cinétique suit une loi
exponentielle. Quelle que soit la concentrationstewles, le diamétre des spots est identique
(300 um). Plus la concentration des sondes estritange, plus la chance que les brins ont
d’étre ordonnés est grande, ce qui leur permetred’@tieux orientés et donc de favoriser
I'hybridation. On peut comprendre ainsi la diffécenobservée selon la concentration des

sondes.
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Figure 58 : ajustements des courbes d’hybridation @l la figure 53b.Hybridation Cy5-

ON 5nM avec différentes sondes.

Au vu de la complexité des cinétiques d’hybridatenfonction de la concentration
des sondes, nous avons choisi d’étudier l'influedeela concentration superficielle des
sondes sans changer la concentration des solutiisées lors de I'immobilisation.

4. Fluorescence en fonction de la dilution des sondes

Sur une couche a§Co.:H, le greffage de groupes carboxydécyles par
hydrosilylation conduit & une concentration supéefie de ~ 8.18 cm2 pour les chaines
greffées® Méme si la concentration en sondes immobiliséés surface est certainement
bien inférieure a cette valeur, celle-ci est prdbaient plus élevée que la quantité de sondes
immobilisées sur des lames commerciales t~&61%).%° || parait donc naturel de chercher a
ajuster la densité des fonctions fournissant des diaccrochage pour les sondes afin d’éviter
d’éventuelles contraintes stériqgues qui pourrag@rer I'hybridation et rendre encore plus

complexe I'étude cinétique.

Pour faire varier la quantité de sondes nous aponsedé a I'hydrosilylation comme
décrit dans le premier chapitre en utilisant unangé acide undécylénique/1-décene (figure
59)3¢

100



COOH COOH

CH,
hv
H H H H 3h, 312 nm
) ( ) o on
Ol |v IOl OO R EEE—— 2 & s
oo e ] ,EI‘,I\,SI,|VSI|V§|V§|V§|\

Mélange d’acide undécylénique
et de 1-décene CH,=CH-(CH,),-CH,4

%/vV acide: 15%; 33%: 100%

Figure 59 : Schéma du procédé de fabrication desogches a terminaisons mixtes

carboxyles et méthyles.

Nous avons adopté le mode opératoire précédemrgerit dour 'immobilisation des
sondes. La figure 60 montre la cinétique d'un cyblgoridation/fusion pour trois
concentrations différentes en groupements acidgs%¥, 33 %v, 100%v). L’hybridation
correspond & la reconnaissance de cibles O)5-5 nM avec des sondes Cy3-ON-G 5uM.
S’il n’y avait aucune géne stérique a I'immobilisat et a I'hybridation, on s’attendrait a
obtenir une fluorescence d’autant plus importante la concentration en acide sur la surface
initiale est élevée. Or, la surface 15% est laamarfqui permet d'obtenir une intensité de
fluorescence plus importante. La dilution permeé umeilleure fixation des cibles sur les

sondes.
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Figure 60 : Hybridation de cibles Cy5-ON & 5 nM avec les sondes Cy3-ON-G 5uM ;
(bleu) surfaces acides 100%v ; (rouge) 33%v ; (vert5%.
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Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons montré comment & parttouches minces a base de
silicium amorphe carboné il est possible de bérefite I'apport de la chimie de greffage sur
silicium bien contrdlée pour élaborer des puceD&AANous avons mis au point une nouvelle
architecture de biocapteurs qui permet de comlgine fois les avantages de I'amplification
optiqgue du signal de la fluorescence et de l'adwge covalent de brins d’ADN via les
liaisons Si-C trés robustes. La fluorescence pérg gisqu’a 100 fois plus intense en
comparaison avec une lame commerciale selon le dgpeflecteur utilisé. Il devient alors

possible de détecter I'’hybridation de tres failgjeantités de cibles (5 fM).

De plus, cette trés bonne sensibilité et spédfiaiit permis I'étude in situ et en temps
réel de la réaction d’hybridation, permettant datéresser aux cinétiques de la réaction. Le
caractére réutilisable et donc stable de nos bteaapa pu étre démontré par la réalisation de
plusieurs cycles d’hybridation/déshybridation sas dames ou le réflecteur était une couche
d’aluminium. Par ailleurs nous avons pu détermilesr températures de fusion pour des

biocapteurs ou une couche de asSh.» :H est déposée sur un miroir de Bragg.

Nous avons aussi montré que les surfaces acideéedilprésentent I'avantage de
limiter les génes stériques et fournissent doncrmeidleure reconnaissance entre les cibles et

les sondes.

L’architecture proposée présente l'avantage de giodaire de la double détection
Cy3 et Cy5. De plus le procédé de fabrication delsiocapteurs est tout a fait approprié pour

une production & grande échelle en vue d’une couiaiisation?’

Les biocapteurs développés présentent aussi l'agarde servir de support pour une
analyse détaillée de la réaction d’hybridation goiirrait permettre de mieux comprendre le
mécanisme d’hybridation en fonction de plusieursapeetres tels que les génes stériques,
I'orientation des sondes, et les traitements thgues. Les résultats obtenus montrent que
I'architecture développée permet de disposer dutil efficace pour ce type de détection
mais que les phénoménes complexes en jeu sur faceumériteraient une étude plus

approfondie.
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Chapitre 3 : Couches minces de
silicium amorphe carboné sur or ou
argent pour une détection par

résonance de plasmon surface (SPR)

1 0o [0 [1 1 o] o PP PPOPPPPR 107
A. Les plasmons de SUIMACE..........ooiiiiiiceeeiiee e 108
L. TREOMIE .ttt et e e e e e e e e e e e e e e a e e e e e e e e e 108
a) D=3 11 011 (o o PO URRPR 108
b) Relation de diSPEerSiON ............uvuuiiiimmmmmmie e e e e e e e eaeas 109
C) CoUPIAgE PN PIISIME...ceiiiiiieiiiiiee e s e eeeebbbba s e e e e e e e e e e e e aeeeeeeseeeenns 111
d) Influence de la couche métalliqUe........commeeeeiiiiiieeiiiicr e 113
e) Fluorescence couplée au plasmon de SUMfacE. . ......cccevvviiviiciieenennnn. 113
f) Biocapteurs basés sur la résonance de plasmsuartiee............ccccceeeennnn. 115
B. Utilisation des couches minces de silicium arherparboné............cccccccccceeeeiiiinnn 116
1. Intérét des couches minces @sBk tH.........ooooviiiiiiiiiiiiii e 116
2 |V (oo (=X o] o =T = 1o 1| = PP EETPSR 117
a) Préparation des interfaces SPR .........cccoeeeeeiiiiiiiie e 117
b) Fonctionnalisation de Surface............ceeeeeeiiiiiiiee s 118
C) Mesure de [a réfleCtiVIte .............ooi i e e e 118
3. Optimisation de la sensibilité de capteurs SPR..........ccccccvviviiiiieiiiiiis 119
a) Influence du taux de carbone et de I'€paiSSeUr..........ccoeeeveiieiieieiiiiiiiiann, 119
b) Mesure de 1a SENSIDIIE ............eeiiiieeeeeeiiieee e 120
C) ) = Lo 11 (=3 ol ] 1 1o [0 1= 123
d) Caractérisations deS COUCNES ..........iiuieeeeeeiiiiiiiiiiiiiceee e 124
e) Caractérisation du greffage et de 'immobiligati..............ccccevvvvvvviinnnnnnnnn. 127
f) Mesure par SPR de l'interaction biotine-stredane ...............cccccevvvvvinnnnes 130
C. Fluorescence couplée au plasmon de surfacelicAppns aux puces a ADN......... 132
1. Contrble de la chimie de SUMaCe ........ccceeiiiiiiiiiiiii e 132
2. Calcul théorique de la réflectivité et du gamfleorescence.............oevvvvvveeceeennn. 133
3. MOUES OPEIALOIreS ....cceeiieiiiiiiieie ettt e e e e e e e e e e eeeeaeaaaasasaasnssrnnnneeeaeeaaeens 134
a) Immobilisation deS SONUES .......cccoiiiii e 134
b) HYDIAAtion. ... ... 134
C) Mesure de [a fluOreSCENCE .........ccooi i, 134
4. Détermination de constantes de diSSOCIatioN............cccccvvvvvviiiiiiiiiiieiiieeeenn. 135
a) Isotherme de LangmUIr .............ooveves e e eeeennnnasseeseeeeeeeeseeeeeesnnnsnnnnes 135
b) Etude de I'hybridation par SPFS.........oo e 136
(@] o[ 1157 o] o FU PP PPPPPRPPPPPP 144
=71 o] [ToTe =1 o] o1 PP 145
« Pour progresser, il ne suffit pas de vouloir,agfaut d'abord savoir dans quel sens agir. »
G. Lebon

105



106



Introduction

Parmi les biocapteurs, ceux basés sur la déteciora résonance de plasmon de
surface (SPR) sont de plus en plus utilis€antrairement & ceux exploitant la détection par
fluorescence, ils présentent 'avantage d’'une diétedirecte (sans fluorophore) et permettent
une détection sensible et en temps réel de reczsaraie moléculaire par suivi du
changement d’indice a la surface. Depuis leur itivara la fin des années 90, les biocapteurs
SPR sont devenus des outils danalyse particuliénémintéressants pour ['étude
d’interactions moléculaires.

Dans le cadre de cette étude, nous avons coll@vecle groupe de S. Szunerits et R.
Boukherroub de [linstitut de recherche interdisoigire de Villeneuve d’Ascq, pour
améliorer la physico-chimie des substrats plasmmscet avec le Groupe de A. T. A. Jenkins
du département de chimie de l'université de BattB(JGpour I'étude de la fluorescence

couplée au plasmon de surface (SPFS).

Le but de ce chapitre est de montrer comment latifmmalisation de surface
jusqu’alors utilisée essentiellement sur or perg éméliorée en utilisant une couche mince
de silicium amorphe. Nous nous intéresserons arlaililité de ces substrats et a I'utilisation
combinée des plasmons de surface et de la fluoresgmour la détermination de constantes
de dissociation, particulierement intéressantes jmbentifier des mutations ponctuelles de

bases dans les brins d’ADN.
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A. Les plasmons de surface

1. Théorie
a) Définition

Certaines des propriétés des métaux nobles peétentdécrites par le modéle des
électrons libres, dans lequel la présence du rédahomes est ignorée. Les électrons libres
sont dans ce cas considérés comme un plasma ddlecte qui conféere au métal une

fonction diélectrique de la forme :

) (9

ou wp est la pulsation du plasma, qui correspond au tguand’excitation
d’oscillations d’'ondes de densité électronique peuvent se propager dans le volume du
métal lorsquesy, = O c'est-a-dire lorsque = cop.2 Dans la gamme de fréequenoe< wp, ou
em < 0, Il apparait des modes de surface, appelésplas de surface, qui se couplent au

champ électromagnétiqde.
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Figure 60 : (a) Représentation schématique de la ppagation des oscillations de charge
a linterface métal/diélectrique ; (b) dépendance d champ électrique associé selon la

direction perpendiculaire.*

La figure 60 représente les oscillations de chéyet la dépendance exponentielle du champ

électrique associé (b). Le maximum d’intensité iamop associé a cette onde se trouve a
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I'interface métal — diélectrique et décroit expdimlement dans les deux milieux suivant les
directions perpendiculaires & l'interfate.

b) Relation de dispersion

Les plasmons de surface se propagent le long aerface métal/diélectrique avec

une constante de propagatikp(équation 10) déterminée grace aux équations develax

K, W &én (10)
c\e& +&n,

ou o est la pulsation, c la vitesse de la lumiégget £, les permittivités respectives du

diélectrique et du métal. La fonction diélectriqiie métale, (&£, =&, +i&l) est complexe,

=2 | EnCa_ (12)
c\e +e,
I 3 n
ki =2 | Lt ‘n_ (12)
c\\Ven+eg )\ 2e)

Afin de comprendre le couplage de I'onde incideatec les plasmons de surface, il

on peut donc écrir&, =k +ik, avec:

est utile d’étudier leur relation de dispersion.

Le vecteur d’'onde et la fréquence d’oscillationr@onde électromagnétique sont liés
par leur relation de dispersidqfigure 61). Celle d’un photon se propageant danmilieu
diélectrique s’écrit :

@
kphoton = ? V &y 130

La relation de dispersion du mode plasmon est dompaé les relations (11) et (12).
Pour coupler un plasmon de surface a une excitatlentromagnétique seule la partie

propagative de I'onde importe, c'est a dire laipamrtelle k’ du vecteur d’onde (équation 11).

La figure 61 représente la relation de dispersifkiy) des plasmons de surface. Celle-ci n'est

pas linéaire puisque la fonction diélectriqage dépend des. On note que pour les grands

vecteurs d’onde, la fréquence d’oscillation tendswee valeuws :
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"
W, = —2— (14)

Au-dela de cette limite, le plasmon de surfacenestpropagatif (il n’existe que des plasmons
de volume dont la fréquence d’oscillation @g).

Pulsation @

Vecteur d'onde k

Figure 61 : Relation de dispersion d’'un plasmon desurface se propageant entre un
métal et un milieu diélectrique d’indice n. La drote correspondant aa =ck/n est la
droite de dispersion de la lumiere dans le milieuidlectrique n. La droite horizontale en

pointillés correspond a la pulsation des plasmonsedsurface cw; .

On note que, pour une pulsation donnée, le vecdtemde du plasmon de surface est
toujours plus grand que celui de la lumiere se ggepnt dans le diélectrique. L'absence
d’interaction entre leurs courbes de dispersioerdit tout couplage. Par conséquent les deux
courbes ne se croisent jamais. Il ne peut doncypasoir de couplage entre une onde
lumineuse qui se propage dans le diélectrique etnade de plasmon de surface. Il existe
différentes techniques pour réaliser I'adaptatiatresles vecteurs d’ondes : le couplage par
prisme (expliqué ci-dessous) ou le couplage paaes
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c) Couplage par prisme

Il est possible d’illuminer la surface métallique travers d’'un milieu optique élevé, par
exemple un prisme, pour augmenter le vecteur d’alelda lumiére incidente. Il existe 2
types de configurations :

- la configuration d’Otto : La lumiere est projetée & métal en approchant un prisme

de la surface métallique figure 62a.

- la configuration de Kretschmann : la face arriétendilm métallique est éclairée au

travers d'un prisméigure 62b°
Dans ces configurations, au-dela d’'un certain afgppelé angle critique) nous sommes en
réflexion totale interne (ATR) ce qui permet I'apfian d’'une onde évanescente a l'interface
prisme / diélectrique possédant un vecteur d’onllss grand que celui d’'une onde se
propageant dans le diélectrique (configuration tBPou I'excitation des plasmons de surface
a linterface métal / diélectrique dans la mesutel'odice de réfraction du prisme est

suffisamment grand devant celui du diélectriquenfiguration de Kretschmann).

\Détecteur

a) ! b) I

~_— Prisme
-8 — Metal
., ~——— Onde évanescente

Figure 62 : Couplage d’'une onde incidente d’angl® par rapport a la normale avec un
plasmon de surface en utilisant la configuration dOtto (a) et la configuration de

Kretschmann (b).

