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SI L'ON VEUT CET OISEAU

Savez-vous pourquoi ce roi de Mongolie
S’en alla envahir quelque lointain royaume ?
C’est qu’il y entendit un oiseau inconnu

Et voulu posséder son chant.

Par amour de ce chant, il souhaita capturer
L’oiseau, avec l’oiseau le nid,

Les branches soutenant le nid,

Et le tronc, Uarbre lui-méme et ses racines,
Et la terre de ces racines et alentour,

Le village,

Les champs,

La région,

Le royaume tout entier...

Afin de les obtenir,

1l rassembla tout ce qu’il avait

D’¢éléphants, de chevaux, de chariots, de soldats;
1l conquit ce royaume,

L’annexa a son empire,

Et n’en revint jamais.

A. K. RaMANUJAN!

a Séverine.

L La Parole et la saveur : anthologie de la poésie indienne du vingtiéme siécle, publié par Z. Bianu,
S. Sautreau et R. Dassin (Ed. Saint-Pierre-du-Mont : les Cahiers des brisants).
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Introduction

La détection de fluorescence est maintenant une technologie centrale pour la re-
cherche en médecine et en biologie, ainsi que dans les biotechnologies. Par exemple, le sé-
quengage de ’ADN au moyen du marquage fluorescent, présenté pour la premiére fois en
1987 (Smith 1986, Prober 1987), a permis dés 2001 le décryptage de la quasi totalité du
génome humain (Lander 2001, Pennisi 2001). La détection de fluorescence a supplanté
la radioactivité dans la plupart des tests médicaux (Ichinose 1987, Anderson 1997).
Plus récemment, des méthodes de fluorescence ont été adaptées a l'analyse haut-
débit (High- Throughput Analysis) de 'expression des génes, par 'utilisation de puces
a ADN pouvant porter plus de 30 000 séquences d’ADN individuelles (gene chips)
(Lipshutz 1999, Brown 1999).

La derniére décennie a également été marquée par une véritable renaissance de la
microscopie de fluorescence (Conchello 2005, Lichtman 2005). L’introduction de nou-
veaux marqueurs fluorescents et le développement de techniques de microscopie ori-
ginales ont rendu possible I’étude d’interactions biomoléculaires directement dans les
cellules vivantes, et 1’observation de leur structure et fonction dans les tissus vivants.
L’émergence de ces techniques innovantes a eu un impact remarquable en biophysique,
en neuroscience, en biologie du développement et cellulaire, ainsi que pour le diagnos-
tic médical. Cependant, de nombreuses applications biologiques et médicales mettent
en jeu la détection d’infimes quantités de biomolécules, et sont ainsi limitées par la
faiblesse du signal dans des conditions d’observation standard.

Parallelement au développement de nouveaux marqueurs fluorescents, un intérét
renouvelé pour les fluorophores moléculaires a été suscité par le développement de
techniques optiques innovantes pour l'exaltation de fluorescence. Ces dix derniéres an-
nées, 'utilisation des interactions fluorophore-métal pour 'exaltation de fluorescence,
et ces applications en biologie, ont fait ’objet de nombreuses études et articles de revue
(Barnes 1998, Amos 1999, Aslan 2005a, Aslan 2005b).

Le sujet de I'étude présentée dans ce mémoire de these est le développement de
nanostructures métalliques pour 'exaltation des processus optiques, pour ’améliora-
tion des techniques biologiques basées sur la détection de fluorescence. Différents types
de nanostructures métalliques (miroirs plans, films nanostructurés, films nanorugueux)
ont été élaborés sur des lames de verre et caractérisés par des méthodes de microscopie
et de spectroscopie, dans le but de réaliser des substrats pour la biologie, qui puissent
étre utilisés a la place des substrats standard, pour améliorer les techniques de détection
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xii Introduction
et d’imagerie existantes.

L’organisation de ce mémoire de thése est la suivante :

Le Chapitre 1 présente le contexte de 'étude, et I'état de I'art du controle élec-
tromagnétique des processus moléculaires. Nous détaillons les mécanismes de la fluo-
rescence, ainsi que les propriétés particuliéres des plasmons de surface, qui jouent un
role-clé dans le couplage fluorophore/métal. Les approches théoriques utilisées dans
cette étude, notamment pour le travail de modélisation, sont exposées. Enfin, nous dis-
cutons les limites, les besoins et les principaux enjeux de deux applications majeures
de la fluorescence : 'imagerie des cellules et des tissus, et les puces & ADN.

Le Chapitre 2 regroupe les méthodes expérimentales d’élaboration et de caracté-
risation des nanostructures meétalliques, ainsi que les protocoles de préparation des
échantillons pour les applications biologiques. Le détail des modéles pour la simulation
de I’émission des fluorophores est donné a la fin de cette partie.

Le Chapitre 3 montre les résultats de I’étude expérimentale du couplage entre fluo-
rophores et films métalliques nanostructurés. Le lien entre morphologie des nanostruc-
tures et propriétés optiques du substrat est étudié. Nous démontrons 'efficacité des
films nanostructurés pour ’exaltation de la fluorescence et mettons en évidence le role
crucial de la résonance plasmon.

Le Chapitre 4 est consacré a 1’étude théorique et expérimentale de l'interaction
entre un fluorophore et un film métallique plan (surface miroir). L’effet du substrat sur
les processus d’excitation et d’émission du fluorophore est étudié par la modélisation,
et par des mesures expérimentales de fluorescence mono- et bi-photonique (processus
non-linéaire) résolues en temps et en fréquence. Enfin, I'influence du substrat sur les
transferts d’énergie intermoléculaires est examinée.

Le Chapitre 5 traite du développement et de la caractérisation de films métalliques
de rugosité controlée a I’échelle nanométrique. Nous étudions la possibilité de récupérer
sous forme de lumiére 1’énergie transmise par les fluorophores au substrat métallique,
en diffusant les plasmons de surface. Le gain d’amplification du signal de fluorescence,
par rapport aux films métalliques plans, est évalué expérimentalement.

