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Introduction

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

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

couplée au plasmon de surface (SPFS).

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

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

1. Théorie
a) Définition

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

fonction diélectrique de la forme :

) (9

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

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

direction perpendiculaire.*

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

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

b) Relation de dispersion

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

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

K, W &én (10)
c\e& +&n,

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

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

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

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

on peut donc écrir&, =k +ik, avec:

est utile d’étudier leur relation de dispersion.

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

@
kphoton = ? V &y 130

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

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

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

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

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

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

Pulsation @

Vecteur d'onde k

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

pointillés correspond a la pulsation des plasmonsedsurface cw; .

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

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

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

de la surface métallique figure 62a.

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

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

suffisamment grand devant celui du diélectriquenfiguration de Kretschmann).

\Détecteur

a) ! b) I

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

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

Kretschmann (b).

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

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

avece, la fonction diélectrique du prisme.
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7 Surface Plasmon

>

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

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

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

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

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

k.. =k (16)

X, photon X, plasmon

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

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

L J

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

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

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

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

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

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

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

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

milieux diélectriques plus denses.

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

dans le cas de I'argent que dans celui de’I'or.
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Figure 65 : Courbes théoriques de réflectivité et @ I'intensité du carré du champ en
fonction de [langle dincidence pour différents sultrats (prisme/Ag/air ;

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

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

réaction moléculaire (figure 66b).

single scan mode kinetic mode
1 a i Db
scan att_
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Figure 66 : (a) Mesure de réflectivité avant (noir)et apres (rouge) une reconnaissance
moléculaire ; (b) cinétique d’'une réaction de recomaissance moléculaire a un angle

donnéﬂﬁxed.
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B. Utilisation des couches minces de silicium

amorphe carboné

1. Intérét des couches minces a8, :H

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

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

sondes & la surface de ces capt&ia%>°

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

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

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

nm argent) pour le signal SPR et SPFS.

2. Mode opératoire

a) Préparation des interfaces SPR

(1)Evaporation du film métallique

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

(Passys, France).

(2)Dépobt de la couche de ar L, H

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

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

b) Fonctionnalisation de surface

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

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

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

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

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

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

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

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

a-Si, C.:H

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

Ti (5 nm)
Verre

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

couche mince de a-$kCy:H.

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

directement sur verre).
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reflectivity / %
reflectivity / %

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

Ti 2.400 3.313

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

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

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

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

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

b) Mesure de la sensibilité

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

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

FOM

(18)

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

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

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

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

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

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

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

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

WinSpall 2.0.

122



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

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

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

n'avons pas tenté de faire de méme ici.

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

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

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

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

(1)Mesures électriques et électrochimiques

Des mesures électriques et électrochimiques ontéétésées sur différentes structures. Lors

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

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

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

1 2
7 n

a-Si, ,C,:H

Ra

g

——{ r, F—7 T

verre

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

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

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

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

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

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

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

sur une couche métallique d’argent.

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

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

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

e) Caractérisation du greffage et de 'immobilisation

(1) Caractérisation par XPS

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

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

@) OH
H

NS
HF vapor NNNCOOH
ool > > Lasi

A, hv

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

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

apres réaction avec I'acide undécylénique (b).

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

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

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

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

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

avec l'acide undécylénique.

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

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

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

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

cristallin 3648

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

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

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

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

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

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

surface : Applications aux puces a ADN

1. Contrble de la chimie de surface

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

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

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

fluorescence

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

17— 30
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Figure 81 : Courbes théoriques de la réflectivité tede lintensité du carré du champ
dans I'eau pour 2 capteurs, 3 nm a-3Co2:H / 3 nm a-SpeCos7:H / Ag (vert) et 3 nm
a-SbgCo2:H /3 nm a-Spefos7:H/ Au (bleu).
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3. Modes opératoires

a) Immobilisation des sondes

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

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

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

c) Mesure de la fluorescence

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

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

fluorescence via le photomultiplicateur’

4. Détermination de constantes de dissociation

a) Isotherme de Langmuir

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

oN,
ot

:konNc(Ns_Nh)_koﬁ Nh (19)

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

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

nous obtenons l'isotherme de Langmuir :

Nh — KaNc

—h=_Tallc 20
N, 1+K_N, (20)

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

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

concentration du ligand (agoniste ou antagoniste sfficace.

b) Etude de I'hybridation par SPFS

(1)surface 100% acide

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

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

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

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

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

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

(500 nM) hybridées successivement avec les cibleg5o0N : 5 nM (rose), 25 nM (vert),
50 nM (jaune), 100 nM (bleu) et 250 nM (cyan).
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Comme au chapitre 2, nous avons optimisé les substn préparant des surfaces
acides diluées dans le décéne pour favoriser lilgbon. La figure 86 montre les différentes
cinétiques d’hybridation dans des solutions deesiliiloncentrées a 5 nM pour des surfaces
acides 100%, 33%, 25% et 15%, activées et amidézsdes sondes concentrées a 500 nM.
Alors que pour les trois premieres surfaces, lésitigtions suivent des cinétiques du premier
ordre, I'hybridation des sondes immobilisées sut3&o est instantanée, comme si tous les
sites activés avaient été amidés et qu’ensuite kesissites accessibles soient facilement
hybridés. Comme sur la figure 84, le signal ne pag une cinétique de premier ordre, mais
de facon remarquable l'intensité de la fluorescesttenue a partir d’'une surface acide 15%
(cinétigue instantanée) est significativement sigpée a celles obtenues a partir de surfaces
acides plus concentrées (cinétique de premier pridieffet observé ici est beaucoup plus net
que celui observé au chapitre 2 pour des sondeslnitis€es a partir de solutions concentrées
a 5 uM (figure 60). Ceci suggére que dans le cassdgaces préparées a partir de couches
acides a 15 %, I'accessibilité des sondes a I'loighion est meilleure.
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Figure 86 : Cinétique d’hybridation des sondes G-ON500 nM avec les cibles Cy®N 5
nM pour différentes surfaces : 100% acide (vert) ;33% (rouge) ; 25% (noir) et 15%
(bleu).
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Nous avons donc réalisé pour le capteur a baseedionche acide 15% différentes
hybridations successives (pour des cibles conantde 5 nM a 500 nM). La figure 87
montre les valeurs de fluorescence obtenues aililéguainsi que la courbe d’ajustement a
une isotherme de Langmuir permettant de déternianeonstante d’association. Dans le cas
de cette surface la constarg est égale & 1,8 fOmol/L. Cette valeur est plus importante
gue celle observée dans la littérature, ce quinpdugtre lié a la valeur élevée de la densité
des sondes sur nos surfabees valeurs d&y déterminées d’aprés nos mesures souffrent
toutefois de ne couvrir que la partie de la coudeeLangmuir correspondant aux basses
concentrations. Elles gagneraient en fiabilité @métant les expériences dans une gamme de
concentrations des cibles supérieur&g.a
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Figure 87 : Intensité de fluorescence maximale aftge a I'équilibre en fonction de la

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

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

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

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

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

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

dépose que des valeurs aux faibles concentrations.

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

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

Kg (mol/L) 1,8 10° 3,4 1¢° 1,5 10*

Fluorescence au 1,7 1d 3,310 5116

palier (coups)

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

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

Cy5-ON Cy5-ON’ Cy5-ON”

Kg (Mol/L) 2,210 3,2 10° 5,6 10°

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

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

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

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

contenant un mésappariement.

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

mesurées et les comportements observés.

144