Dans les 2 cas, le faisceau de lumiéere incidenteéfsechit a la base du prisme. La
relation de dispersion de la lumiere dans la dimacparallele a l'interface est dans ce cas

égale a:
k =—.|&_sin@ 15
 photon = £, sin(@) (15)

avece, la fonction diélectrique du prisme.
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7 Surface Plasmon

>

®p= Plasma frequency k
n= Refractive index of the the substrate (i.e glass) /I

Figure 63 : Relations de dispersion de la lumierendése (rouge); d'un plasmon de
surface a linterface avec l'air (bleu) et d’'une ode incidente en configuration de

Kretschmann ou d’Otto pour un prisme d’indice n (orange).

La pente de la courbe de dispersion est ainsiébvimr un facteur 1Jiwe qui permet a
cette courbe de couper la courbe de dispersionpl@ssnons pour un angle d’inciden@e

appelé angle de résonance plasmon (figure 63)quiaion de couplage est donc :

k.. =k (16)

X, photon X, plasmon

7 . w | €€
= J& sin@) =— |—m=d 17
cV? ©) c\e,+e, 7

A l'angle de résonance, I'énergie des photons grtisl est convertie pour exciter les
plasmons de surface, ce qui se traduit par un nuimirde réflectivité comme présenté sur la
figure 64%°

L J

Figure 64 : Courbe de réflectivité en configurationde Kretschmann.
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d) Influence de la couche métallique

La fonction diélectrigue d’'un métal varie en fooctide la pulsation de I'onde
incidente. Chaque métal aura donc une résonansepitaspécifigue a un couple longueur
d’onde et angle d’incidence.,(b) particulier et des caractéristiques de disperprmpres qui

vont influencer le couplage entre I'onde incidesttées plasmons de surfat®.

Pour une excitation dans le rouge, I'or et I'argerésentent les meilleures propriétés.
L’argent possede la résonance plasmon la pluge€&bdonc la meilleure sensibilité, mais est
trées peu utilisé du fait qu'il s'oxyde a l'air. De®us-couches d’adhérence de titane ou de
chrome sont utilisées pour I'accrochage du métalsslame de verre ou prisme.

L'efficacité du couplage entre excitation et plasmale surface d'un substrat SPR,
maximale lorsque la réflectivité est nulle (c’estiee a la résonance) dépend de I'épaisseur du
métal ¢, En configuration de Kretschmann, I'onde se propagédans le prisme ne peut en
effet gu’exciter le mode plasmon a l'interface nétdiélectrique. Il faut donc éviter que la
couche soit trop épaisse et n'atténue I'excitatiBéciproquement, il faut que la couche
métallique soit suffisamment épaisse pour que illeson de la densité de charge, qui
s’étend sur une épaisseur finie a la surface, pussdévelopper. La longueur correspondante
est de I'ordre de I'épaisseur de la couche métadligoit environ 30 nm (en fait 38 nm Ag ;
50 nm Au).Le plasmon reste donc tres confiné dans le pristriesera sensible a toutes

variations qui peuvent se produire a la surfacendtal®
e) Fluorescence couplée au plasmon de surface

A I'angle de résonance presque toute I'énergiepthesons est utilisée pour exciter les
plasmons de surface. Ceci conduit au minimum deatfité et a I'exaltation du champ
électromagnétique a l'interface métal/diélectrigaie ou eau). Ainsi il sera possible d’exciter
plus efficacement des biomolécules marquées pdluarophore’ La figure 65 montre bien
gue la bande plasmon centrée sur le minimum decatéfité est plus étroite dans le cas de
I'argent que dans celui de l'or. Le facteur d’eatitin du champ électromagnétique a été
calculé pour différentes interfaces (prisme/méiaj/arisme/métal/eau) pour l'or et I'argent.
Comme on peut le voir sur la figure 65, chaquensité du champ atteint un maximum a un
angle proche de la résonance (la valeur indiquéd'éthelle de droite est normalisée par
rapport a lintensité du champ incident). Les facsesont de 58 et 17 pour les interfaces

Agleau et Au/eallL’augmentation significative du facteur pour I'arg s'explique par le fait
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que l'argent présente une fonction diélectriquecanee partie imaginaire plus petite. Le
facteur d’exaltation est plus faible pour les ifdees immergées dans I'eau que dans l'air
parce que le champ associé au plasmon de surfatiesgge davantage dans le métal pour des

milieux diélectriques plus denses.

On note par ailleurs que I'angle de résonance spomrdant au maximum du facteur
d’exaltation du champ électromagnétique et celspai® au minimum de réflectivité ne sont
pas strictement égaux. On peut expliquer celacsi Eonsidére notre systéme comme un
résonateur guidé par la lumiére incidente. La parntiaginaires” de la fonction diélectrique
correspond au facteur de perte du résonateur etlieatainsi la séparation entre I'angle de
résonance des plasmons et le maximum de l'intedsitéhamp. Plug” est grand, plus la
séparation entre les angles est importante, cexqlique que cette séparation est plus faible

dans le cas de I'argent que dans celui de’I'or.

1.0 T T T T T T 50 é
X os i AgrAir Ag/Water %
> ] 60 L
S 0.6 1 ! %

= 1 {40
O 044 | =
@ | 120 &
S:J 0.2+ &
4 1 . m
0.0 10 e
T T T T T T T T T T T T 1 Lﬁ

20 30 40 50 60 70 80
10— . : ; . . 80 g
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> ] 160 L
= 0.6 | =
= 1 40 ©
8 0.4+ e
D 0ol 20 8
=7 c
1 . [ ©
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20 30 40 50 60 70 80

Angle /degrees

Figure 65 : Courbes théoriques de réflectivité et @ I'intensité du carré du champ en
fonction de [langle dincidence pour différents sultrats (prisme/Ag/air ;

prisme/Ag/eau ; prisme/Au/air ; prisme/Au/eau).
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f) Biocapteurs basés sur la résonance de plasmonfdeesu

Pour la plupart des biocapteurs basés sur la réserde plasmon de surface, les sondes
sont souvent immobilisées sur la couche métall{gueet permettent une reconnaissance
cible-sonde. L’accrochage de biomolécules a I'fiate induit un changement de I'indice
de réfraction, ce qui modifie la constante de pgagpian des plasmons de surface et
change donc le couplage lumiére émise / plasmonsudace. Ainsi les interactions
moléculaires peuvent étre suivies en mesurantdaations de la courbe de réflectivité en
fonction de I'angle d’incidence comme le montrdi¢aure 66a. Il est par ailleurs possible
de faire des études cinétiques en mesurant lecti@fté a un angle donné pendant une

réaction moléculaire (figure 66b).

single scan mode kinetic mode
1 a i Db
scan att_
initial
| scan att.
2
=
= NN
o ]
@ | /
Y ' 1
Q :
e
\/
T T T T l: T T 1 — 1 r T T 1 7 l — 1
A | féxed initial final
ngle & time t

Figure 66 : (a) Mesure de réflectivité avant (noir)et apres (rouge) une reconnaissance
moléculaire ; (b) cinétique d’'une réaction de recomaissance moléculaire a un angle

donnéﬂﬁxed.
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B. Utilisation des couches minces de silicium

amorphe carboné

1. Intérét des couches minces a8, :H

L’or est plus couramment utilisé pour ses propséiptiques et chimiques. En effet,
de nombreuses expériences de reconnaissance naglécphr SPR sont réalisées sur des
substrats d’or sur lesquels des groupements famatis ou ligands sont immobilisées via la
chimie des thiol&*° Méme si les liaisons Au-S sont relativement forekes sont sujettes a
I'oxydation et & la désorption thermiqgtle.Ainsi de nombreuses autres techniques de
fonctionnalisation ont été développéés? Le groupe de Livache s’est par exemple intéressé
a l'utilisation de polyméres comme le polypyrrofur immobiliser des brins d’ADR:*
Comme pour la détection par fluorescence, la s&imn permet I'accrochage de
biomolécules comme I’'ADN, des carbohydrates oupteteines sur des substrats recouverts
d’une couche d’oxyde de silicium™® Cependant, comme montré précédemment, I'or n’est
pas le meilleur matériau pour une détection pasmtm de surface trés sensible. Des
modeles théoriques réalisés par Franzen et cdlmontré que les substrats a base d’ITO sont
plus sensibles mais nécessitent une excitatiometdétection dans l'infraroug&?! Dans le
visible, I'argent présente les meilleures props&téur une trés bonne sensibilité concernant
la détection du plasmon de surface ou de la floerese couplée au plasmon de surfaG&*

Les substrats d’argent peuvent étre fonctionnaligefacon similaire aux substrats d’or par
les thiols ou les molécules disulfures qui pernmttBobtenir des monocouches compactes et
dense$>?° Cependant I'argent ne présente pas une trés Ixtabitité chimique (oxydation &
I'air), ce qui altere son utilisation pour la déten par SPR. Plusieurs stratégies ont été mises
au point pour l'utilisation de l'argent. Zynion ebll. ont par exemple montré qu’il était
possible d’'utiliser une bicouche métallique (Ag/Aa) d’accrocher par des thiols des sondes
a la surface du captetfr.Szunerits et Boukherroub ont aussi montré quiitépossible
d’utiliser des couches d’oxyde (SiQTO, SnQ) pour protéger I'argent et immobiliser des

sondes & la surface de ces capt&ia%>°

Dans cet esprit Smith et coll. ont transféré s dauches d’argent la stratégie mise
au point sur or qui consiste a déposer une coueheatbone amorphe. Dans ce cas, une

chimie de surface trés stable utilisant la liai€#€C pour accrocher de facon covalente des
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biomolécules a été utilisée. De I'imagerie par SPRu étre réalisée sur de tels substrats,
cependant la sensibilité est plus faible que ceksurée sur des substrats de verre a cause de
I'absorption dans le visible, montrant qu’il eséfarable d'utiliser des couches minces non
absorbantes dans le visifife®?

De ce point de vue, les alliages silicium-carbon®m@hes (a-3ikCx:H) étudiés au
chapitre 2 peuvent étre particulierement intéregssaour la fabrication des subtrats SPR
multicouches. Il est possible de contrdler I'indmgtique de la couche en faisant varier le
taux de carbon®>*Ils peuvent étre déposés en couches minces. léaces hydrogénées
peuvent enfin étre fonctionnalisées par hydrodilgta en utilisant la liaison Si-C pour
permettre un accrochage covalent des moléculesdiiples (biotine, ADN...¥*° Nous
allons montrer comment ces couches nous permeatteptimiser la sensibilité des capteurs
SPR pour des mesures de réflectivité (SPR) etuteebcence (SPFS). Nous comparerons la
sensibilité pour des couches métalliques d’or atgént d’épaisseurs optimales (50 nm or, 38

nm argent) pour le signal SPR et SPFS.

2. Mode opératoire

a) Préparation des interfaces SPR

(1)Evaporation du film métallique

Sur des substrats de verre soigneusement rincészauthe mince de 5 nm dé&ih
de formule inattenduatane est déposée par évaporation thermique. Deshes de 50 nm
d’or ou 38 nm d’argent sont ensuite déposées paparation en utilisant un bati MEB 500

(Passys, France).

(2)Dépobt de la couche de ar L, H

Des films de silicium amorphe carboné sont déposésme décrit au chapitre 2 par
PECVD en régime « basse puissance ». Le taux @inatarbone (C) dans le matériast
ajusté en variant la proportion de méthane damsélange gazeuf{CH,]/ {{CH 4)+[SiH4]}).
Pour le dép6t d’'un film mince avec la stoechioneéiivante : a-$k4Co 37H, on utilise un
taux de méthane de 97 at.% dans le mélange gatadis que pour un film a-§&Co 26 H,
un taux de 81 at.% est nécessaire. L'épaissewjestiée en contrélant le temps de dépbt et

vérifiée par ajustement des mesures SPR a I'aidegiciel Winspall 2.0°
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Lors des dépdts sur argent, il s’est avéré queolaechee métalligue s’oxyde a cause du
chauffage prolongé (pour atteindre la températeedépot a 250°C et laisser le systeme
dégazer) de la couche avant le dép6t du siliciunorphe. Ainsi, un prétraitement de
I'échantillon juste avant dép6t par un plasma diogéne (150 mTorr, 0,1 W ¢m5 mn)
permet de réduire I'oxyde d’argent formé et de d&épole silicium amorphe carboné
directement sur la couche d’argent.

b) Fonctionnalisation de surface

A la sortie du réacteur de dépot le film a-&l:H s’oxyde. Il est exposé pendant 15
secondes a des vapeurs de HF pour obtenir uneceudaminée par des liaisons Si-H. La
surface hydrogénée est ensuite immergée dans d’agidiécylénique et soumise a une
irradiation photochimique a 312 nm pendant 3 h.

L’activation des fonctions acides en esters deinimalyle est réalisée comme aux
chapitres 1 et 2 a 15°C en présence de I'EDC dM5etndu NHS a 5 mM pendant 90 mn. La
surface est ensuite soigneusement rincée et séhkmzote. Les esters ainsi obtenus
réagissent ensuite par réaction d’amidation en itond physiologiques avec la N-(-2-
aminoéthylbiotine (1 mg/ mL PBS) pendant 2h & températureiambd.

Pour I'étude par fluorescence couplée aux plasmdassurface (SPFS), nous

détaillerons la procédure d'immobilisation des bihADN dans la partie correspondante.
c) Mesure de la réflectivité

La réflectivité est mesurée a l'aide d'un appa@immercial de type Autolab
SPRINGLE (mesure effectué a une longueur d’ongé70 nm) (figure 674

Figure 67 : Appareil de mesure Autolab SPRINGLE poudes études SPR.
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3. Optimisation de la sensibilité de capteurs SPR

a) Influence du taux de carbone et de I'épaisseur

L’influence du tauxde carbone et de I'épaisseur d’un film de agSi:H sur le signal
SPR a été étudiée pour un taux compris entre 3@ &b et une épaisseur comprise entre 0 et
10 nm (figure 68).

a-Si, C.:H

1-x X"
Au (50 nm) or Ag (38 nm)

Ti (5 nm)
Verre

Figure 68 : Schéma de la structure de résonance deirface plasmonique, composée
d’'une structure multicouche dans laquelle une couah d’or a été revétue avec une

couche mince de a-$kCy:H.