Les Chapitres 6 et 7 présentent les résultats des applications biomédicales de sub-
strats métalliques plans et nanorugueux, pour I'amplification du signal et du contraste,
sur les puces a ADN et pour I'imagerie des cellules et des tissus.



Chapitre 1

Contexte et état de 'art

Les interactions entre lumiére et matiére sont a la base d’un grand nombre de
méthodes d’analyse, en physique fondamentale comme en chimie ou pour les sciences
de la vie. Elles permettent généralement de sonder un échantillon sans contact et de
maniére non-destructive. Notamment, la fluorescence est couramment utilisée comme
un "outil" d’analyse spectroscopique, e.g., pour étudier la structure électronique d’un
composé chimique. La fluorescence fournit également un contraste spécifique pour la
microscopie, qui apporte des informations complémentaires aux contrastes d’absorp-
tion, de réflexion ou de diffusion. Cette technique d’imagerie s’est imposée avec le
développement de sondes fluorescentes et de leur utilisation pour le marquage spéci-
fique en biologie. Cependant, dans de nombreuses applications, les possibilités de cet
"outil" sont limitées par la faiblesse du signal et la faible stabilité photochimique de
ces sondes fluorescentes. Une des solutions proposées pour résoudre ce probléme, outre
le développement de nouvelles sondes fluorescentes plus performantes, et d’agir sur
les "mécanismes" de la fluorescence, en modifiant les propriétés électromagnétiques de
I’environnement local des sondes fluorescentes. Cela peut étre fait en placant, dans
leur environnement proche, une structure métallique (e.g., un film métallique ou une
nanoparticule métallique). L’interaction des sondes fluorescentes avec cette structure
métallique est particuliérement forte lorsqu’elle met en jeu l'excitation résonante des
plasmons de surface. Ces modes électromagnétiques peuvent étre décrits comme des
ondes de lumiére piégées a l'interface entre le métal et le milieu diélectrique entourant
la structure.

Le Chapitre 1 débute par une présentation des "mécanismes" de la fluorescence
moléculaire et de ses applications en biologie (§ 1.1, p. 2). Puis les propriétés des
plasmons et leur interaction avec la lumiére sont décrites dans la section 1.2 (p. 14).
De nombreuses études théoriques et expérimentales ont été menées sur la nature des
interactions impliquées dans la modification des processus optiques, en présence de
structures métalliques : les plus significatives sont résumées dans la section 1.3 (p. 25).
Enfin, les principaux enjeux de la modification des processus optiques sont détaillés,
pour deux applications majeures de la fluorescence en Biologie : I'imagerie des cellules
et des tissus, et les puces & ADN (§ 1.4, p. 43).



2 CHAPITRE 1. Contexte et état de l'art

1.1 Fluorescence appliquée a I'imagerie des systémes
biologiques

Nous présentons, dans cette premiére section du Chapitre 1, les mécanismes de
la fluorescence moléculaire (§ 1.1.1, p. 2) et les possibilités de modification de ces
processus, pour le développement de ses applications en biologie. Puis nous expliquons
le principe du marquage fluorescent en biologie et de la microscopie de fluorescence

(§ 1.1.2, p. 10).

1.1.1 Meécanismes de la fluorescence moléculaire
1.1.1.1 Historique

Premiéres observations de la photoluminescence

Les exemples d’émission de lumiére par la matiére, innombrables dans la Nature,
sont depuis toujours sujets d’observation et de questionnement (pensons a la lueur
émise par certains insectes tels les lucioles, par exemple). La luminescence de la matiére
peut étre induite, e.g., par une réaction chimique ou biochimique (c’est le cas pour les
lucioles), une action mécanique ou électrique, etc. Elle peut également intervenir aprés
que la matiére a été exposée a la lumiére (photoluminescence). Les premiéres études
scientifiques sur ce phénomeéne remontent au début du XV 11€ siécle, avec la préparation
de la pierre de Bologne (Vincenzo Casciarolo, 1603), un matériau phosphorescent auquel
les alchimistes donnérent le surnom d’"éponge & lumiére", car dans I'obscurité la pierre
semblait rendre la lumiére absorbée en plein jour. Le XV II¢ siécle porte également le
témoignage des premiéres observations de la fluorescence (Athanasius Kircher, 1646),
dans des solutions contenants des extraits végétaux. Il faut toutefois attendre le X 1X*
siécle pour que le terme "fluorescence" soit employé et le processus associé a cette
émission de lumiére colorée soit expliqué.

Découverte de la fluorescence

En 1845, le mathématicien et astronome John F. W. Herschell décrit la couleur
superficielle d'une solution de quinine, observée a la lumiére du soleil. La solution, qui
semble transparente comme de ’eau en transmission, présente une couleur bleue sous
une certaine incidence de la lumiére. Reprenant I'expérience de Herschell, le physicien
irlandais George G. Stokes élucide la nature du phénoméne qu’Herschell nomme "dis-
persion épipolique". En dispersant la lumiére du soleil au moyen d’un prisme, Stokes
montre que seule la lumiére ultra-violette induit ’émission de lumiére bleue en surface
de la solution de quinine. Stokes renouvelle I’expérience avec un minéral de fluorite, et
nomme le phénomeéne "fluorescence" en référence au minéral. Suite & ces découvertes,
Stokes formule la loi qui porte aujourd’hui son nom et qui stipule que la lumiére émise
par fluorescence a toujours une longueur d’onde plus grande que la lumiére d’exci-
tation. Les premiéres découvertes de Stokes forment la base de son travail futur sur
I'utilisation de la fluorescence comme outil de spectroscopie de la lumiére ultraviolette.
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1.1.1.2 Principes fondamentaux de ’excitation et de ’émission
moléculaires

La fluorescence est un des nombreux processus de luminescence permettant & une
molécule de passer d'un état électronique excité a un état d’énergie plus basse, par
émission de lumiére. La luminescence induite par ’absorption de lumiére est un phéno-
meéne appelé photoluminescence, ou plus précisément fluorescence et phosphorescence,
suivant la nature de 1’état excité et la voie de désexcitation. La fluorescence est la pro-
priété qu’ont certains atomes et molécules d’absorber la lumiére & une certaine longueur
d’onde et d’émettre ensuite de la lumiére & une longueur d’onde plus grande aprés un
bref intervalle de temps nommé durée de vie de fluorescence (Abramowitz 2006b).

