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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).
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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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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°
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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.

1



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.
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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)

8

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 "
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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¢
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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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