La Figure 69 montre les courbes SPR expérimentalggerposées aux courbes
théoriques de Fresnel pour des couches d'or recmsvade 10 nm (A) et 5 nm (B) de a-Si
xCx 'H (x= 20% ; 33% et 37%). Les difféerences dansdesrbes de SPR sont dues a la
modification de I'indice de réfraction (n = n’-i n”). En effet, plus le taux de carbone est
important, plus I'indice de réfraction est faiblé 633 nnm=2,63-5x10% pour une couche a-
SipedCo2sH alors que n=1,815-1,8210% pour une couche de ag%iCoszH. Avec un
revétement possédant un taux de carbone de 20&pnsitate une diminution dans I'efficacité
de couplage photon-plasmon de surface et un éamisnt des courbes SPR en dépit de la
faible absorption du matériau (faible partie imagie). En fait, en augmentant le taux de
carbone on augmente le gap optigue mais aussinksitded’états dans les queues de bandes.
On note que les valeurs’ déterminées par les ajustements des courbes SRRpks
grandes que celles déterminées par transmissioigueptcouches de 1 um déposées

directement sur verre).
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reflectivity / %
reflectivity / %

I ‘90
angle / ° angle / °
(C)
material n’(SPR) | n’(optical) n'" (SPR) | n"" (optical)

Ti 2.400 3.313

Au 0.197 3.670
a-Sip.30Co.20 2.51]2.60 0.002|0.0003
ﬂ-Si0.57C0_33 195' 1.93 003‘00003
a-Si0.53C0.37 1.81| 1.81 0. 04‘0‘0010

Figure 69 : Courbes de réflectivité en fonction dd’angle d’incidence (exprimé en

degrés) des couches d’or revétues par des films deSi«Cx:H épais de 10 nm (A) et 5
nm (B): or non revétu (noir), ou revétu par a- SisdCo 20 (vert), a-SbsCo.33 (rouge), a-

SineLo37 (bleu) dans l'eau. Les valeurs expérimentales obitaes (points) ont été
comparees aux courbes théoriques de SPR (courbeg)aulées en utilisant WinSpall 2.0.
(C) Liste des indices de réfraction a 670 nm déterimés a partir de mesures SPR et de
mesures optiques de réflectivité®

La meilleure structure en termes de signal SPRI&sinue en utilisant une couche de
50 nm d’or déposée sur une couche de 5 nm de tfamen Ti/50 nm Au) et revétue d'un
film de 5 nm de a-%kLo37H. Si 'on compare les signaux SPR, on note urblédai
élargissement du signal apres dépot de I'allia&& aCo 37 H.

b) Mesure de la sensibilité

La sensibilité des substrats SPR est une fonctinrdépend de fagon complexe a la
fois de la largeur a mi-hauteur et de I'angle diecéivité minimum. Un facteur de sensibilité

(FOM Figure of Meri) est défini pour évaluer la sensibilité des défés capteurs™
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_ m(degreeRIU™)
fwhm(degree)

FOM

(18)

oum correspond a la pente de la droite du minimumedlectivité (angle de résonan@.;)

en fonction de l'indice de réfraction n du miliextérieur dans lequel est réalisée la mesure ;
fwhm correspond & la largeur & mi-hauteur du signal $B& les différentes courbes de
réflectivité mesurées dans différentes solutionadice de réfraction variablend,=1,33 ;

NethanoF1.361 ;NputanoF 1,397 ;Npropane dior1,43).

La figure 70 montre les courbes de sensibilité phfiérentes structures. Les droites
correspondent au changement d’angle de résonangs® gar la largeur a mi-hauteur en
fonction de l'indice du milieu (la variation desghes est mesurée par rapport a lI'angle de
résonance dans I'eau). La pente de ces droitedoest égale au facteur de sensibiF@M.

Le FOM est égal a 35 Ritpour une couche d’or alors qu'il est de 74 Rlpbur une couche
d’or recouverte de 5 nm de agedCo 37:H. Ainsi la présence de la couche mince deigitic
amorphe carboné apporte une sensibilité plus grandeapteur contrairement a ce que I'on
observe avec une couche de carbone amdfpha.sensibilité du capteur est méme plus
importante que pour un capteur a base d'argenuwerbd’ITO, dont le FOM est égal a 47
RlU-l.23

Comme attendu en remplacant la couche d’or (50 pan)une couche d’argent, la
sensibilité est augmentée, comme on peut le voitasfigure 70. Les courbes de réflectivité
et courbes d’ajustement de Fresnel (figure 71) pdent d’en comprendre la raison. En
comparant les courbes de réflectivité des diff@enstructures a-&Lo37:H/Au et a-
Sin.eCo37:H /Ag, on voit que la largeur a mi-hauteur eignbplus faible pour la couche a-

Sio.6Co.37 :H sur Ag que sur Au.
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Figure 70 : Courbe de sensibilité A0spr/fwhm) en fonction de I'indice de réfraction n:
Au (bleu) ; Ag (vert); Au/a-Sipeos7:H (5 nm) (rouge) ; Ag/a-SpeLos7:H (5 nm)

(noir).
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Figure 71 : Courbes de réflectivité en fonction dd’angle d’incidence (exprimé en
degrés) pour différents substrats SPR dans I'eau: d\ (noir), Ag/a-SbeLo37:H (5 nm)
(bleu) Au/a-SheLo37:H (5 nm) (rouge),. Les valeurs expérimentales obtensi€points)
ont été comparées aux courbes théoriques de SPR ydmes) calculées en utilisant

WinSpall 2.0.
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La sensibilité de la structure a;§iCos7:H /Ag est de 101 RIUY, respectivement 2
fois et 2,8 fois plus sensible que pour une sinspleche d’argent (51 RIY) ou or (35 RIUY.

Finalement, il apparait ici clairement que le rem&nt d’'une structure plasmonique active
par une couche mince de silicium amorphe carboagsparente dans le visible permet
d’augmenter significativement la sensibilité, caifgment a ce qui a été observé pour une
couche de carbone amorpté? L'indice de réfraction de la couche doit étre mafnment
élevé pour permettre le couplage photons-plasmersidace mais pas trop élevé pour éviter
un élargissement du signal SPR (figure 71). L'$gaur doit donc étre contrdlée pour éviter
I'élargissement du signal (figure 69). Ainsi laustiure (5 nm) a-96Co37:H /Ag permet
d’obtenir un signal SPR de trés bonne qualité (Bgid).

Le facteur de sensibilité défini ci-dessus et sdilclassiquement pour comparer les
différentes structures SPR n’est pas pleinementsfastant pour [I'application aux
biocapteurs. En effet, il mesure la sensibilité l@emesure a un changement d’indice de
réfraction du liquide adjacent. Pour un biocaptelique ceux que nous mettons au point, il
vaudrait mieux pouvoir évaluer la sensibilité denlasure a un (petit) changement d’indice de
réfraction au voisinage immédiat (1 & 10 nm) dsuldace. Ceci suggeérerait de définir un test
évaluant la variation du signal lorsqu’on attacheeses quantités bien contrélées de sondes
a la surface du capteur. Lorsqu’on modifie I'arebitire d’un capteur, il faudrait étre capable
de séparer les effets liés a I'architecture optigueeux liés aux procédures d'immobilisation
des sondes comme nous l'avons fait pour les capt@utuorescence au chapitre 2. Nous

n'avons pas tenté de faire de méme ici.

Nous allons nous intéresser maintenant a la d&abie cette structure pour la
fonctionnalisation de surfaces en vue d'une étueleetonnaissance moléculaire (Biotine—

streptavidine ou ADN sondes- cibles).
c) Stabilité chimique

La stabilité chimique de linterface est étudiée pamersion pendant 6 heures dans
0,1 M H,SQO, et 0,1 M NaOH. Aucun changement dans le signal 8RB enregistré apres
ces traitements, ce qui indique que le film de @b s:H d’épaisseur 5 nm stabilise
efficacement la surface métallique en évitant ldatyon de la couche d’argent et supportera
des étapes de fonctionnalisation chimique ultéeguDes mesures de réflectivité de tels
substrats stockés a l'air ou dans une solutionBfe éht montré une parfaite stabilité au cours

du temps (mesures pendant un mois).
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d) Caractérisations des couches

(1)Mesures électriques et électrochimiques

Des mesures électriques et électrochimiques ontéétésées sur différentes structures. Lors

de la mesure de la conductivité dans le plan, csuneda résistance entre deux contacts pris a
la surface de I'échantillon comme les contacts 2 sthématisés figure 72. Dans ce cas, la
résistance d’une structure multicouches telle gugr a-Sh.«Cx:H peut étre décrite comme

la résistance équivalente a la combinaison de tésistances en paralléle. La résistance R du
capteur est alors égale a: 1/R=g/R 1/Ryg + 1/Rusii-xex +(Rri étant la résistance de la

couche de titane, &Zcelle de la couche d'argent e{dR.«cx HCelle de la couche d’alliage).

1 2
v, D
a-Si, ,C :H

Ra

g

——{ r, F—7 T

verre

Figure 72 : Représentation schématique du substrdors de la mesure de résistivité.

La figure 73 (a) montre I'évolution de la résigivdes structures hybrides en fonction
de I'épaisseur pour différents taux de carbone (28%%6 et 37%). La résistivité décroit avec
le contenu en carbone et augmente avec I'épaisigelarcouche, atteignant une limite lorsque
la couche est épaisse d’environ 20 nm. Ceci sugpéeda résistivité globale est déterminée
par la résistivité de la couche d’argent plutét gae la résistivité du revétement et que la
conductivité de l'alliage est négligeable. Etanni® que la résistivité d’'un film mince
métallique est gouvernée par la diffusion aux pidke graind® 'augmentation de la
résistivité peut étre attribuée a la dissolutionsilicium amorphe carboné dans la couche
d’argent durant le dépbt par PECVD. Les propriétéstrochimiques des différentes surfaces
ont été mesurées par voltampérométrie cyclique tidisamt Fe(CN)* comme une sonde
redox (Figure 73 b).
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L’argent revétu de 5 nm de ap$iCos7zH présente une cinétique de transfert de
charges similaire a celle de l'argent seul, targli® lorsqu'il est revétu de 5 nm de a-
SineCo3zH ou de a-SisCo26H la cinétique de transfert de charges de I'éeetrest
partiellement bloquée. L'effet bloquant peut étteilaué au caractére semi-conducteur des
alliages silicium-carbone amorphes et a la barrifrd’interface plutét qu'a la valeur de la
résistance que la couche rajoute en série danisclétqnégligeable pour une couche de 5
nm). Dans le cas de la couche a3l 37.H, le faible effet bloquant pourrait étre attribduéa
présence de trous dans la couche et expliquer @rmportement similaire a I'électrode
d’'argent. Cependant ceci n'est pas en accord aaestdbilité de ces substrats décrite
précédemment. Nous avons aussi mesuré les prapéététrochimiques de ces différents
substrats aprés immersion pendant 6h dans desosslut’'acide (0,1M HSO,) et de base
(0,AM NaOH). Les -cyclovoltamogrammes mesurés nesemtént aucune différence
significative. Ceci permet de confirmer la stabilde ces structures. L’augmentation de la
résistivité suggere qu'il y a de l'interdiffusi@mtre la couche a-§&o 37H et I'argent lors
du dépbt par PECVD.

(A) (B)
10 | , 200 | , ,
B SOt 1
8 e
. = 100
g 6L ‘, N 50
d . <
g, SO
S -
i—% 'l -50
(2]
B -100
g2+ .
-150 |- i
0 ' i I -200 | ! ! !
0 5 10 15 20 -0,1 0 01 02 03 04

a-SJT_X Cx thickness /nm E/Vvs. Ag/AgCI

Figure 73 : (A) Mesures de résistivité des substraten fonction de I'épaisseur de la
couche de a-SixCy :H ; (B) les courbes de voltampérométrie cycliguelans une solution
aqueuse de Fe(CNJ (10 mM)/PBS (0,1 M) pour un film d’argent de 38 nmdéposé sur
du verre avec une sous-couche d’adhérence de titade 5 nm, non revétu (ligne noire) et
revétu de 5 nm d'a-Sje1Co 37:H (bleu), a-SbeCo.33:H (rouge) et a-ShsfCo20:H (vert) ;
vitesse de balayage: 0,05 V'sSurface de I'électrode=0,07 cfn
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(2)Caractérisation des surfaces par XPS

Comme l'illustre la figure 74, le spectre XPS d'uoeuche mince de 5 nm de a-
Sio,68Co,37H déposé sur argent montre qu’une quantité lindféegent est présente pres de la
surface (le rapport apparent Ag/Si est égal a @és correction des facteurs de sensibilité
atomique, alors qu’une atténuation complete duadiget attendue dans le cas d’une couche
de silicium amorphe carboné exempt d’argent en gmeren compte la profondeur
d’échappement des photoélectrons). Dans ce contiextaible effet bloquant observé dans
les mesures électrochimiques peut étre attrib@édehsité d'états plus importante lorsque le
taux de carbone augmente et a l'interdiffusion diagent. Par ailleurs, nous avions constaté
figure 69c, que les valeurs d& déterminées pour les structures SPR étaient pipsrtantes
que celles pour des couches déposées directemereisa, ce qui va dans le sens d'une

interdiffusion entre le silicium amorphe carbondastouche métallique.
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Figure 74 : Spectre d’analyse XPS apres dépodt dern de la couche de a-g54Co37:H

sur une couche métallique d’argent.

En conclusion, en dépit de leurs bonnes perfornmatmequ’elles sont utilisées dans les
capteurs SPR, les couches gs3l 37:H montrent certaines limites. Les mesures €laaisq
montrent un certain degré d’interdiffusion entrgemt et silicium amorphe carboné lors du

dépobt. Les mesures électrochimiques suggéerentagaeuche pourrait étre discontinue. Les
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mesures XPS sont compatibles avec la présenceods tomme d'interdiffusion entre
I'argent et la couche déposée, sans pouvoir faipatt entre ces deux contributions possibles.
Toutefois, la bonne stabilité chimique des couchagyere que les trous dans la couche sont

en quantité limitée et que l'effet d’interdiffusi@mmine.

e) Caractérisation du greffage et de 'immobilisation

(1) Caractérisation par XPS

Afin de greffer des biomolécules, I'hydrosilylatiale I'acide undécylénique est faite
sur des surfaces hydrogénées de 5 nm dg @<gk7:H. Des mesures d’angle de contact et

d’XPS nous ont permis de caractériser les strustavant et apres fonctionnalisation.

@) OH
H

NS
HF vapor NNNCOOH
ool > > Lasi

A, hv

Figure 75: Hydrogénation en surface d'un fim mine de a-Si,CiH et

fonctionnalisation subséquente avec I'acide undé@&yique.
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Figure 76 : Spectre XPS haute résolution de C1s d'@iy 6€Co 37 tel que déposé avant (a) et

apres réaction avec I'acide undécylénique (b).

Le spectre XPS en haute résolution de la bande €tlmontré sur la figure 76 (a).
Cette bande peut étre décomposée en 4 composhetpg principal est centré a 283,9 eV
(64%), il est caractéristigue des liaisons C-Shdia que le signal a 284,9 eV (26%)

correspond aux liaisons (GH. Le processus de formation du film de gs3To 37H utilisant
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de fortes concentrations de méthane, on peut pensede matériau obtenu contient non
seulement des groupements SisOfiais également des groupements {gHen d’autres

termes, pour ces fortes proportions de carboneardmerait a la limite du régime basse
puissance lors du dépot. Les signaux a 286,4 eb62a87 correspondant aux structures C-O
(4%) et C=0 (6%) révelent la présence d’'une comation organique de la surface due a
I'adsorption d’hydrocarbones. Cette contaminati@utpaussi expliquer (en bonne partie au
moins) la présence du pic a 284,9 eV. La présdadels produits peut s’expliquer par le fait

que la surface a été préparée plusieurs jours av@ne introduite dans la chambre XPS.

Le spectre Cls en haute résolution de o@fShs7zH aprés greffage de groupements
carboxydécyles, montré sur la figure 76b, peut &éesomposé en cing composantes
différentes. Le pic principal centré a 284,7 eVY#)3st caractéristique des groupements CH
des chaines alkyles et des structures,j Handis que les autres pics a 284,0 (37%), 286,1
(10%) et 287,3 eV (5%) correspondent aux foncti@Si, C-O et C=0. Une bande
additionnelle a 288,6 eV caractéristique des limss@-C=0 est aussi présente. L'attestation
de cette contribution et I'augmentation notable ale a 284,7 eV, maintenant plus
importante que celle a 284 eV, sont des signeshimsgde la fonctionnalisation de la surface

avec l'acide undécylénique.

