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 savoir ce qu'on doit ou peut faire, mais aussi a savoir
ce qu'on pourrait faire quand bien méme on ne doit pas le 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.
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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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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
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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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