Le processus de fluorescence est gouverné par trois principaux événements, lesquels
se déroulent sur des échelles de temps trés différentes (séparées de plusieurs ordres de
grandeur). La durée caractéristique associée au processus d’excitation d’une molécule
par absorption d’un photon est de I'ordre de la femtoseconde (107'° s), tandis que la
durée de relaxation vibrationnelle des électrons, qui fait suite immédiate a I’absorption
d’un photon, est plus longue et se mesure en picosecondes (1072 s). Le processus final,
I’émission d’un photon de fluorescence et le retour de la molécule a I’état fondamental,
nécessite un temps relativement long de ordre de la nanoseconde (1079 s).

Pour une molécule donnée, il existe différents états excités (notés S(0), S(1) et
S(2) sur la Figure 1.1), selon I'énergie totale de Iélectron et la symétrie des différents
états de spin. Chaque état électronique est subdivisé en un certain nombre de niveaux
d’énergie vibrationnelle et rotationnelle associés au noyau atomique et aux orbitales
de liaison. L’état fondamental, pour la plupart des molécules organiques, est un état
électronique singulet dans lequel tous les électrons ont des spins appareillés (spins de
signe opposé).

Les différents niveaux d’énergie du fluorophore impliqués dans I’absorption et I’émis-
sion de lumiére sont conventionnellement présentés dans un diagramme de Jabtonsk:
(voir Fig. 1.1). Les lignes horizontales épaisses représentent les états électroniques singu-
lets S(0), S(1) et S(2), tandis que les lignes fines correspondent aux états vibrationnels
(ici, 'existence d’états rotationnels n’est pas considérée). Les transitions entre ces états
sont schématisées par des fléches verticales droites ou ondulées, suivant la nature du
processus qui leur est associé. L’absorption et 1’émission d’un photon sont représen-
tées par une fleche droite, tandis que la conversion moléculaire interne et la relaxation
non-radiative sont représentées par des fleches ondulées.

La molécule absorbe la lumiére par quantités discrétes (quanta) d’énergie, chaque
quantum correspondant & la différence d’énergie entre 1'état initial (généralement I’état
fondamental) et 1’état final (un certain état excité de la molécule). La loi de Planck
(E = hv) lie la fréquence du photon absorbé au quantum d’énergie. Si le photon
absorbé contient plus d’énergie que nécessaire pour une simple transition électronique,
alors 'excés d’énergie est converti en excitation vibrationnelle et rotationnelle. A tem-
pérature ambiante, le spectre d’absorption du fluorophore est un large spectre de bande
(par opposition au spectre de raies) en raison de la proximité spectrale des niveaux
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Fi1G. 1.1: Diagramme de Jabtlonski.

d’énergie vibrationnelle et de leur élargissement di a l'agitation thermique. L’émis-
sion d'un photon par photoluminescence obéit également & une loi de quanta, et le
spectre d’émission est un large spectre de bande pour les mémes raisons invoquées
pour l'absorption (Lakowicz 1999).

Immeédiatement aprés I'absorption d'un photon, plusieurs processus peuvent inter-
venir, le plus probable étant la relaxation vers le niveau vibrationnel le plus bas du
premier état électronique excité, noté S(1) = 0. Ce processus, nommé conversion in-
terne, ou relaxation vibrationnelle, correspond a une perte d’énergie sans émission de
lumiére, dissipée sous forme de chaleur transmise aux autres fluorophores lors de col-
lisions.

Une molécule excitée reste dans I'état S(1) = 0 durant une période de 'ordre de
la nanoseconde, puis relaxe vers 1’état électronique fondamental. Si cette relaxation
s’accompagne de I’émission d’un photon, alors il s’agit d’'un processus de fluorescence.

D’autres voies de relaxation, avec différents degrés de probabilité, sont en compé-
tition avec le processus d’émission de fluorescence. L’énergie de 1'état excité peut étre
dissipée non-radiativement sous forme de chaleur, le fluorophore excité peut interagir
avec une autre molécule et lui transférer son énergie par une autre voie de relaxation,
ou un phénomeéne nommé croisement intersystéme avec le plus bas état triplet excité
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T'(1) peut avoir lieu. Ce dernier événement est relativement rare, mais peut donner lieu
a I’émission d'un photon par phosphorescence ou & une transition vers 1’état singulet
excité S(1) pour une émission de fluorescence différée. Les transitions de ’état triplet
excité a I’état singulet fondamental étant interdites, les durées de vie de phosphores-
cence sont plus grandes de plusieurs ordres de grandeur que celles de fluorescence.

1.1.1.3 Reéactivité des fluorophores

La plupart des fluorophores peuvent répéter le cycle d’excitation/émission plusieurs
centaines & plusieurs milliers de fois avant que la molécule excitée dans un état hau-
tement réactif ne soit photoblanchie (destruction de la fluorescence). Par exemple, la
fluorescéine isothiocyanate (FITC), sonde fluorescente trés utilisée en Biologie, peut
effectuée approximativement 30 000 cycles avant que la molécule soit détruite.

Les deux transitions possibles a partir de 1'état triplet (phosphorescence et fluo-
rescence différée) sont représentées sur le diagramme de Jabtonski, a droite dans la
Figure 1.1. La faible probabilité du croisement intersystéme vient du fait que les mo-
lécules doivent d’abord effectuer une conversion de spin pour présenter des spins non-
appareillés (de méme signe), lequel processus est peu probable. L’importance premiére
de I'état triplet est le haut degré de réactivité chimique des molécules dans cet état,
qui souvent méne au photoblanchiment (photobleaching) et a la formation de radicaux
libres. Dans les échantillons biologiques, 1’oxygéne dissout est un agent de quenching
(extinction de la photoluminescence) efficace pour les fluorophores dans 'état triplet.
La molécule d’oxygéne a ’état fondamental, qui est normalement un état triplet, peut
étre excité vers un état singulet réactif, donnant lieu a des réactions qui détruisent
le fluorophore (par réaction photochimique) et présente un effet phototoxique sur les
cellules vivantes. Les fluorophores dans I’état triplet peuvent réagir directement avec
les molécules biologiques, ce qui a souvent pour effet de désactiver les deux espéces
(Abramowitz 2006b).