Le groupe fonctionnel acide carboxylique est palidBcement utile pour sa réactivité
chimique et ses propriétés de mouilld§&. Les substrats SPR fonctionnalisés par un
groupement carboxyle permettent un couplage efficagec des ligands terminés par une

amine suivant le principe montré sur la Figure 77.
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EDC/NHS

Figure 77 : Représentation schématique du procédé edgreffage de la biotine a
terminaison NH, sur la surface a terminaison acide a l'aide d’'un @uplage peptidique
EDC / NHS.
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(2)Caractérisation par IR-ATR

En complément de I'analyse XPS, des mesures IR-8iiRpermis de caractériser les
différentes étapes de fonctionnalisation de la bews-SjsCo 37H. La figure 78 (a) montre
les spectres infrarouge en polarisations p etumnedtouche mince de as$iCo 37H (20 nm)
déposée sur prisme ATR. Le pic intense & 2100 confirme la présence de nombreuses
liaisons Si-H dans la masse du matériau. Les®i2890 et 2953 cthet entre 1250 et 1500
cm’ suggérent que le carbone présent dans la couthessantiellement sous forme €H
comme attendu pour un matériau déposé en « régaseelpuissance ». Apres hydrosilylation
de I'acide undécylénique, les modes vibrationnels liaisons C=0 & 1711 chet ceux des
CH, & 2855 et 2930 cisont clairement visibles sur la figure 78 b. Conpoar I'XPS cette
analyse permet de confirmer le greffage de groupé&snearboxyles a la surface. Par une
analyse quantitative, on peut déterminer la derdsténolécules acides qui est dans ce cas
égale a 2 18 cm?. Cette valeur est plus faible que celle obtenuesda cas du silicium

cristallin 3648

L’apparition des pics & 1744, 1788 et 1816"craractéristiques des modes de vibration des
lisisons C=0 de l'ester de succinimidyle montre de® groupements acides sont ensuite
activés en ester de succinimidyle (ester NHS) (&gI8). La quantité d'ester, égale a 310
cm?, a été déterminée aussi de maniére quantitatives dwans montré que I'activation se
faisait plus rapidement par la voie anhydride (anef, figure 12). Pour de telles couches de
silicium amorphe carboné, la formation de I'anhgldrest plus difficile du fait de la présence
des groupements GHqui éloigne les chaines acides greffées les degsutres comme lors
des expériences représentées figure 24. Le renderiemt donc pas optimal pour de telles
interfaces (~50%). L'amidation des sites estersl@amolécule N-(-2-aminoéthybiotine
permet I'accrochage covalent de la biotine a |daser, caractérisé par la présence des pics a
1650 et 1550 cih
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Figure 78 : (A) Spectres ATR-FTIR d'un film de a-Shslos7zH 20 nm déposé sur un
prisme de silicium, enregistré avec des polarisatis p (bleu) et s (rouge), le spectre de
référence étant la surface du prisme nu hydrogengB) Spectres ATR-FTIR du méme
film de a-Si gCo 2:H modifié avec I'acide undécylénique (rouge), rédmn avec EDC/NHS

(bleu), et amidation avec la N-(2-aminoéthyl)biotie (vert).
f) Mesure par SPR de l'interaction biotine-streptawedi

Les systemes avidine-biotine ont souvent été ésilisomme systéemes d'assemblage
par affinité pour le développement de biocaptéliBe tels systémes peuvent étre facilement
utilisés ici en couplant un groupement biotine &i&n position terminalsur un groupement
amino-alkyle (biotine-NH).

D’aprés les courbes de réflectivité (Figure 79a)lidison de la biotine modifiée NHa la
surface résulte en un changement d’angle de lamaése de plasmons de surface de 0,12°
que I'on sait modéliser par une variation d'épaiséquivalente de 3,1nm, ce qui est cohérent
avec la dimension moléculaire de la biotine non ifige (0,52 nm x 1,00 nm x 2,10 nm). La
reconnaissance moléculaire biotine-streptaviding (Bn x 5,8 nm x 4,8 nrfj** est suivie
par SPR et la cinétique de la réaction de coupé&sgemontrée sur la Figure 79b. Comme
attendu, une forte hausse (changement d’'angle 2&°)0est observée pour les interfaces
modifiées par la biotine tandis que seulement ugtdepaugmentation a été observée pour
celles non modifiées. Le changement d’angle de°0;@&respond a I'épaisseur de la couche
de streptavidine d’environ 6,3 nm ou 2,5 ng/MMEn répétant I'expérience pour diverses

concentrations une limite de détection 6 ng/mLéadéterminée.
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Figure 79 : (A) Courbes de réflectivité en fonctiorde I'angle d’'incidence de substrats en
argent (noir) revétus avec 5 nm d’a-3isCo 37a terminaison acide (bleu) et modifiés avec
la biotine (rouge) dans du PBS. Valeurs obtenuesxgérimentalement (courbes en
pointillés) comparées aux courbes de RPS théoriquésourbes en trait plein) calculées
grace a WinSpall 2.0, (B) Cinétique associée a lteraction de I'avidine (10pg/mL) avec
une surface Ag/a-SisLo37:H modifiee par la biotine (noir), et avec une surfacé\g/a-

Sio,68Co,37non modifiée (gris).
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C. Fluorescence couplée au plasmon de

surface : Applications aux puces a ADN

1. Contrble de la chimie de surface

En vue d’étudier l'interaction entre brins d’ADNpus avons optimisé la structure
pour bénéficier de la sensibilité requise et d'wmémie de surface bien contrblée. Les
couches minces ad¥Co.37:H ne sont parfaitement homogénes ni au plan mespigue
(figure 45), ni au plan microscopique (voir B.3.Bpur combiner les avantages d’'une couche
de faible indice (favorable pour la détection SBR)i'une couche homogene et performante
pour I'immobilisation des sondes, des structurestionuches (37% et 20%) ont été étudiées
puis caractérisées par SPR. La figure 80a monsredarbes de réflectivité pour différentes
structures (Ag ; 5nm a-&Lo37:H/Ag ; 2 nm a-S5Co, :H/3 Nnm a-SLo37:H/Ag ; 3 nm
a-Sh.gCo2 :H/I3 nm a-SLo37:H/Ag). On note que les courbes de réflectivitduptes
structures avec les couches minces sont semblaielgisangle de résonance varie. Au vu de
ces résultats, nous privilégierons la structuren® arSpgCo2:H/3 nm a-Sjs4o.37:H/Ag

(figure 80 B), qui nous permet de pouvoir bien colet le plasma (9 s de temps de dépot).
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Figure 80 : (A) Courbes de réflectivité pour difféentes structures : Ag (noir); 5nm a-
Sipso0.37:H / Ag (bleu); 2 nm a-SpsCo2:H / 3 nm a-SpsLo37:H / Ag (rouge); 3 nm a-
Si0gCo2:H /3 nm a-SpexCo37:H / Ag (vert). (B) Représentation schématique degapteur

choisi pour la suite de I'étude.
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2. Calcul théorique de la réflectivité et du gain en

fluorescence

Afin de bénéficier de la sensibilité nécessaire rpaonesurer des constantes
d’interaction de la réaction d’hybridation entrénisrd’ADN, nous avons exploité I'exaltation
de la fluorescence couplée au plasmon de surfachnigue couramment appelée SPFS
(Surface Plasmon Fluorescence Spectroscog. nombreuses recherches ont montré que
les capteurs SPFS étaient bien plus sensiblesegusapteurs SPR. Knoll a montré gu'il était
possible d’atteindre une limite de détection de B@@molaires par SPFS.Nous avons
d’abord modélisé l'intensité du champ électromaigpét pour la structure décrite figure 80
pour un capteur a base d’or (50 nm) ou d’argentn{88. La figure 81 montre les courbes de
réflectivité et le facteur d’augmentation de laoflescence identifié au carré du champ
excitateur pour les capteurs a base d’argent (eed) (bleu). Comme pour des capteurs sans
silicium amorphe, le facteur d’exaltation calcuiupdes couches minces déposées sur argent
est 3,5 fois plus important que pour des couch@esies sur or (voir figure 65). On note
aussi que pour ces structures le signal plasmodeesteilleure qualité sur argent que sur or.
Ainsi avons-nous décidé de faire les mesures SB&&htellement sur des substrats d’argent.

17— 30

Réflectivité
("e 'n) uoneyexa,p Inajoe4

46 48 50 52 54
Angle / °

Figure 81 : Courbes théoriques de la réflectivité tede lintensité du carré du champ
dans I'eau pour 2 capteurs, 3 nm a-3Co2:H / 3 nm a-SpeCos7:H / Ag (vert) et 3 nm
a-SbgCo2:H /3 nm a-Spefos7:H/ Au (bleu).
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3. Modes opératoires

a) Immobilisation des sondes

En partant de surfaces activées, la sonde G-ONnh (marquée 25-mer [5° (Ch-
NH,-AAC-GCC-CAT-CTT-AAA-ATC-GAC-GCC-T3'] ) est diluée a 5 uM ou 500 nM dans
150 mM d’'un tampon phosphate contenant 0,01% de &pIS 8,5. L'immobilisation se fait
ensuite entre lame et lamelle en déposant 20 plcpd pendant 14-16 h. Aprés dépot, les
sites activés non amidés sont bloqués avec daiéthmine (5 18 M, pendant 15 min), puis

dans de I'eau ultrapure (Millipore) et les lamestss®chées sous un flux d'azote.
b) Hybridation

La surface est alors exposée successivement algi®iss de concentration de 5 nM
a 500 nM contenant I'oligonucléotide CyBN , complémentaire des sondes, G-ON (5'Cy5
[AGG-CGT-CGA-TTT-TAA-GAT-GGG-CGT-T 3’]) a températa ambiante pendant 20
minutes dans un tampon 150 mM de phosphate. De€lae maniere, des cibles contenant
des mésappariements ont été utilisées, une séqaeceun seul mésappariement 5'Cy5
[AGG-CGT-CGA-TTT-AAA-GAT-GGG-CGT-T 3] nommée Cy50N ' et une séquence en
contenant 4, 5'Cy5 [AGG-CGGCA-TTT-TAA-GTA-GGG-CGT-T 3] nommée Cy5-
ON .

c) Mesure de la fluorescence

Les mesures de réflectivité et de fluorescence sgalisées a I'aide du montage ci-
dessous. Afin de mesurer une constante d’affinig¢ rbus avons mesuré des cinétiques
d’hybridation en temps réel que nous avons pu aealgelon le modéle de I'isotherme de

Langmuir>*>°
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Figure 82 : Représentation schématique du montage@érimental permettant la mesure
simultanée de la réflectivité en configuration Kreschmann grace a la photodiode et de la

fluorescence via le photomultiplicateur’

4. Détermination de constantes de dissociation

a) Isotherme de Langmuir

Dans le cadre de cette étude, nous avons analgsdammées d’apres l'isotherme de
langmuir, largement adoptée pour de telles étBG¥sOn suppose I'adsorption d’espéces
neutres sur une surface présentant une quantité dim site d’adsorption pouvant recevoir
chacun une seule espece. Si on considére une d¢matmen N, d’ADN cible C, une
concentration superficiellbls ’ADN sonde S, et une concentration superficidlied’ ADN
double brin H, nous avons :

oN,
ot

:konNc(Ns_Nh)_koﬁ Nh (19)

avecky, etkos les constantes d’association et de dissociatida d&action

C+ S?gg H (20)
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A I'équilibre thermodynamique% =0, atteint apres un temps de I'ordre de&hiNc +Kor),

nous obtenons l'isotherme de Langmuir :

Nh — KaNc

—h=_Tallc 20
N, 1+K_N, (20)

ou K; est la constante d’affinité et est egalk,@ko. On peut aussi inverser I'expression ci-
dessus et, plutdt qu'une constante d'équilibresaigation K;), obtenir une constante de
dissociation Kg) qui a l'avantage de s’exprimer en (mot)LCette constante est souvent
utilisée pour exprimer l'affinité d'un ligand poson récepteur, indication importante pour
I'emploi thérapeutique des agonistes et antagenisteé faibleKy se traduit par une forte

affinité du récepteur pour son ligand, ce qui digniégalement qu'une trés faible

concentration du ligand (agoniste ou antagoniste sfficace.

b) Etude de I'hybridation par SPFS

(1)surface 100% acide

A partir de surfaces 100% acides, nous avons imimébies sondes G-ON a partir
d’'une solution concentrée a 5 uM et mesuré l'iriténde la fluorescence au cours du temps
pour des hybridations successives dans des sddutiencibles CySON de différentes
concentrations (5, 25, 50, 100 et 250 nM), sanadas intermédiaires (figure 83 a). A
I'équilibre, nous avons a chaque fois mesuré Ieaige réflectivité et de fluorescence (figure
83b). On peut se rendre compte ici de la difféeratesensibilité entre le SPR et le SPFS. En
effet la différence entre les courbes de fluoreseeest bien plus appréciable que celle

observée pour les courbes de réflectivité.
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Figure 83 : (a) Cinétique d’hybridation mesurée parfluorescence pour les sondes G-ON
(5 uM) hybridées successivement avec les cibles €l (5 , 25, 50, 100 et 250 nM) ; (b)
courbes de réflectivité et de fluorescence pour chae étape de I'hybridation: PBS
(noir), 5 nM (rose), 25 nM (vert), 50 nM (jaune), DO nM (bleu) et 250 nM (cyan).

Sur la figure 83, on note que I'équilibre est ateirés rapidement pour chaque
hybridation. La figure 84 (courbe rouge) montrevariation du signal de fluorescence
(cinétique d’hybridation) mesurée dans une solutiercibles concentrée a 5 nM. Le régime
transitoire est difficilement résolu, et aprés 3ramdes le palier est atteint. Ce temps
correspond a la durée nécessaire pour remplasaiudon tampon par la solution contenant
les brins complémentaires, ce qui signifie que daass conditions I'hybridation est quasi-
instantanée. Pour une concentration en sondedghle obtenue en immobilisant les sondes
a partir d’'une solution concentrée a 500 nM, laétque est ralentie et I'on retrouve un
comportement proche de celui observé au chapitriégg@re 57 (quasi premier ordre). De
facon surprenante, l'intensité de fluorescence aenthybridation est plus faible lorsque les
sondes ont été immobilisées a partir d’'une soludidnuM plutdt qu’a 500 nM. Cela suggére
qgue dans le premier cas, seule une partie des s@slehybridée et qu’ensuite les génes
stériques limitent la réaction, alors que danst®rd cas le rendement d’hybridation est bien
plus élevé. Par conséquent, nous avons par ladggidé d’immobiliser les sondes a partir de

solutions concentrées a 500 nM.
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Figure 84 : Cinétique d’hybridation des sondes G-ONb pM (rouge) et 500 nM (vert)
avec les cibles Cy5oN 5 nM.

L’'immobilisation des sondes sur une surface 100%lea@ partir d’une solution
concentrée a 500 nM permet de suivre les hybridgtisuccessives avec une sensibilité
environ 4 fois plus importante que lorsque les ssnétaient immobilisées a partir de
solutions concentrées a 5 uM, comme le montrei@apaison des figures 83 et 85. En effet
pour une hybridation a 250 nM sur une surface alex sondes immobilisées a 5 uM, le
signal est égal & 2. 1@oups par seconde alors qu'il est égal & ®cbOps par seconde pour

une surface avec des sondes immobilisées a 500 nM.
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Figure 85 : Courbes de réflectivité et de fluoresecee pour une surface avec les G-ON

(500 nM) hybridées successivement avec les cibleg5o0N : 5 nM (rose), 25 nM (vert),
50 nM (jaune), 100 nM (bleu) et 250 nM (cyan).
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Comme au chapitre 2, nous avons optimisé les substn préparant des surfaces
acides diluées dans le décéne pour favoriser lilgbon. La figure 86 montre les différentes
cinétiques d’hybridation dans des solutions deesiliiloncentrées a 5 nM pour des surfaces
acides 100%, 33%, 25% et 15%, activées et amidézsdes sondes concentrées a 500 nM.
Alors que pour les trois premieres surfaces, lésitigtions suivent des cinétiques du premier
ordre, I'hybridation des sondes immobilisées sut3&o est instantanée, comme si tous les
sites activés avaient été amidés et qu’ensuite kesissites accessibles soient facilement
hybridés. Comme sur la figure 84, le signal ne pag une cinétique de premier ordre, mais
de facon remarquable l'intensité de la fluorescesttenue a partir d’'une surface acide 15%
(cinétigue instantanée) est significativement sigpée a celles obtenues a partir de surfaces
acides plus concentrées (cinétique de premier pridieffet observé ici est beaucoup plus net
que celui observé au chapitre 2 pour des sondeslnitis€es a partir de solutions concentrées
a 5 uM (figure 60). Ceci suggére que dans le cassdgaces préparées a partir de couches
acides a 15 %, I'accessibilité des sondes a I'loighion est meilleure.

410* : : . . : : :
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Figure 86 : Cinétique d’hybridation des sondes G-ON500 nM avec les cibles Cy®N 5
nM pour différentes surfaces : 100% acide (vert) ;33% (rouge) ; 25% (noir) et 15%
(bleu).
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Nous avons donc réalisé pour le capteur a baseedionche acide 15% différentes
hybridations successives (pour des cibles conantde 5 nM a 500 nM). La figure 87
montre les valeurs de fluorescence obtenues aililéguainsi que la courbe d’ajustement a
une isotherme de Langmuir permettant de déternianeonstante d’association. Dans le cas
de cette surface la constarg est égale & 1,8 fOmol/L. Cette valeur est plus importante
gue celle observée dans la littérature, ce quinpdugtre lié a la valeur élevée de la densité
des sondes sur nos surfabees valeurs d&y déterminées d’aprés nos mesures souffrent
toutefois de ne couvrir que la partie de la coudeeLangmuir correspondant aux basses
concentrations. Elles gagneraient en fiabilité @métant les expériences dans une gamme de
concentrations des cibles supérieur&g.a
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Figure 87 : Intensité de fluorescence maximale aftge a I'équilibre en fonction de la

concentration des cibles Cy5ON (bleu) et courbe d’ajustement (rouge).

Nous avons ensuite utilisé ces capteurs pour iiikmith présence de mésappariements
sur les sondes complémentaires. La figure 88 moletse cinétiques d’hybridation des

séquences Cy®N, Cy5-ON’, Cy5-ON” & 5 nM avec les sondes G-ON (500 nM). On
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note que les cinétiques ont la méme allure maifluarescence dépend du nombre de
mésappariements. En effet pour des brins compléinestla fluorescence est égale a 34000

coups par seconde contre 24000 pour un mésappatient0500 pour 4 mésappariements.
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Figure 88 : Cinétiques d’hybridation des sondes G-@ 500 nM (vert) avec les cibles
Cy5-ON (rouge) ; Cy5-ON’ (bleu) ; Cy5-ON” (vert) & 5 nM.

Nous pouvons déterminer les constantes de disgntipgbur les différentes cibles
contenant ou non des mésappariements par des atybnsl successives (a des concentrations
de cibles croissantes a 5, 10, 25, 50, 75, 100, 260, 250, 350 et 500 nM). La figure 89
montre les isothermes pour les différentes cilles. constantes de dissociation déterminées
par ajustement des valeurs obtenues a l'isotherenéathgmuir sont rassemblées dans le
tableau 5. Comme attendu, les constantes de digwcsont plus grandes lorsqu’il y a des
mésappariements (plus il y a de mésappariements ldarséquences, plus il faut augmenter
la concentration des cibles pour « forcer » I'aggaent). Cependant la valeur théorique de la

fluorescence determinée au palier est aussi plp®riante, ce qui n'est pas intuitif (si on
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force I'hybridation, on s’attend a trouver un niuede fluorescence équivalent dans la mesure
ou les sondes sont immobilisées avec la méme ctraten superficielle). Dans le cas
présent, les valeurs du plateau de fluorescencenobs a partir des ajustements paraissent
méme aberrantes, car on voit mal pourquoi le nivdatluorescence atteint en hybridation de
séquences présentant des mésappariements sesaiigla que lorsque la correspondance est
parfaite. Il s’agit sans aucun doute ici d'imprémisde la procédure liée au fait qu’on ne

dépose que des valeurs aux faibles concentrations.

Pour obtenir des valeurs réalistes, il faut donstay les courbes en imposant le méme
niveau de fluorescence final. Si on ajuste lesstamurbes en méme temps, on trouve un
niveau de fluorescence final égal & 2’ 16oups. On ajuste alors les isothermes
indépendamment les unes des autres en imposantipeateur palier le méme niveau de
fluorescence a 2 10coups. Comme avec I'ajustement sur la figure 89,tmuve des
constantes de dissociation plus élevées lorsquél des mésappariements (Tableau 6). La
différence dans les constantes de dissociationpks faible que lors de I'ajustement
précédent mais sans doute plus réaliste aussi.v@lesrs permettent tout de méme de
différencier les brins complémentaires des brimgemant des mésappariements.
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Figure 89 : Intensité de fluorescence maximale aftge a I'équilibre en fonction de la
concentration des cibles avec leur courbe d’ajusteemt Cy5-ON (rouge), Cy5-ON’

(bleu) ; Cy5-ON” (vert).
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Cy5-ON Cy5-ON’ Cy5-ON "

Kg (mol/L) 1,8 10° 3,4 1¢° 1,5 10*

Fluorescence au 1,7 1d 3,310 5116

palier (coups)

Tableau 5 : Valeur de la constante de dissociatioat de la fluorescence théorique au

palier de I'isotherme pour les différentes ciblesgjustement libre).

Cy5-ON Cy5-ON’ Cy5-ON”

Kg (Mol/L) 2,210 3,2 10° 5,6 10°

Tableau 6 : Valeur de la constante de dissociatigmour les différentes cibles (ajustement
avec contrainte d'une méme valeur au plateau) obtere en fixant a la méme valeur (2.

10" coups) la valeur de fluorescence au palier de l@arbe de Langmuir.
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Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons montré comment lieged silicium-carbone amorphes,
déposés en couche mince, permettent d’augmensanisibilité des capteurs SPR de facon
significative en fonction de I'indice de la coucli effet, un capteur 5 nm ay$iCo 37H /Ag
est 2,8 fois plus sensible qu’un capteur SPR a thaseet 2 fois plus sensible qu’un capteur a
base d’argent seul. Une étude de stabilité chimagyoeontré qu'il était possible d’utiliser ces
substrats pour des applications biologiques. Mé&snenous suspectons la présence
d’interdiffusion entre la couche métallique et @uche de silicium amorphe, nous avons pu
démontrer, par XPS et infrarouge, que I'on peuffgresur la couche amorphe de fagon
covalente des monocouches acides, qui peuventteré&te activées et amidées pour I'étude
d’interactions biologiques comme entre la biotih&aestreptavidine.

Une étude par fluorescence nous a permis d’optimaseensibilité en nous intéressant
a I’'homogénéité de la chimie de surface et a Isitemles sondes. Ainsi nous avons montré
gu’'un substrat d’argent recouvert d’'une doublecbeud’alliages silicium-carbone amorphes
Ag/a-Sh Lo 37 :H/a-Sb 8Co 2 :H fonctionnalisée avec un mélange (15% acide% &@cene)
permet d’augmenter la sensibilité d’'un facteur &8s substrats, en plus d’'étre trés sensibles,
sont suffisament sélectifs pour différencier aisétmdes cibles complémentaires de cibles

contenant un mésappariement.

Il serait cependant intéressant de procéder atddssde cinétique d’hybridation par
SPFS en faisant varier la densité de sondes sursurface 15% acide, ainsi que la
concentration superficielle des molécules cibless Bhesures de fluorescence couplées a des
mesures infrarouge sur silicium amorphe permetitaie mieux comprendre les cinétiques

mesurées et les comportements observés.
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Chapitre 4 : Biocapteurs a base de
nanostructures pour une double
détection : par résonance de plasmons

de surface localisés et fluorescence
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« La science ne consiste pas seulement a savgirae doit ou peut faire, mais aussi a savoir
ce qu'on pourrait faire quand bien méme on nephstle faire. »
U. Eco
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Introduction

Des progrés remarquables ont été réalisés cesdesrannées pour le développement des
biocapteurs a résonance de plasmon de surface diétudier les interactions de
biomolécules:? Comme montré au chapitre précédent, la SPR esiidgsée comme une
technique de référence dans le domaine des biagaptparticulierement pour I'étude de
cinétiques de réaction et la détermination de @mtes thermodynamiques, par exemple la
constante de dissociation. Quand les plasmons d&aceu sont confinés dans des
nanoparticules métalliques, des modes optiquedidésasont observés permettant un champ
électromagnétique élevé a l'interface nanopartiouileeu diélectrique:® Comme pour les
plasmons de surface, les plasmons de surfacedésalLSPR) sont sensibles au changement
local d’'indice de réfraction qui varie lors d’uneconnaissance moléculaire entre des sondes
et les cibles complémentaires. Pour la plupartcdgseurs LSPR utilisant des nanoparticules
d’or, 'accrochage des sondes sur les capteurs Ls&HRit principalement via les liaisons Au-
S en utilisant la chimie des thidlsAlternativement le dép6t d’'une couche mince sir le
nanoparticules permet d’adapter différentes tephes de fonctionnalisation, par exemple
I'accrochage via des liaisons électrostatiques p#ess chargées négativement avec des

amines greffées sur une couche de silice dépoksésugface de nanoparticules d*%f

Bien que le champ électrique localisé décroissaurardistance de l'ordre de la taille de
la nanoparticulé’*2 plusieurs groupes ont montré récemment qu'il gtadtsible d’optimiser

la sensibilité du capteur en y intercalant un espgcomme la silic&®**

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons a datiifin des alliages silicium-carbone
amorphes comme espaceur. Nous montrerons l'intergiouvoir contréler la sensibilité du
capteur LSPR via un contréle de la chimie de setfanfin nous étudierons le couplage
fluorescence / plasmons de surface localisés, poarétude de la réaction d’hybridation par
fluorescence a partir d’'un substrat LSPR.
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A. Plasmons de surface localisés

1. Intérét des nanoparticules

Depuis la fin des années 90, les nanotechnologigs connu un réel essor. Les
nanoparticules, dont les propriétés optiques dégandortement de la taille, trouvent
cependant leurs premiéres applications il y a plusi siecles. Un exemple connu de tous est
I'utilisation de nanoparticules pour les vitrauxsdiglises du Moyen-Age ou encore la coupe
de Lycurgus qui apparait verte en réflexion et eoag transmission (400 apres J.-C.) (figure
90). Aujourd’hui les nanoparticules sont utiliséless différents domaines, de la photonique

a la médecine.

Figure 90 : Coupe de Lycurgus (exposée au British deum a Londres). Verte en

réflexion et rouge en transmission.

En 1908, Gustav Mie a montré que les propriétégjops des nanoparticules métalliques
reposent sur I'oscillation collective des électrdesconduction induite par interaction avec un
rayonnement électromagnétique (figure ¥1les modes d'oscillation des charges sont
nommeés plasmons de surface localisés. Les chatgessdumises a une force de rappel qui
les ramene toujours vers le centre de la partidels, oscillation est résonnante pour une
certaine fréquence d’excitatiGri® L'impossibilité de créer des excitations propagggi de

I'ensemble des nanoparticules disjointes relacheofadition de couplage existante en SPR
classique (chapitre 3), il y a donc moins de cantea expérimentales en LSPR ce qui rend

I'utilisation des nanoparticules intéressante.
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Figure 91 : Action d’'un champ électromagnétique sule plasmon d’'une nanoparticule
métallique montrant le déplacement du nuage électroque par rapport au centre de la

nanoparticule
2. Théorie des plasmons de surface localisés

Gustav Mie a développé en 1908 une théorie exatities solutions au probleme de
l'interaction de sphéres métalliques isolées aadarhiére. Ces solutions ont une expression
simple dans le cadre plus restreint de l'approxonatie Rayleigh ou le diameétre des
nanoparticules est tres petit devant la longueamd#, car on peut alors considérer que le
champ électrique est uniforme dans la sphere. lefficent d'absorption d’'un ensemble de

nanoparticules avec une concentratiars’exprime alors de la maniéere suivante :

A

247N 48 i £
= (18)

/1 (8‘ + 2‘E‘medium)z + 8"2

Ou a est le rayon de la particudgeqiumla constante diélectrique du milieu extérieus’ et &”

les parties réelle et imaginaire de la fonction ladigigue du métal constituant la
nanoparticule. L’absorbance est maximale quand droxhinateur tend vers zéfo.Le
phénomene de résonance apparait donc a la fréqédexteomagnétique pour laquelle

&= -2 emedium €te” trés petit, déterminant ainsi I'existence de plassnde surface localisés.
Seuls les métaux possédant des électrons libresnfimlement I'or et I'argent, le cuivre et
les métaux alcalins) possedent des résonancesngaiasdans le spectre visible présentant
ainsi de telles couleurs (figure 92y La fréquence de résonance plasmon dépend de

plusieurs parametres comme la composition, oulla thes particules. Elle dépend aussi de la
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forme des nanoparticules, bien que cela n'appargias explicitement dans I'équation (18)
obtenue pour le cas de nanoparticules sphériques.

Dans le cas de substrats pour lesquels la dersstéahoparticules est importante et
ou la longueur d’onde est grande devant la tadk mhnoparticules et la distance les séparant,
nous pouvons considérer que nous sommes a la ieiterostatique. Les nanoparticules sont
en interaction les unes avec les autres, ce quiteésn la concentration de champs électriques

intenses entre les nanoparticules, appelés pacioisnts chauds ».

A la résonance, une forte extinction de la lumigseobservée, associée a un intense
champ autour de la particule, dont l'intensité décrapidement avec la distance. Une
molécule placée a proximité de la nanoparticuleaiti@tie verra dans ce cas un champ avec

une intensité un a deux ordres de grandeur supénmu rapport a celle du champ incident.

(b)

Figure 92 : Photographie en lumiére blanche, erstréssion (a) et en réflexion (b), de
solutions colloidales contenant des nanoparticdles de différentes tailles : de gauche a
droite (150 nm, 100 nm, 80 nm, 60 nm, 40 nm, 20.nm)

3. Biocapteurs LSPR

Au début des années 2000, le groupe de Van Duymmrdré qu’il était possible
d’utiliser des substrats a base de nanoparticudas [tude de réactions biologiques grace a
I'évolution du pic LSPR Xnay).* En effet, comme le montre la figure 93a le sigiépend
fortement de I'indice de réfraction a la surfacesdbstrat. L'évolution du pic LSPR pour des
nanoparticules d’'argent dans différents solvantmpede déterminer la sensibilité du capteur
grace & la pente de la droite Xgy en fonction de l'indice de réfractidrt’ De nombreuses
équipes se sont alors intéressées a la réactigtritiation et ont montré qu'il était possible

d’obtenir une sensibilité plus élevée que pouckgsteurs SPR>’
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Figure 93: (A) Spectre d’absorbance de nanopartidas d’argent immergées dans
différents milieux de gauche a droite (azote, méthenl, 1-propanol, chloroforme et

benzéne) ; (B) Variation dehmax €n fonction de l'indice de réfraction du solvant’

B. Utilisation des couches minces a-§iC, :H

1. Modes opératoires

a) Evaporation des nanoparticules

Les lames de verre sont dans un premier tempsdageultrasons dans I'isopropanol
et l'acétone. Aprés un ringage soigneux a l'eauli@l elles sont séchées sous azote et
introduites dans la chambre d’évaporation (MEB 5BQ&sys).