1.1.1.4 Influence de paramétres extérieurs

L’émission de fluorescence est un processus d’émission spontanée. Rien ne peut étre
dit sur la réalisation d’un événement particulier d’émission de fluorescence, mais une
probabilité d’émission peut étre établie pour un ensemble de fluorophores.

Dans le cadre de la théorie quantique, pour un atome & deux niveaux notés |a)
pour le niveau fondamental et |b) pour le niveau excité, le taux d’émission spontanée
par couplage avec un champ électromagnétique monochromatique de fréquence wy se
calcule par la méthode des perturbations (on utilise la régle d’or de Fermi). Pour un
atome placé dans le vide (espace libre), on obtient :

e A
oy = 2 i L)
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ou (a|p|b) est I’élément de matrice de 'opérateur moment dipolaire électrique entre
les états |a) et |b) (Lahmani 2004, Rahmani 2000). Les approches classique et quan-
tique donnent des résultats strictement identiques pour le taux d’émission normalisé,
i.e., la variation du taux d’émission en présence d’'un objet dans ’environnement de

I’émetteur :
[b—e r
<_FH) _ <r_) (1.2)
0 quantique 0/ classique

La densité du champ électromagnétique a la fréquence wy, également nommée den-
sité de modes photoniques (Photonic Mode Density, PMD), décrit la capacité de la
structure environnant 1’émetteur a porter un photon (Barnes 1998). Les taux de re-
laxation de l’atome dépendent de son environnement électromagnétique, et peuvent
étre controlés via la PMD, en modifiant les conditions aux limites du champ électro-
magnétique. Par exemple, cela peut étre réalisé en placant I’émetteur dans une cavité
ou prés d’une interface.

1.1.1.5 Controle électromagnétique de la fluorescence

Le contréle de la PMD est un concept présent dans un nombre croissant d’appli-
cations biotechnologiques. Avant d’en expliquer le principe, présentons briévement le
contexte dans lequel émerge cette nouvelle approche de la fluorescence.

Contexte

La généralisation de la fluorescence comme outil pour la détection a été en partie
motivée par les progrés technologiques réalisés dans le domaine des optiques, des dé-
tecteurs et de I'électronique. Cependant, les limites actuelles de cet outil sont celles
de la chimie des sondes fluorescentes. Ces vingt derniéres années, un grand nombre
de nouveaux fluorophores ont été développés, principalement des molécules organiques
(Lakowicz 1994, Haugland 1996) avec des pics d’absorption et d’émission dans un large
spectre allant de 'ultraviolet au proche infrarouge.

La conception de fluorophores aux propriétés spectrales désirées est généralement
réalisée par combinaison de fonctions chimiques simples et par essais systématiques
de synthése organique, en faisant trés peu appel a des notions de physique quantique.
Les maxima d’absorption et d’émission des fluorophores peuvent généralement étre
déduits par analogie de structure avec des fluorophores connus, et a ’aide de quelques
principes généraux simples. Par contre, il est plus difficile de prédire si ces molécules
sont fortement ou faiblement fluorescentes, ou bien méme non-fluorescentes. Méme si
un fluorophore présente des propriétés spectrales intéressantes en solution, celles-ci sont
susceptibles de changer lorsqu’il forme une liaison covalente avec une biomolécule. La
conception et la synthése de fluorophores utiles est un processus long, menant & autant
d’échecs que de succés. C’est pourquoi I'idée de pouvoir controler physiquement — plutét
que chimiquement — les propriétés d’émission des fluorophores est si séduisante.
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Cette nouvelle approche de la fluorescence consiste donc a influencer les fluoro-
phores en perturbant leur environnement proche. En placant les fluorophores & proxi-
mité de surfaces réfléchissantes ou de structures métalliques de dimensions nanomé-
triques, il est possible de modifier la PMD autour des fluorophores. En fonction de
parameétres tels que la forme et la taille de ces nanostructures, ou la distance a la sur-
face, des fluorophores peuvent voir leur émission exaltée ou annihilée, ou modifiée en
termes de spectre et de durée de vie. Des combinaisons surface/fluorophore ou nano-

structure/fluorophore peuvent également produire & une émission directionnelle plutét
qu’isotrope (Lukosz 1977a, Lukosz 1977b).

Modification des taux de transition du fluorophore

Les mécanismes mis en jeu dans cette interaction sont détaillés tout au long du
Chapitre 1. Le principe général de 'exaltation de fluorescence peut étre résumé dans
un diagramme simplifié représentant schématiquement les niveaux excité S(1) et fonda-
mental S(0) de la molécule. La Figure 1.2 représente sous forme de fléches les transitions
entre ces deux niveaux.

I )
— —
(2) (b) |
1_‘exc 1_‘r 1_‘nr 1_‘mcnl 1_‘tn-cc: 1_‘r I nr l—‘m()l
Dans 'espace libre En présence d’une structure

FiG. 1.2: Schémas simplifiés représentant les niveaux excité S(1) et fondamental S(0) d’un
fluorophore, et les transitions entre ces deux niveaux (fléches de couleur), pour un fluo-
rophore dans I’espace libre (a) et un fluorophore couplé a une structure quelconque (b).
Teves Iy Ty €t T, désignent les taux d’excitation, d’émission radiative et non-radiative,
et de relaxation par des processus moléculaires. I' =T',.+T1',,,- est le taux d’émission, décri-
vant ’ensemble des processus de relaxation par couplage & un mode électromagnétique
de ’environnement du fluorophore.