Les nanoparticules (Np) sont déposées sur desslaieeverre par évaporation
thermique d'un film mince métalligue (par exemple flm d'or de 4 nm), suivie d’'un
démouillage du film par un traitement thermiqueidap un recuit a 500°C pendant 60

secondes sous un flux d’azote grace au four JigeleEirst 10638
b) Dépobt de silicium amorphe

Des films de silicium amorphe carboné sont déposésme aux chapitres 2 et 3 par
PECVD en régime « basse puissance », le taux énatarbone (C) dans le matériéant
ajusté en variant la proportion de méthane dans mélange gazeux([CH)/
{[CHA+[SiH4}). **°
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c) Fonctionnalisation de surface

La couche mince a-§iCx: H est ensuite fonctionnalisée suivant les procEsiu
précédemment décrites dans les chapitres précédemtsref, la surface est hydrogénée par
des vapeurs de HF (15 s) puis une monocouche @acidiécylénique est greffée par
photochimie (3 h; 312 nm). Les sites acides sorsuiée activés par traitement dans un
mélange équimolaire EDC/NHS a 5 mM. Pour 'étudeipfiarouge, la réaction d’amidation
a été étudiée avec I'éthanolamine & 5 Mdpendant 15 minutes & température ambiante.

d) Immobilisation des sondes et hybridation

(1)Etude LSPR

En partant de surfaces activées, la sonde G-ONn (narquée 25-mer [5° NH
(CH,)e-AAC-GCC-CAT-CTT-AAA-ATC-GAC-GCC-T3] est diluée a 1® M dans 150 mM
d’'un tampon phosphate contenant 0,01% de SDS a,pH_8nmobilisation se fait ensuite
entre lame et lamelle en déposant 20 pL paf pendant 14 & 16 h pour I'analyse. Aprés
dépot, les sites ester de succinimidyle non anmsdés bloqués avec de I'éthanolamine (5 10
M, pendant 15 min), puis dans de I'eau ultrapurdlippdre) et les lames sont séchées sous un

flux d’azote.
La surface est alors hybridée avec des solutiondiftrentes concentrations de 50

nM & 500 nM contenant I'oligonucléoti@N (complémentaire des sondes ON-G) 5’ [AGG-
CGT-CGA-TTT-TAA-GAT-GGG-CGT-T 3] a température ambte pendant 40 minutes
dans un tampon d’hybridation contenant (2X SSC%03DS, 35% formamide, 0,1% de

sperme de saumon).

(2)Etude en Fluorescence

Les sondes G-ON, CyBN-G (5 [Cy5-AGG-CGT-CGA-TTT-TAA-GAT-GGG-
CGT-T-(CH,)s-NH2]3") et Cy3-ON-G (5'[Cy3-AAC-GCC-CAT-CTT-AAA-ATC-GAC-
GCC-T-(CH)s-NH,]3") sont déposées dans les mémes conditions §L0tampon phosphate
0,01% SDS) par le robot Microgrid Biorobotics lirsles lames activées.

La surface est alors hybridée avec des solutiortodeentrations de 5 fM, 500 fM, 50

pM et 5 nM contenant I'oligonucléotide Cy®N , complémentaire des sondes G-ON et Cy3-
ON-G, (5 [Cy5-AGG-CGT-CGA-TTT-TAA-GAT-GGG-CGT-T 3) a température
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ambiante pendant 40 minutes dans un tampon digtion contenant (2X SSC, 0,1% SDS,
35% formamide, 0,1% de sperme de saumon). De laegméamiére, la séquence CYBN ”
5Cy5 [AGG-CGT-GCA-TTT-TAA-GTA-GGG-CGT-T 3] contenant 4 mésappariements a
été utilisée.

Des ringcages post-hybridation de 2 minutes sonuiengéalisés, en utilisant 4
tampons (2XSSC + 1% SDS; 1X SSC +0,1 SDS; 0,1X 62,5 X SSC) lorsque les
hybridations sont réalisées dans une chambre distioon ou Hyblive (voir chapitre 2).

e) Mesure

Les mesures LSPR ont été faites grace au spectmpbtre UV-Vis Cary 50 scan
pour des longueurs d’'onde comprises entre 400 @n8&@ Les mesures de fluorescence ont
été faites comme au chapitre 2 en utilisant le seaAxon instrumentation personal 4100A
pour mesurer l'intensité apres immobilisation desdes et aprés leur hybridation avec les
cibles en chambre d’hybridation (Tecan). Pour tétun-situ de I'hybridation, on utilise a

nouveau l'appareil Hyblive.
2. Dépot de couches minces a-&iy :H

a) Caractérisations des nanoparticules

La figure 94 montre une image MEB (microscopie &tetque a balayage) de la
surface obtenue apres évaporation et recuit a 5aQ@rCfilm d’or (4 nm). Cela conduit a la

formation de nanostructures en or (AuNp) avec ailke tmoyenne de 33 nm.
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Figure 94: Image en microscopie électronique a bajage (MEB) typique de la structure
LSPR formée et histogramme de distribution des tdiés des nanoparticules®

b) Caractéristiques des plasmons de surface localisés

La figure 95 (courbe grise) montre que les nanosires présentenin maximum
d’absorption &max = 575 nm, une absorptiopak de 0,24 et une largeur a mi-hauteur (fwhm)
de 120 nm. La reproductibilité des lames est éearémesurant le signal LSPR sur 8 lames
différentes. Nous avons mesuré un écart-type e pourknax et 0,02 unité d’absorbance
pour hax Ces substrats présentent des bandes d'extindtdes dans le spectre de
transmission UV-Visible dues a I'excitation desgpens de surface localisés (LSPR) sur les

nanostructures d’or.

158



04 I T | | |
035 3% -

5%
0,3 |-10 %

0,25

o
N

absorption
o
o

o
—

0,05

0 | | | I
450 500 550 600 650 700 750 800

wavelength / nm

Figure 95: Spectre de transmission UV-Visible (UWis) dans l'air d’'une interface
verre/nanoparticules d’or nue ou revétue d’'un filmde 20 nm d’épaisseur d’a-SixCx:H,

X variant de 3 4 37%:8

Nous avons ensuite étudié I'influence du dépétildesfde a-Si«Cx:H sur les propriétés
LSPR. Pour faire cette étude, des films de 13&5iH de 20 nm d’épaisseur présentant des
taux de carbone allant de 3 % a 37 % sont dépdsksffet du dépodt sur le spectre de
transmission UV-Visible de l'interface est ensuiéeherché (Figure 95). On remarque que le
dépobt des films de a-SiC«:H déplace les bandes LSPR vers les longueurs d’qohas

élevées tout en augmentant leur largeur a mi-hauteu

La Figure 95 montre qu’un faible taux de carborsilité en un déplacement plus fort.
En outre, une augmentation du taux de carbone ldafilsn de a-Sj «Cy:H au-dela de 20 %
diminue I'absorption et augmente la largeur a mitbar. Ces comportements sont liés a un
changement dans les parties réelle (principalerpent Anay) €t imaginaire (principalement
pour la largeur a mi-hauteur) des indices de rébmacdes alliages de a-SCx:H formés.
Ceux-ci varient respectivement entre4,2-0,07 etn=1,81-1,0%10% pour a-Si:H et pour a-
SiosLCo37H. Le film de a-Si..Cx:H avec un taux de carbone de 20 % permet d’obterer
structure avec des caractéristiques spectralesdblas en termes de sensibilité et d’intensité
d’absorption : maximum d'absorption situésx = 614 nm, absorption au pic de 0,29 et

largeur a mi-hauteur de 150 nm.
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c) Influence de I'épaisseur de as&Co 0H

L’influence de I'épaisseur de ap3iCo 20H sur le décalage du maximum d’absorption

LSPR est maintenant examinée. La Figure 96 momesechangements dans le spectre de

transmission UV-Visible lorsque les nanoparticulder sont revétues d'un film de a-

Sio sdCo 20H d’épaisseur croissante. Le spectre représelgatécalage d&nax en fonction de

I'épaisseur du film de a-&Co20H montre un comportement oscillatoire avec uneopér

de 125 nm et une amplitud®m.x de 40 nm (Figure 96B). Un comportement oscill&oir

similaire a été rapporté récemment pour les natiopbes d’or revétues d’un mince film de
SiOy dans I'eal. Le dépdt d’un film de a-$iCo2cH de 5 nm entraine un déplacement de

Amax de 20 nm vers les grandes longueurs d'onde ppomag des nanostructures en or non

revétues.
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Figure 96 : (A) Spectre de transmission UV-Vis dandair d’'une interface verre /
nanoparticules d’or recouverte de couches de ad3Co:H d’épaisseur croissante ; (B)
Variation du déplacement du maximum déknax (LSPR) en fonction de I'épaisseur en nm

de la couche superposée de ap3Co 2:H.

Comme dans le cas des structures SPR étudiéesapiirehprécédent, la sensibilité a
été déterminée par immersion de ces différenteststes dans des solvants d’indices de
réfraction différents (figure 97). Un changement jdgx de 80 nm par unité d'indice de
réfraction est observé pour un film de @43Cy26H de 20 nm, tandis qu’un changement de
112 nm par unité d'indice de réfraction est obsgmwér une couche de 5 nm d’épaisseur.

Cette sensibilité est en bon accord avec des txagigja publiés notamment par Haynes et
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Van Duyne® L'utilisation des interfaces revétues de films1d®-200 nm est possible pour
des études de détection a longue distance, avdéaalageinax de 50 nm par unité d'indice

de réfraction.
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Figure 97 : Variation de Amax €n fonction de I'indice de réfraction de différens solvants
pour différents substrats verre / AuNp recouverts @ 5 nm (vert), 20 nm (bleu) and 150

nm (noir) de a-Sip gCo 2:H.

La stabilité chimique des interfaces LSPR revétias film de a-SjsfCo20H de 5
nm a été testée par le suivi du signal LSPR desfates immergées dans I'eau, I'éthanol et
un tampon phosphate a température ambiante. Adammgement dans le signal LSPR n’a été
observé lors de ces immersions successives de ttatume a température ambiante. Ces
substrats peuvent donc supporter les étapes déidonalisation et sont stables durant les

mesures cinétiques.
d) Caractérisation de surfaces fonctionnalisées

Les substrats LSPR sont ensuite fonctionnalisés petmettre I'immobilisation de
molécules biologiques. C’est dans le cadre de éttie que nous avons pu remarquer que la
couche mince a-8sCo20H était particulierement intéressante pour bérefide bonnes
propriétés optiques et qu'elle nous permettait detréler la chimie® Aussi avons-nous
décidé de caractériser la couche par infrarouggirdi 98) et d’étudier les différentes étapes
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de fonctionnalisation par la suite. La figure 98ntme le spectre ATR FT-IR (Absorption
Infrarouge par Transformée de Fourier en réflexiotale atténuée) d'un film de a-
Sio.sCo 20H déposé sur un prisme ATR de silicium référencé@ectre du prisme de silicium
cristallin nu. Le pic intense & 2100 ¢nronfirme la présence d'une grande quantité de
liaisons silicium-hydrogéne dans le matériaas bandes détectées & 2890"ah 2953 crit

indiquent que le carbone dans le film est majoetaent sous forme de GEf**°
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Figure 98 : Spectre ATR-FTIR en polarisations p ets d’'une couche mince de a-
Sio.gCo2H (20 nm) déposée sur un prisme de silicium. La férence est le prisme de

silicium cristallin « nu » avant dépot.

La figure 99 montre les différentes étapes de fonptlisation de la couche a-
SipsCo2H. Les bandes vibrationnelles C=0 & 1711'cet CH, & 2855 crit et 2930 crit
permettent de caractériser le greffage de groupesorydécyles sur la couche mince a-
Sio,sCo,26H. L'intégration de 'aire des pics de la bandeGCpermet de déterminer la densité
moléculaire des groupes carboxydécyles lis 7,8 13° cm? (courbe bleue). Cette valeur,

2223 ast probablement due & une

inférieure & celle du silicium cristallifNgE 2,5 13* cm?),
rugosité de la surface et a la moindre disponébdies sites d’accrochages en surface liée a la
présence de groupes méthyles au sein du matériau.

La fonction acide est par la suite convertie ergrogupement ester dans une solution de

EDC / NHS (N-éthyl-N'-[3-diméthylaminopropyl] carbigmide/N-hydroxy succinimide) a 5
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mM / 5 mM. Comme précédemment, on observe la faomatles esters activés par la
disparition compléte du pic caractéristique deitlacd 1711 cr et I'apparition de nouveaux
pics & 1744, 1788 et 1816 tnassociés a l'ester de succinimid$fé® La quantité des

groupements ester formés est estimébl=a7,2 16° mol cni®>. Ceci correspond & une

efficacité d’activation de I'ordre de 90%.

Le spectre ATR-FTIR de la surface activée par deshprés réaction avec
I'éthanolamine, représenté sur la figure 99 (courbiee), montre I'apparition de pics a 1651
et 1551 crit des groupes amides. La quantité de groupementsleamiormés est
N = 7,2 162 cm?. Le pic carboxyle restant & 1711 tmévéle la présence des acides non

activés?®
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: . |
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Nombre d'onde (cm'l)

Figure 99 : Spectre ATR-FTIR de a-SjgCo2H modifié avec l'acide undécylénique
(bleu), réaction avec EDC/NHS (vert), et amidationavec I'éthanolamine (noir) ; Les
courbes rouges correspondent aux courbes ajustéesys calculer les concentrations

superficielles des groupes fonctionnels liés a lar§ace.
3. Etude de 'hybridation

Les interfaces (5 nm aCoH / Au Np) sont suffisamment optimisées pour

permettre de suivre I'hybridation. Pour cela nouiv@ns par des mesures in situ et en temps
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réel I'évolution de I'absorption a une longueurmtie donnée (figure 100). Les mesures sont
réalisées dans un premier temps dans le tamponméihghpidation puis la cinétique de la
réaction est mesurée en introduisant la solutiortez@nt les brins d’ADN complémentaires.
La figure 100 (A) montre une cinétique mesurée alexbrins complémentaires a 500 nM a
une longueur d’'onde donnée (595 nm). On peut plaues suivre la cinétique en regardant le
décalage et la variation d’absorbandg,a. La figure 100 B montre la variation d’absorbance
a Amaxmesurée apres hybridation avec différentes coratmts en cibles. Cela nous permet
de pouvoir déterminer la limite de détection (ddes conditions conventionnelles de
détermination de celle-ci, quantifiée selon le gdwment d’absorbance a la longueur d’onde
Amaxdéterminée en I'absence de cibles dans la soldttoybridation) qui est ici environ égale
a 40 nM. Cette limite est légerement plus faible qeelle mesurée par Szunerits et coll. pour
un substrat SiOx/AuNp/ verre, égale a 60 hMest cependant clair que pour bénéficier de la
sensibilité maximale, il vaudrait mieux se placar point d’inflexion de la couche
d’absorption plutdt qu’a son maximum. Dans ces @, la limite de détection pratique
peut étre sensiblement inférieure a la valeur ssds. On voit d’ailleus en comparant les
figures 100a et 100b que la sensibilité est biegilleure si on regarde la variation

d’absorbance a une longueur d’onde fixe différefeiax.
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Figure 100: (A) Evolution de l'absorption (signal LSPR) a 595 nm au cours de
I'hybridation sonde/cible des oligos sondes G-ON 10M et des oligoméres cible©ON a
500 nM mesurée in situ par spectrométrie optique ant (a) et aprés introduction des

cibles (b); (B) variation de I'absorbance au niveaue Amax.
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C. Etude par fluorescence

1. Fluorescence couplée aux plasmons de surface

localisés

Dans la partie précédente, nous avons montré coii@e propriétés optiques des
nanoparticules permettent I'élaboration d’'un captegs sensible en suivant le signal LSPR.