Les processus de relaxation par couplage a un mode électromagnétique de 'envi-
ronnement du fluorophore sont caractérisés par le taux d’émission I'. Une partie de
ces modes sont radiatifs : ce sont les modes photoniques (taux d’émission radiative
I',). Les autres modes électromagnétiques (e.g., des modes guidés) sont non-radiatifs
(taux d’émission non-radiative I',,). Le fluorophore peut également se désexciter par
des processus internes, des processus photochimiques (e.g., le photoblanchiment), ou
par transfert incohérent de son énergie d’excitation aux autres molécules ou a une
structure quelconque. Ces processus, caractérisés par le taux I',,,, sont indépendants
de I’environnement électromagnétique du fluorophore. On note I'y,; le taux de désexci-
tation total du fluorophore. La durée de vie de I’état excité de la molécule est définie
comme l'inverse du taux de désexcitation total : 7 = 1/Ty.
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On définit le rendement quantique () du fluorophore comme la proportion des pro-
cessus électromagnétiques dans ’ensemble des processus de relaxation de la molécule
excitée. Notez que le rendement quantique () n’est pas défini comme le rendement
radiatif (), du fluorophore, qui ne décrit que la proportion de processus menant a
I’émission d’un photon (processus radiatifs).

r Lr+ Doy
pu— p— 1.3
Q 1-‘tot FT‘ + Fnr + 1—‘mol ( )
T, T,
Q. (1.4)

1-‘tot - FT‘ + Fnr + 1—‘mol

L’interaction avec un élément extérieur peut fournir de nouveaux modes électroma-
gnétiques auxquels le fluorophore peut se coupler pour émettre. Cela se traduit par un
accroissement des taux d’émission radiative et non-radiative (i.e., une augmentation
de @), et une réduction de la durée de vie de 'état excité. Le rendement quantique
radiatif @), du fluorophore est soit augmenté (exaltation) soit diminué (quenching),
suivant que cette interaction est en faveur des processus radiatifs ou non-radiatifs.

Enfin, la présence d’une surface ou d’une nanostructure modifie localement le champ
électromagnétique, et est susceptible d’avoir une influence sur les processus d’excitation
du fluorophore (modification du taux d’excitation I'.,.). Ce type d’interaction met en
jeu des effets d’interférences (avec les surfaces réfléchissantes) et des phénomeénes d’ex-
citation résonante de charges électriques confinées dans les nanostructures métalliques
(plasmon).

Application a Uexaltation de fluorescence

A titre d’exemple, la Figure 1.3 présente une étude sur I’exaltation de la fluorescence
intrinséque de ’ADN (sans marqueur). Lakowicz et al. (Lakowicz 2001b) ont utilisé
des lames de quartz couvertes d’un film d’ilots d’argent pour former une microcuvette
(Fig. 1.3a) dans laquelle I’émission de fluorescence est amplifiée, grace au couplage entre
les molécules et les particules métalliques. Le spectre d’absorption des ilots d’argent
(Fig. 1.3b) révele une forte interaction avec la lumiére, pour une certaine fréquence
d’excitation (pic d’absorption). La comparaison des spectres de fluorescence de ’ADN
(Fig. 1.3¢) avec et sans métal met en évidence 'amplification de U'intensité du signal de
fluorescence, ordinairement faible & cause du trés bas rendement quantique de ’ADN.
Des mesures résolues en temps (Fig. 1.3d) révélent une baisse de la durée de vie de I'état
excité de la molécule en présence des particules d’argent, signe d'une augmentation des
taux de désexcitation.

Influence sur le photoblanchiment

Une limite majeure en spectroscopie moléculaire est le nombre fini de cycles d’exci-
tation/émission qu'une molécule fluorescente peut effectuée avant d’étre photodétruite.
Dans I'un de ces travaux théoriques, Enderlein (Enderlein 1999) rappelle que le taux de
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Fi1G. 1.3: Exaltation de la fluorescence intrinséque de ’ADN sur un film d’ilots d’argent
(Lakowicz 2001b). (a) Dispositif expérimental. (b) Spectre d’absorption d’une lame de
quartz couverte d’un film d’ilots d’argent. (c) Spectres d’émission de ’ADN entre deux
lames de quartz (sans argent) et avec des ilots d’argent. (d) Déclins de fluorescence
(intensité émise en fonction du temps) de ’ADN en solution (sans argent) et entre deux
films d’ilots d’argent.

photoblanchiment d’une molécule est proportionnel au temps qu’elle passe dans 1’état
excité. L’auteur démontre ensuite que le couplage de la molécule avec un substrat
métallique est susceptible d’écourter la durée de vie de son état excité et de limiter,
de fait, I'effet du photoblanchiment. Lorsqu’elle est située a une distance appropriée
optimisant le couplage au substrat, la molécule accomplit un plus grand nombre de
cycles d’excitation/émission, émettant un plus grand nombre de photons avant d’étre
détruite. Vasilev et al. (Vasilev 2004) ont vérifié expérimentalement ce phénomeéne en
mesurant 'atténuation progressive de la fluorescence de molécules DiICI(5) (des colo-
rants de type cyanine), sous excitation continue, déposées sur un substrat d’or ultra
plat et séparées de sa surface par une couche d’'un matériau isolant. Les auteurs ont
constaté la variation du rendement de photoblanchiment en fonction de la distance au
métal et de I'orientation relative des molécules (par rapport a la surface). Ainsi, ils ont
vérifié I'influence de la force du couplage fluorophore/substrat sur la photostabilité des
fluorophores.
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1.1.2 Le marquage fluorescent en biologie
1.1.2.1 Historique

Premziers fluorophores synthétiques et premiéres utilisations en biologie

En travaillant avec de 1’aniline obtenue par distillation a partir de déchets de gou-
dron de houille, William H. Perkin découvre en 1856 le premier colorant utilisable a
I’échelle industrielle, pour teindre la laine ou la soie : la mauvéine. Sa découverte, qui
est aujourd’hui associée a la naissance de 'industrie des colorants synthétiques, attire
alors 'intérét d’un grand nombre de chimistes. En 1871, le chimiste allemand Adolph
von Baeyer synthétise pour la premiére fois un colorant fluorescent : la fluorescéine.
Deés 1880, la firme allemande Dr. G. Greublers Chemisches Laboratorium teste et dé-
bute la distribution de colorants pour la recherche biologique et médicale. La premiére
utilisation de colorants synthétiques pour une étude biologique in vivo est réalisée en
1882, par Paul Erlich. Karl Noack en 1887, puis Heinrich Kayser en 1908, publient des
ouvrages de références recensant plus d’'un millier de composés fluorescents, laissant
présager de I'extraordinaire richesse de molécules fluorescentes aujourd’hui proposées
dans le commerce pour la biologie et la médecine.