Nous nous intéresserons désormais a I'exaltatidfudeescence par les nanoparticuies.

L’étude de la fluorescence est bien plus complexeles nanoparticules que sur les
films plans ou le phénoméne de recombinaison nodiatige (« quenching ») est
particuliérement génant pour une distance métaliiphore inférieure & 20 nfiLe champ
électrique autour de la nanoparticule, résultantcduplage de la lumiere incidente et des
plasmons de surface localisés, est trés intensetetine une augmentation de la fluorescence
et une diminution du temps de vie du fluorophdré.e facteur d’exaltation dépend fortement
de la taille, de la répartition, de la forme, de ltmgueur d’onde de résonance des
nanoparticules, de la distance métal / fluoropmoags aussi de la longueur d’'onde d’émission
et d'excitation des fluorophorés®?®32 La relaxation non radiative est le principal date
désexcitation lorsque la distance est inférieusenin>3>° Au-dela de cette distance, le canal
radiatif redevient appréciable et la diminution témps de vie persiste encore, conduisant a

un maximum d’exaltation & une distance environ&gal0 nnt°

Un compromis pour contrbler la distance est d'sgitiun espaceur. Ceci permet aussi
de limiter I'instabilité de la morphologie des npadicules et des propriétés optiques lors de
Iimmersion des substrats dans différents solvantsrs du séchagé=>° Il faut utiliser pour
cela une couche mince semi-transparente ou tragrsear’ “>*! Cette couche peut aussi
permettre de contréler I'accrochage des biomoléculdous avons en effet montré dans la
partie précédente que nous pouvons contrbler haiethde surface sur des couches minces (5
nm) d’alliages silicium-carbone amorphes et quiularescence est méme amplifiée grace au
contrdle de la chimie (chapitre P)L'objet de cette partie est de voir comment lessuat
LSPR a base de silicium peut aussi étre utiliséntaggusement pour des études en

fluorescence, notamment d’hybridation de brins dMAD
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2. Influence de la composition des nanoparticules

La figure 101 montre une représentation schématiyueapteur LSPR utilisé pour
cette étude. Il consiste en une répartition homegknnanoparticules (or, argent ou or/argent)
recouvertes de silicium amorphe carboné (20%),leguel sont greffées les sondes. On

détecte I'appariement des cibles marquées aveltuarophore.

worescence microscope

C é
G
A
g E
&gNH &gNH
a-Si goCo.20:H

OV C Y C SHC—huNSs

verre

Figure 101: Représentation schématique du capteur&PR

Dans le cadre des capteurs SPR, on a remarquéaggent est plus sensible que l'or.
Qu’en est—il ici? On peut aussi songer a utilides alliages argent-or pour ajuster les
propriétés du signal LSPR. A partir des images ME&nme celles de la figure 102, la
morphologie des nanoparticules d’argent (a) ou @rpeut étre déterminée. Par exemple
pour les nanoparticules d’or obtenues par évamoradiun film d’or de 4 nm suivie d’'un
traitement thermique a 500°C pendant 1 minutejdendtre moyen est = 25 + 8 nm avec
une distance entre les particus 16 + 8 nm et une hautebr= 13,6 + 3 nnt> Ceci
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conduit & une valeuw/h= 1,8 £ 0.2. Dans le cas de l'argent les nanopdeticsont formées a
partir d’'un film de 2 nm. Le diamétre et les dimiens sont plus faibled = 12 + 6 nm eh =

5,5 £ 1,7 nm respectivement, conduisant a une valéu= 2,1+ 0,4 comparable a celle de
21

I'or.

Figure 102: Images MEB de nanoparticules aprés évapation de films de 2 nm d’argent
(A) et 4 nm d’or (B) et recuit a 500°C.

Les spectres d’absorption de tels substrats (@uctince aprés recuit) sont
représentés figure 103 pour les nanoparticules d®mmaximum d’absorption est atteint pour
une longueur d’ondé.ax €gale a 548 nm alors que pour les nanoparticldegaht le pic est
a 421 nm. Cette derniére valeur est typique deesedbtenues pour des nanoparticules
d’argent sphériques, généralement comprises efleett 500 nm. On remarque que le pic
correspondant aux nanoparticules d’argent présemdargeur a mi-hauteur (fwhm=53 nm)
plus faible que celle pour I'or (100 nm). Ces réasl sont bien connus et s’expliquent par la
plus faible valeur de la partie imaginaire de ladion diélectriqué? D’autres substrats ont
été préparés par évaporation de couches mincestidargent de différentes épaisseurs et
recuit. La deuxiéme colonne du tableau 7 indiqwedpaisseurs des couches d’argent puis
d’or évaporées pour réaliser les différentes atinest étudiées. Sur la figure 103a on constate
gue les spectres des différentes structures nemied qu’'une seule bande plasmon. Si des
nanoparticules distinctes d’or et d’argent s’étaimmeées sur la surface lors du recuit, on
aurait obtenu deux bandes plasmons distinctes. iGdiigue qu’'on observe ici au contraire la
formation d'un alliage Au/Ad>** On note que plus I'épaisseur d’or évaporée imiti@nt est
élevée, plus le pic se décale vers les grandesuéumg d’onded’® Cela donne un moyen

d’ajuster les propriétés optiques des nanoparsodéemétaux nobles.

Pour stabiliser leurs morphologies et leurs pragsi®@ptiques, les nanoparticules sont

recouvertes d’'une couche ar&Co 20H. Nous avons montré dans la premiere partie gtte ¢
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structure permet d’obtenir un substrat sensibl€®RR. La figure 103b montre les spectres
d’absorption des différentes structures apres dépd& nm de a-&ilo 20H. On note que la
présence de la couche entraine une augmentatikintdasité d’absorbance et de la largeur a

mi-hauteur. Les résultats sont synthétisés datableau 7.
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Figure 103 : Spectre d’absorption de différents sustrats (verre / métal aprées recuit) (A)
avant (B) apres dép6t de 5 nm de a-&dLCo20H : 2nm Ag (noir) ; 2nm Ag/2nm Au
(gris) ; 1 nm Ag/4 nmAu (bleu) et 4 nm Au (rouge).

fwhm
" Amax/NM Amax/ M fwhm / nm Amax/ NM
composition fnm (aprés dépdt)  (aprés dépdt) (dans PBS)
1 2nm Ag 421 53 450 62 519
2 2nm Ag 474 62 502 97 523
2 nm Au
3 1nmAg 512 76 534 100 548
4 nm Au
4 4 nm Au 548 100 566 102 580

Tableau 7 : Caractéristiques des spectres d’absoripn de différentes structures avant et

apres dépoét de 5 nm de a-8Co 20H.
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3. Exaltation de la fluorescence

a) Influence de I'épaisseur de as&Co 0H

Outre préserver de bonnes propriétés optiques, cteghes de a-§dCo0H
permettent le greffage covalent de biomoléculessiague la maitrise de la distance
métal/fluorophore. En effet, la fonctionnalisatide la surface par I'acide nous permet de
pouvoir accrocher les brins dADN a une distance dexm (5 nm + 2 nm couche
moléculaire). Aprés I'étape d’activation, les sand€y5-ON-G et Cy3-ON-G sont
immobilisées a la surface (10 uM) des différesibstrats (tableau 7) et sur une lame
commerciale terminée par des groupements NHS eastdigure 104 montre l'intensité de la
fluorescence (Cy3 et Cy5) et 'homogénéité des ssptr les différentes structures en
comparaison avec la lame commerciale. On noteette figure que les sondes marquées Cy5
fluorescent plus que celles marquées Cy3. Mémme&icomparaison quantitative n’est pas
possible dans la mesure ou nous n'avons pas caliboisément l'intensité des lasers utilisés,
nous pouvons clairement corréler cette tendanaeradement quantique des fluorophores qui

est bien plus faible pour le marqueur Cy3 (0,049 paur Cy5 (0,3}> Pour les sondes Cy5-

ON-G, le substrat verre/AuNp/ agSiCo2cH est le plus fluorescent. La fluorescence
mesurée est 3 fois plus importante que pour lsore 3 (1 nm Ag/ 4 nm Au) et 35 fois plus
intense que pour la lame commerciale. Pour leseso@y3-ON-G, c’est la structure 3 qui
présente le facteur d’exaltation le plus élevécbmparaison des longueurs d’onde associées
au signal LSPRMnay et des longueurs d’ondes d’excitation et d’émissie Cy3 (550 nm ;
570 nm) et de Cy5 (650 nm, 670 nm) permet de comalpeeces résultats. Nous remarquons
(tableau 7) que la structure #4,£=580 nm) est la structure dont la longueur d’onée d
résonance est la plus proche des longueurs d’oagetéristiques de Cy5, tout comme la
structure 3 Xmax =548 nm) vis-a-vis de Cy3. L'intensité de la fluscence est en effet
maximale lorsque la longueur d’onde d’excitation flluorophore est tres proche de la
longueur d'onde de résonance grace au couplage réstnancé® On comprend ainsi
pourquoi l'intensité des brins Cy3 est comparabtelée des brins Cy5 pour la structure 1 a

base de nanoparticules d’argéht.
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Figure 104 : Intensité de la fluorescence et imagetes spots associés pour les sondes
Cy5-ON -G et Cy3-ON-G immobilisées & 10 pM sur les différds substrats. La valeur
des histogrammes correspond aux valeurs médiane®ragées par les valeurs de

fluorescence du fond continu mesurées au voisinages spots.
b) Influence de I'épaisseur et sensibilité

Comme le montre la figure 105a, indépendammentedaltation par les plasmons de
surface (efficace seulement pour les trés faibfeséeurs de la couche de a#5b:H),
I'épaisseur d'une couche de ar&fo 20H déposée sur une couche métallique continue a un
effet significatif sur l'intensité de la fluoresaande sondes Cy5 immobilisées a la surface. Le
facteur d’exaltation a été calculé comme au chagtr(facteur calculé a I'excitation et a
I'émission). La figure 105b montre la variation fleorescence des sondes Cy5-ON en
fonction de I'épaisseur de ap3iCo 26H déposée sur les nanoparticules d’or. Il faueoelnt
tenir compte du fait que les fluorophores sont a distance égale a environ 10 nm du
diélectrique (2 nm couche d’accrochage + 8 nm pesirbases de ’ADN) pour calculer la
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distance métal/fluorophore. La courbe bleue camtisur la figure 105b montre I'intensité

des sondes Cy®N -G immobilisées par le robot Biorobotics Micrabil sur une couche a
épaisseur variable (déposée comme décrit au cadjitrDans cette expérience, la variation
d’épaisseur sur un méme spot (diamétre de 300 g@stny’environ de 1 a 2 nm, ce qui
moyenne le signal mesuré. C’est pourquoi, aux dail@paisseurs ou la variation du signal en
fonction de I'épaisseur est rapide, des mesuregpentantes ont été faites sur des couches
d’épaisseur homogene (3, 5, 10 et 20 nm, poinessrégure 105b). L'intensité maximale est
obtenue pour le substrat avec 5 nm deoadShcH. En supposant que les brins d’ADN sont
orientés perpendiculairement a la surface, le fipbore est alors a une distance de 15 nm du
métal, une distance pour laquelle I'exaltationpesthe du maximuri:3°
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Figure 105 : (a) Calcul du facteur d’exaltation dela fluorescence de sondes marquées
Cy5 en fonction de I'épaisseur de a-88Co20H sur différents substrats : verre (noir) ;
aluminium (gris) ; or (rose) et argent (bleu) ; (b) Intensité de la fluorescence pour
différentes épaisseurs de a-§Co0H déposé sur le substrat verre/AuNp, mesurée sur
des couches d’épaisseur homogene (courbe rose) auweucouche d’épaisseur variable

(courbe bleue).

Pour des couches plus minces que 5 nm, l'intedsiti fluorescence décroit a cause
de l'intervention de processus de recombinaison naointifs dus a la proximité du métal.
Parallelement, on note que pour de grandes épasssen retrouve un maximum de
fluorescence di au phénoméne d’interférences émthemiere directement émise et celle
réfléchie par la couche des nanoparticules. Lex aeaxima sont séparés par une valeur

proche deé/2n comme sur la figure 105a. Toutefois on remarque bps franges sont
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décalées d’'une valeur proche d&in. Ce décalage est di au fait que le déphasagedola
réflexion sur la couche de nanoparticules estrdistile celui enregistré a la surface d’'une

couche métallique continue.

Le substrat 5 nm a-§&dCo 20 H/AUNP/ apparait comme étant le meilleur subgicatr
obtenir une fluorescence optimale avec des sondegudes Cy5. Nous n’avons pas dans ce
cas calculé le facteur d’exaltation, mais nous posgvremarquer que le rapport d’intensité
entre les deux premiers maxima de la courbe théerag la figure 105a est sensiblement
identique a celui mesuré expérimentalement d’alréigure 105b. Cela indique que pour des
conditions optimales, lintensité de la fluorescertes sondes marquées Cy5 immobilisées
sur la structure 5 nm a3Co 2 :H / Au Np est du méme ordre de grandeur que celleulée
et mesurée expérimentalement sur des couches iaétallplanes. Cela suggére que le facteur
d’exaltation est du méme ordre que le facteur diaemfation déterminé sur des couches
métalliques planes (&4), donc compris entre 10 et 15. On peut atteiagiiei un niveau de
sensibilité tres élevé et proche des meilleurs ezapt a fluorescence sur réflecteur. En
d’'autres termes, dans les conditions optimalegale d0 a 'augmentation du champ local
compense les pertes imputables aux phénoménescdmbimaison non radiative dus a la
proximité du métal. De telles valeurs permetterddtection de I'’hybridation pour des valeurs
tres faibles en fluorescence, comme le montre dardéi 106 ou I'hybridation a 5 fM est
détectée. Au vu de l'intensité du signal par rappor signal de fond, la limite de détection
peut étre comparée a celle obtenue par SPFS (5@@aékire)?’ Sur de tels substrats nous
avons essayé de déterminer comme pour le LSPRnltelde détection (figure 106), mais
nous avons rencontré le méme comportement queatedervé et discuté au chapitre 2 (partie
E 83 ¢).
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Figure 106 : Diagramme d’intensité de fluorescencepres hybridation des spots a
différentes concentrations (5 fM, 500 fM, 50 pM, 51M). Les valeurs des histogrammes
sont corrigées par les faibles valeurs de fluorestee du fond continu au voisinage des
spots. Pour la lame immergée dans le tampon de prdbridation (OM), I'intensité de

fluorescence correspond a la valeur brute mesurée.
4. Cinétique d’hybridation

Comme pour les biocapteurs SPFS ou fluorescentiedaébonne sensibilité permet de
suivre I'hybridation in situ en temps réel. La figul07 montre I'intensité de fluorescence
obtenue avec les cibles CYBN et Cy5-ON” marquées Cy5. La courbe (a) correspond a
I'hybridation des cibles Cy®N avec les sondes Cy3-ON-G et la courbe (b) moretle ¢
entre les mémes cibles CYBN et les sondes G-ON. La cible C¥N est complémentaire
des deux sondes, mais s’hybride avec le fluoropfyfe orienté vers la surface sur la sonde
Cy3-ON-G (figure 107) alors que lors de I'hybridetiavec la sonde G-ON, le fluorophore
est orienté vers l'extérieur. Les cibles (5 nM) tsamroduites apres 15 minutes (temps

nécessaire pour faire le réglage de l'intensiténesurer la stabilité des sondes en solution
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dans le tampon de préhybridation). Dans les deaxl¢g/bridation est tres rapide (la prise de
mesure pendant les premieres minutes est limitééepaonditions opératoires : échange de

solution, et homogénéisation de la solution conteles cibles).
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Figure 107 : Intensité de la fluorescence des cilsleCy5-ON (5 nM) hybridées avec les
sondes Cy3-ON-G (a vert) et G-ON (b bleu) a 10uM. ’éncart et la courbe c (rouge)
montrent l'intensité de la fluorescence des cible€y5-ON” hybridées avec les sondes
Cy3-ON-G.