Emergence de la microscopie de fluorescence

En 1904, August Kohler (scientifique allemand et expert en microscopie dans I’en-
treprise Zeiss Optical Works) met au point le premier microscope opérant dans le do-
maine ultraviolet du spectre. Le microscope imaginé par Koéhler comprend une source
de lumiére ultraviolette (lampe & arc cadmium) et des lentilles en quartz. Malgré les
limites considérables de 'appareil, le premier microscope ultraviolet ouvre la voie aux
multiples possibilités de la microscopie de fluorescence.

Les premiers microscopes de fluorescence sont développés entre 1911 et 1913, par les
physiciens allemands Otto Heimstéddt et Heinrich Lehmann, & partir de microscopes
a lumiére ultraviolette. Les microscopes de fluorescence sont d’abord employés pour
observer 'autofluorescence (fluorescence naturelle des molécules biologiques) de bac-
téries, de cellules animales et végétales. En 1914, le biologiste allemand Stanislav von
Provazek initie une nouvelle ére en utilisant le microscope de fluorescence pour étudier
le marquage avec des colorants de tissus fixés et de cellules vivantes. En 1929, les biochi-
miste et biologiste allemands Philipp Ellinger et August Hirt modifient le microscope
de fluorescence en transmission pour pouvoir étudier des échantillons épais tels que
des organes vivants. Leur invention, qu’ils nomment "microscope intravital", est consi-
dérée comme le premier microscope d’épifluorescence (lumiére d’excitation acheminée
par l'objectif de collection de la fluorescence). Un pas supplémentaire vers l'image-
rie biologique moderne est franchi avec le développement par Albert Coons, dans les
années 1940, d'une technique de marquage des anticorps avec des colorants, donnant
ainsi naissance a I'immunofluorescence. Au tournant du X X ¢ siécle, le domaine de la
microscopie de fluorescence a été a l'origine d’une révolution dans la biologie cellulaire,
en couplant la puissance de l'imagerie de cellules vivantes au marquage multiple et
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hautement spécifique d’organelles et de complexes macromoléculaires avec des sondes
fluorescentes synthétiques et génétiques.

1.1.2.2 Nature des marqueurs fluorescents

Les molécules capables de subir des transitions électroniques menant a 1’émission
d’un photon de fluorescence sont désignées par le terme de sondes fluorescentes, fluoro-
phores, ou simplement colorants. En général, on distingue les fluorophores intrinséques
et extrinséques. Les fluorophores intrinséques, telles que les acides aminés aromatiques,
les porphyrines et les protéines fluorescentes, se forment naturellement.

Les fluorophores extrinséques sont des colorants synthétiques, ou des produits bio-
chimiques modifiés, introduits dans le systéme biologique pour marquer spécifiquement
un élément qui ne fluoresce pas (ou pas assez) naturellement. Les fluorophores les plus
utilisés sont des molécules aromatiques, polycycliques et fortement conjuguées. Un
systéme chimique conjugué est un ensemble d’atomes liés par une succession alter-
née de simples et doubles (ou triples) liaisons covalentes (mise en commun d’une ou
plusieurs paires d’électrons des couches externes des deux atomes liés) dans une mo-
lécule d'un composé organique. Il prend la forme de chaines linéaires (généralement
formées d’atomes de carbone) et/ou de cycles (chaines de 5 ou 6 atomes fermées sur
elles-mémes). Un tel systéme crée, dans la molécule, une région ou les électrons n’ap-
partiennent plus & un atome ou une liaison en particulier, mais sont délocalisés. Ce
phénomeéne accroit la stabilité de la molécule et diminue son énergie totale. Cela permet
aux photons de basse énergie, i.e., du domaine visible du spectre électromagnétique,
d’étre absorbés par excitation des liaisons de la molécule. Des effets de délocalisation
particuliérement forts (résonance) sont observés pour certains types de cycles (les cycles
aromatiques) (Schleyer 2001, Schleyer 2005) que 1'on retrouve dans de nombreuses mo-
lécules fluorescentes. Une grande variété de chaines et des cycles conjugués différents
peuvent étre assemblés suivant diverses géométries, pour former autant de fluorophores
différents possédant chacun des propriétés optiques particuliéres.

L’exemple de la famille des cyanines, colorants couramment utilisés en biologie et
notamment pour le marquage fluorescent de ’ADN; illustre bien I'influence que peut
avoir une changement minime de structure moléculaire sur les propriétés optiques d'un
fluorophore. L’indocarbocyanine (Cy3), I'indodicarbocyanine (Cy5) et I'indotricarbo-
cyanine (Cy7) ne différent que par la longueur de leur chaine conjuguée hydrocarbonée.
Comme le montre le spectre d’absorption de ces trois molécules (voir Fig. 1.4), ce
paramétre structural détermine ’énergie du systéme conjugué et, de fait, I’énergie des
photons absorbés.

1.1.2.3 Principe de détection

Jusqu’a la fin du X1X°¢ siécle, la microscopie optique était uniquement basée sur le
contraste d’absorption de I’échantillon. Les microscopes ne permettant alors que 1’ob-
servation en transmission de 1’échantillon, le contraste de I'image était faible et limité
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Fi1G. 1.4: Spectres d’absorption et formules développées de trois sondes fluorescentes
de structure moléculaire proche. (a) Coefficient d’extinction en fonction de la longueur
d’onde d’excitation. (b-d) Formules développées de I’indocarbocyanine (Cy37*), de I’in-
dodicarbocyanine (Cy57) et de I’indotricarbocyanine (Cy77M).

par la diffusion de la lumiére. Pour les besoins de la biologie cellulaire en particulier, des
techniques nouvelles d’exaltation du contraste en microscopie ont été développées au
début du X X°€ siécle. Les plus significatives de ces inventions sont le contraste de phase
(F. Zernike et C. Zeiss, 1934), le contraste d’interférences différentielles (G. Nomarski,
1953), et surtout la microscopie de fluorescence (voir § 1.1.1.1, p.2).