Comme pour la couche déposée sur le miroir de Braggiote ici que la fluorescence est
environ 2 fois plus importante pour I'hybridationeg les sondes Cy3-ON-G qu’avec les
sondes G-ON.

Une explication plausible serait de considérer cgtte différence est principalement
due a I'appariement des fluorophores en diméresflnonescents, ou fluorescant a une autre
longueur d’onde. Cela reste concevable au vu derta densité des sites d’accrochage (>
10" molécules c).*® Dans ce cas le phénoméne serait plus importactlesesondes G-ON
gu’'avec les sondes Cy3-ON-G car les fluorophoresstmdes Cy3-ON-G sont plus proches

des sites d’accrochage ce qui les maintient plusnoins séparés les uns des autres, alors
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gu'avec les sondes G-ON, les fluorophores se re¢maiuen bout de chaine, plus libres de se
déplacer et de former des diméres.

Cependant, au vu de la dépendance de l'intensita fleorescence en fonction de la
distance métal/fluorophore, une autre explicatigpaaait plus plausible. Une séquence
d’oligonucléotides 25-mer sans un groupement arhaxyle peut étre considérée comme un
tube d’'une longueur de 8 nm. Comme on peut le swirla figure 105b, lintensité de la
fluorescence est 2 a 3 fois plus faible quand ISg@ur varie de 5 a 15 nm pour la couche de
a-SbhsCo20H. Le facteur mesuré experimentalement (~2) quamccompare l'intensité du
fluorophore avec les sondes Cy3-ON-G (d= 7 nmg¢esbndes G-ON (15 nm) est |égerement
plus petit, ce qui se concoit dans la mesure suliglex ne sont en réalité pas parfaitement

perpendiculaires a la surface notamment a caukerdgosité de surface.

La courbe c (figure 107) montre I'hybridation dékles Cy5-ON” avec les sondes
Cy3-ON-G. Cette séquence contient 4 mésapparienj@etx a la septieme et huitieme base
en partant de I'extrémité 5’ et deux autres a lididme et neuvieme en partant de I'extrémité
3). En comparant la cinétique d’hybridation poes Icibles on voit que la cinétique est
fortement ralentie et que le signal de fluorescesgtebien plus bas (diminution d’un facteur
~25). La fluorescence augmente selon une cinétidpigoremier ordre avec un temps
caractéristique de 25 minutes.

Méme si un signal de fluorescence est détecté higgsipour une hybridation avec les
cibles parfaitement complémentaires qu'imparfaitemeomplémentaires, une analyse
quantitative du signal nous permet aisément deérdificier les deux situations. Pour une
densité de sondes immobilisées connue, l'interdité&signal a la saturation montre que les
cibles et les sondes appariées ont une bien parigraffinité que dans la situation ou I'on a
mésappariement. Par ailleurs la cinétique beaugaup lente pour les cibles (temps
caractéristique = quelgues minutes pour les cilpadaitement complémentaires et 25
minutes pour les cibles Cy®N et Cy5-ON ") permet aussi d’améliorer encore en pratique
la spécificité de reconnaissance sur nos subs@atsgendant, une telle différence de cinétique
n'est pas vraiment attendue si I'on considere k& aassique de la formation de la double
hélice d’ADN (nucléation d’'un appariement sur unse&mble de quelques bases puis
appariement complet par un mécanisme de type <efarm éclair »f° En effet, les
mésappariements sont localisés au milieu de laesdgupermettant la reconnaissance entre 6
a 8 paires de bases de part et d'autre de la ségube telles longueurs sont largement

suffisantes pour nucléer I'appariement. Ainsi, unBtuence marginale dans la cinétique
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devrait étre observée. La cinétique particulierermmalentie nous suggeére ici une interaction
entre les sondes immobilisées (génes stériqueslsiéps électrostatiques) qui interviennent
lorsque la densité de sondes est trop importamtay(c est le cas sur nos couches minces).
Peterson et coll. ont montré que sur des surfat®s lds cinétiques étaient aussi ralenties
pour des cibles contenant des mésappariementsi®laglensité de sondes est éleldéous
pouvons par ailleurs rapprocher ce résultat de adu@nus par SPFS au chapitre 3 lors de
I'étude de I'hybridation de cibles complémentaioesnon avec des sondes immobilisées sur
des surfaces préparées a partir de couches adldéssd15% (figure 88). On remarque en
effet que dans ce cas les cinétigues sont semblalides que les sondes sont plus diluées.
Une dilution des chaines permet de favoriser |&tzjne de I'hybridation et on peut donc
tenter d’expliquer le ralentissement de la cinéigbservé figure 107 par la présence de
génes stériques. Un scénario possible sur descsarfau les sondes sont insuffisamment
diluées serait qu'une cible puisse s’hybrider ageax sondes voisines. Ce mécanisme est
certainement plus favorable lorsque la cible edigllement mésappariée avec les sondes. En
effet, 'appariement par fermeture éclair se troal@s bloqué par les substitutions de base,
ce qui laisse la partie non appariée de la cilidesIde se lier éventuellement avec la partie
complémentaire gu’elle peut trouver sur une sormisinve. L'interaction d’'une méme cible
avec deux sondes distinctes, en bloquant plus omsrioéversiblement certaines sondes,
peut a la fois ralentir la cinétique de reconnaissaet limiter le nombre de cibles susceptibles

de se fixer a la surface.
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Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons mis au point un @atbeBPR a base de silicium
amorphe sur des nanoparticules. L’intérét de ls#tion de ces couches minces est de
pouvoir contréler a la fois la chimie de surfaceaag a une fonctionnalisation par des
monocouches terminées par des groupements carBpeylaussi les propriétés optiques des
nanoparticules. Ainsi avons-nous pu étudier I'hgation de brins d’ADN sur un substrat 5
nm a-Sp sCo 2 :H/ AuNp /verre par suivi du signal LSPR. Ce stdisprésente par ailleurs une

tres bonne sensibilité (40 nM).

Nous avons montré que sur ce méme substrat, plossible d’étudier I'hybridation de
'ADN par fluorescence couplée aux plasmons de as@flocalisés. L'intensité de la
fluorescence, trés élevée (35 fois plus importapie sur une lame commerciale), permet de
détecter de faibles quantité d’ADN (limite de déimT < 5 fM).

Un aspect particulierement intéressant de ce mibsist de pouvoir étudier
simultanément I'hybridation par fluorescence anbigerie par LSPR (méme si la sensibilité
est plus faible en LSPR). De telles mesures en L&RRorescence n’ont jamais été realisées
et peuvent étre obtenues simultanément sans auetragéométrique particuliére,
contrairement au cas de la fluorescence couplégP&1 Cela sera un outil particuliérement
intéressant pour la compréhension de réactions éfitiwps, qui jouent un réle important

dans les essais réalistes nécessaires a de nontbaguostics.
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Conclusion géneérale

Ce travail de thése consistait en I'élaboratiomdevelles architectures de biocapteurs
ultra sensibles permettant le controle de la ploysiimie des sondes immobilisées. Cette
étude repose sur l'utilisation de couches mincessilleium amorphe carboné pour le
développement de nouvelles puces a ADN avec difftérprocédés d’analyse, tels que la
fluorescence, la résonance de plasmons de surfata @sonance de plasmons de surface

localisés.

Sous forme cristalline, il est difficile d’envigar de profiter du savoir-faire permettant
de préparer des surfaces de silicium maitrisé&chelle atomique car c’est un substrat qui

pénalise fortement I'efficacité de luminescencesttinutilisable pour une architecture SPR.

Nous avons pu cependant montrer qu’il était posgildd surmonter ces difficultés, et
gu’au contraire I'utilisation de couches mincesaadde silicium est une solution tres efficace
pour mettre au point des architectures performah&sraisons du succes : i) la possibilité de
transposer facilement les procédures de greffage ¢ontrélées du silicium cristallin au
silicium amorphe ; ii) la faculté des couches moléces ainsi greffées de protéger
efficacement le silicium amorphe, y compris en euiliphysiologique ; iii) la possibilité
d’utiliser une couche mince adaptée pour augmdat@hotoluminescence au lieu de subir
une forte atténuation, et la possibilité d’utilisene couche ultramince pour revétir une
structure exploitant la résonance plasmon, sansadég notablement la largeur de la
résonance, donc la sensibilité ; iv) la facultétitider des alliages de silicium amorphe

carboné pour ajuster finement les propriétés opsdie la couche mince.

Ces couches présentent aussi I'intérét de poutr@rd@posées sur plusieurs substrats,
tels des lames de verre, des miroirs de Bragg,atlerinium, de I'or ou de I'argent. Ceci
permet de combiner I'effet bénéfique de la chingesdrface et aussi de la sensibilité optique
suivant les différentes techniques de mesure.

Grace a des mesures par fluorescence, nous avamséngue la chimie de surface
permet une exaltation de la fluorescence d’'un tactepar rapport aux lames commerciales et
que l'adsorption non spécifique est tres faiblermmitels substrats.

En combinant I'effet de la chimie de surface etéamsibilité optique des différents
capteurs (miroir de Bragg pour la fluorescenceicbe d’argent pour le SPR, nanoparticules

d'or avec un espaceur de 5 nm pour le LSPR), neasisamontré qu'il est possible de
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détecter des quantités trés faibles de ciblesritnfilies a 5 fM, grace a des facteurs
d’exaltation de fluorescence allant jusqu’a 2 osdite grandeur. Il faudrait cependant pouvoir
déterminer la limite de détection des différentptears en utilisant des cibles avec des

concentrations plus faibles (de 5 aM a 500 fM).

La tres bonne sensibilité a permis de réaliserndesures in situ, qui conduisent a la
détermination de constantes d’association et détique d’hybridation. En effet grace a de
telles mesures nous avons pu observer des diféserttintensité pour des brins
complémentaires et non-complémentaires avec plusans d’appariements, montrant ainsi

la spécificité de notre chimie de surface.

La réalisation de couches organiques ordonnéesilstium amorphe carboné avec
une densité de sites actifs variable et une fadtstance chimique permet par ailleurs la
réutilisation des lames. Cette réutilisation atésiée et démontrée par fluorescence lors de

traitements chimiques ou thermiques (fusion).

Les puces a ADN développées au cours de cette feesent servir a une approche
fondamentale du mécanisme d’hybridation. Afin deoféser I'hybridation, les surfaces
acides peuvent étre diluées davantage en ratianallss différentes facons de le faire, en
jouant sur le taux de carbone des couches, ladafildgies fonctions acides au sein de la couche
moléculaire initialement greffée, ou encore la @mation des solutions d'immobilisation
Ceci devrait permettre une diminution des génesgsteés et un meilleur contréle de la
guantité de sondes immobilisées. Par leur structtireur chimie controlée, les biopuces
mises au point ouvrent la voie aux études fondaahemtsur les interactions et l'auto-
organisation en surface de molécules ou biomoléctdikes peuvent par ailleurs étre utilisées

pour étudier d’autres types d’interactions, commlées entre protéines.

Les couches minces de silicium amorphe carbonétitonmalisées sont aussi d’'un
intérét croissant pour plusieurs applications. €lfgeuvent en effet servir de support a
I'élaboration de guides d’onde pour procéder aétades d’interactions par fluorescence en
limitent la fluorescence de la solution, ou enceesvir de couche de greffage pour des
capteurs a effet de champ, afin de caractériseebedions de reconnaissance moléculaire par

des mesures électriques.
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Les biopuces sont des outils d’analyse et de d&tgnde plus en plus utilisés dans le domaine
de la génétique et de la pharmacie. Cette thesepies particulierement intéressée aux puces i AD
qui sont constituées d’'un support sur lequel sxésfdes brins d’ADN. On détecte I'hybridation de
ces brins avec des cibles de séquence compléneeqaisentes au sein d'un échantillon. Cette
détection se fait généralement par des mesuresludeescence. En I'absence de marqueurs
fluorescents on utilise souvent une détection meomance plasmorCette thése a permis de
développer de nouvelles architectures visant aiareéles performances finales de ces disposités.
sensibilité (optimisation de la densité de sondkskélectivité (minimisation des adsorptions non
spécifiques) et la reproductibilité sont tres foremt dépendantes de la structure et des propriétés
physico-chimiques de la premiére couche moléculatitsée pour I'immobilisation des sondes.
L'incorporation d’'une couche de silicium amorphebcamé au sein de I'architecture a permis de tirer
profit des avancées réalisées ces dernieres artedes la chimie de greffage du silicium. En
optimisant les caractéristiques de cette coucheéalise des biopuces présentant une grande &tabili
et une sensibilité augmentée tant pour la fluoreseeue pour la résonance plasmon. En combinant
les deux techniques au sein d’'un méme capteullis@ble, on peut détecter in situ et en temps réel
I'hybridation de brins d’ADN présents dans une ol trés diluée (5 I8 mol/L) et discriminer

efficacement des cibles présentant seulement uappasement dans leur séquence.

Mots-clés : biocapteur, silicium amorphe carboné, hydrosiiglat hybridation, exaltation de la

fluorescence, plasmons de surface, plasmons daceudcalisés

Biochips are more and more widely used for genadicdrug-screening applications. DNA
chips have been considered here. Single strand pidAes anchored on a surface hybridize with
target molecules present in an assay solution. rfElgegnition event is most often detected by
fluorescence. With unlabelled targets, plasmopormrasce is generally used for detection. This work
has been devoted to the development of new artinig=cto improve biochips performances. The
reliability of probe anchoring to the surface regenets a critical issue for state-of-the art bioshifhe
use of thin layers of amorphous hydrogenated siliand amorphous silicon-carbon alloys offers a
convenient and inexpensive route to improve thiabgity and robustness of probe anchoring. This
allows for benefiting from recent progress in scefachemistry of silicon, with the possibility to
realize direct covalent Si-C bonding. By adjustthg characteristics of the layer, enhanced optical
response may be obtained for fluorescence andcgdplasmon resonance detection. Both techniques
can be combined into the same reusable sensowimdjdor the detection of highly diluted DNA

targets (5 18°mol/L) and single mismatch discrimination.

Keywords: biosensor, amorphous silicon carbon alloy, hydylaion, hybridization, fluorescence

enhancement, surface plasmon, localized surfasenpla
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