L’avantage majeur de la fluorescence sur les autres techniques de microscopie op-
tique réside dans la loi de Stokes (voir § 1.1.1.1, p.2) : la longueur d’onde de ’émission
de fluorescence est toujours plus grande que la longueur d’onde d’excitation. Les sources
d’excitation ultraviolette, associées aux premiers microscopes de fluorescence, permet-
taient d’éclairer I’échantillon d’une lumiére invisible & I'oeil nu et induisant une émission
dans la partie visible du spectre (généralement bleue). I’échantillon apparaissait clair
sur fond sombre, permettant ainsi un bien meilleur contraste.

Les progres constants dans la réalisation des filtres optiques permettent de séparer
I'excitation de I’émission de fluorescence, quelle que soit la longueur d’onde d’exci-
tation. Ainsi, le domaine spectral d’application de la microscopie de fluorescence s’est
étendu a tout le spectre visible, le proche ultraviolet et le proche infrarouge, notamment
depuis I'essor technologique des sources lasers et grace au développement du marquage
fluorescent en biologie.

Chaque fluorophore est caractérisé par un spectre d’absorption et un spectre d’émis-
sion, lesquels se recouvrent trés peu. Ces spectres présentent un pic d’absorption et un
pic d’émission, généralement bien marqués, séparés d’un intervalle spectral nommé dé-
placement de Stokes (Stokes shift), en référence a la loi de Stokes. En utilisant des filtres
ne laissant passer que certaines bandes du spectre, il est possible d’imager uniquement
la partie fluorescente (ou marquée avec un fluorophore synthétique) de I’échantillon.
Avec un filtre a I'excitation et un filtre & ’émission, dont les spectres de transmission ne
se recouvrent pas, on élimine la lumiére d’excitation diffusée par 'objet (voir Fig. 1.5).
C’est le principe du microscope de fluorescence (Abramowitz 2006a), qui comprend en
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F1G. 1.5: Principe de la détection de fluorescence. (a) Schéma de principe de I'utilisation
de filtres a ’excitation (Exzciter filter) et a I’émission (Barrier filter). (b) Spectres d’ab-
sorption et de fluorescence d’une molécule. (c) Spectres de transmission de deux filtres
optiques passe-bandes : le spectre du filtre a I’excitation est centré sur le pic d’absorption
de la molécule, tandis que le spectre a 1’émission est centré sur son pic de fluorescence.
Les spectres de transmission des deux filtres ne se recouvrent pas, afin de ne pas détecter
la lumiére d’excitation.

plus un objectif et un miroir dichroique pour pouvoir exciter et collecter la fluorescence
par le méme objectif (épifluorescence) (voir Fig. 1.6). Le miroir dichroique réfléchit vers
I'objectif la lumiére venant de la source d’excitation, tandis qu’il transmet vers 'ocu-
laire la lumiére de fluorescence émise par 1’échantillon. On doit cette configuration
innovante a Johan S. Ploem qui inventa le cube optique : élément du microscope re-
groupant les filtres d’excitation et d’émission, ainsi que le miroir dichroique, associés
a la détection d’un fluorophore. Les microscopes modernes comportent généralement
une série de cubes interchangeables, afin de pouvoir observer successivement différents
fluorophores.

oculaire -

3. filtre &
I'’émission

source
lumineuse |p

2 2. miroir

dichroique
B 1
1. filtre & __ objectif
I'excitation

e objet

Fi1G. 1.6: Schéma du microscope de fluorescence.
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Le microscope de fluorescence offre donc une solution au probléme du contraste, en
séparant I’émission de I’excitation, mais fournit surtout un contraste sélectif permettant
de reconnaitre différentes parties de l'objet étudié, la sélectivité étant apportée par la
présence des fluorophores.

1.1.2.4 Avantages et limites

De nombreuses études et applications biologiques mettent en jeu la détection de
biomolécules par des mesures de fluorescence. L’utilisation de marqueurs fluorescents
est notamment la technique de marquage la plus répandue pour l'imagerie cellulaire.
Une large gamme de fluorophores est disponible, avec des caractéristiques spectrales
distinctes, offrant de multiples possibilités pour un marquage biologique multicolore. La
plupart des fluorophores moléculaires utilisés en biologie cellulaire ont été élaborés dans
le but d’assurer une haute biocompatibilité. Lorsqu’ils sont associés & des molécules
biologiques actives, les fluorophores moléculaires permettent de marquer spécifique-
ment des entités cellulaires (organelles, ADN, etc.) qui jouent un role essentiel dans les
processus cellulaires. Par exemple, la technique d’immunofluorescence rend possible la
détection d’antigénes grace a leur reconnaissance par des anticorps couplés a des molé-
cules fluorescentes uniques. En utilisant un jeu multicolore de colorants fonctionnalisés
(biomarqueurs) et de filtres optiques appropriés, on peut ainsi imager sélectivement
des parties de la cellule, ou encore suivre plusieurs biomolécules actives a l'intérieur de
la cellule.

Alors que la biocompatibilité et le marquage multicolore sont les principaux avan-
tages des molécules fluorescentes, leur coefficient d’extinction est relativement faible
par rapport & celui de nanoparticules fluorescentes telles que les nanocristaux de semi-
conducteurs (Seydack 2005). Par conséquent, la détection de faibles concentrations de
fluorophores (méme de rendement quantique idéal) est limitée par la faiblesse du signal.

Un autre inconvénient des fluorophores moléculaires est lié & leur faible photosta-
bilité. Lorsqu’elle est excitée, une molécule fluorescente peut en effet étre impliquée
dans des réactions chimiques, en particulier avec des radicaux libres d’oxygéne. Ce
phénomeéne de photoblanchiment cause la perte irréversible des propriétés de fluores-
cence de la molécule. Par conséquence, sous excitation continue, la lumiére émise par
une assemblée de fluorophores s’atténue progressivement au fur et & mesure de leur
photodestruction.

1.2 Nature et propriétés des plasmons

Les plasmons sont des modes électromagnétiques associés aux variations locales
de la densité de charges électriques dans les métaux (§ 1.2.1, p. 15). Dans les nano-
structures telles que les nanoparticules métalliques, ces modes sont fortement résonants
et interagissent avec la lumiére (§ 1.2.2, p. 16). Sur une surface métallique plane, les
plasmons de surface ne peuvent pas se coupler directement avec la lumiére, mais se
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propagent le long de l'interface métallique (§ 1.2.3, p. 16). Différentes configurations
permettent, cependant, de réaliser ce couplage pour bénéficier des intenses amplifica-
tions de champ local associées a I'excitation de ces modes (§ 1.2.4, p. 20).

1.2.1 Qu’est-ce qu’un plasmon ?

Les électrons libres d’un métal peuvent étre décrits comme un liquide d’électrons
de haute densité (~ 102 e¢m™3), i.e., un plasma. Ce modéle simple, dans lequel la
présence du réseau d’atomes est ignorée, permet de retrouver les propriétés électro-
niques fondamentales des métaux a 1’état solide. Cette approche prévoit 1’existence
de modes d’oscillation collective des électrons, appelés plasmons (Raether 1988). Les
électrons portant une charge électrique, leurs oscillations sont associées a des champs
¢électromagnétiques. Il est nécessaire, pour décrire les plasmons, d’étudier I'interaction
entre ces champs et les charges électriques. Les conditions aux limites des champs
électromagnétiques imposent des conditions a I'existence des plasmons, lesquelles dif-
ferent suivant la géométrie du systeme. On distingue quatre familles de plasmons, en
fonction de la dimension du confinement spatial des électrons de conduction dans le
métal (Sonnichsen 2001) : (i) les plasmons de volume, dans un matériau massif (pas
de confinement spatial) ; (ii) les plasmons de surface, a I'interface entre un métal et un
matériau non-conducteur (confinement 2D); (iii) les plasmons guidés, le long d’un fil
métallique de section nanométrique (confinement 1D); et (iv) les plasmons localisés,
dans une particule métallique de taille nanométrique (confinement 0D).

Les plasmons de volume sont associés aux ondes longitudinales de fluctuation de la
densité électronique qui se propagent dans le volume d’un métal massif. Le quantum
d’énergie associé aux plasmons de volume est

ne?

hw, = h

(1.5)

Mopé€o

ou n, e, my et € sont respectivement la densité électronique, la charge élémentaire, la
masse effective des électrons et la permittivité du vide (hw, ~ 10 eV). La fréquence
wy,/(2m) associée a ce quantum d’énergie est nommeée fréquence plasmon. Les plasmons
de volume peuvent étre excités par tirs d’électrons dans le métal, ce qui a été étudié
en détails théoriquement et expérimentalement par spectroscopie de perte d’électrons
(Raether 1980).

Les plasmons jouent un réle majeur dans les propriétés optiques des métaux. Une
onde électromagnétique de fréquence inférieure a la fréquence plasmon est réfléchie
car les électrons du métal écrantent le champ incident. Une onde électromagnétique de
fréquence supérieure a la fréquence plasmon est transmise car les électrons ne répondent
pas suffisamment rapidement pour I’écranter. Dans la plupart des métaux, la fréquence
plasmon se situe dans 'ultraviolet, ce qui leur donne cet aspect "luisant" (réfléchissant)
dans le domaine visible. Notez que certains métaux, tels que le cuivre, doivent leur
couleur particuliére au fait que leur fréquence plasmon est située dans le visible.
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1.2.2 Plasmons localisés dans les nanoparticules métalliques

Un des aspects les plus intéressants des nanoparticules métalliques est que leur
propriétés optiques dépendent fortement de leur taille. Eclairé en lumiére blanche, 'or
massif "brille" d’une teinte jaune (en réflexion) tandis qu'une lame de verre couverte
d’un film mince d’or apparait bleue (en transmission). En outre, la couleur d’une so-
lution colloidale d’or varie contintiment du bleu & l'orange, en passant par différentes
teintes pourpres et rouges, lorsque la taille des nanoparticules est réduite jusqu’a ~3 nm
(voir Fig. 1.7).

(b)

Fic. 1.7: Photographie en lumiére blanche, en transmission (a) et en réflexion (b), de
solutions colloidales contenant des nanoparticules sphériques de différentes tailles. Le
rayon moyen des nanoparticules est, en prenant les flacons de gauche a droite : 150 / 100
/ 80 / 60 / 40 / 20 nm. La teinte des solutions colloidales d’or (en transmission) passe
du bleu au rouge lorsque la taille des particules diminue (Liz-Marzan 2004).

Lorsque leur taille est petite devant la longueur d’onde, les propriétés optiques des
nanoparticules métalliques sont dominées par 1’oscillation collective des électrons de
conduction (plasmon de surface localisé) induite par interaction avec un rayonnement
électromagnétique. Le champ électrique du rayonnement incident induit la formation
d’un dipdle dans la nanoparticule (voir Fig. 1.8). Une force de rappel s’oppose alors
aux déplacements des électrons par rapport au centre de la particule (confinement
spatial). Comme pour un oscillateur harmonique mécanique, 'oscillation des charges
dans la nanoparticule est résonante pour une certaine fréquence d’excitation (résonance
plasmon). Seuls les métaux possédant des électrons libres (essentiellement 1'or, 'argent,
le cuivre, et les métaux alcalins) possédent des résonances plasmons dans le spectre
visible, et présentent pour cette raison de telles couleurs intenses. La fréquence de
résonance plasmon est déterminée par la force de rappel des électrons de conduction,
laquelle dépend d’un grand nombre de paramétres tels que la composition, la taille
(voir Fig. 1.7) et la forme des particules (Kreibig 1996, Mock 2002).

1.2.3 Plasmons de surface
1.2.3.1 Nature des plasmons de surface

Au niveau d’une interface entre un métal et un matériau diélectrique, la densité de
charge posséde des modes de fluctuation cohérente (oscillation collective des charges)
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F1G. 1.8: Schéma illustrant ’action d’un champ électromagnétique sur le plasmon d’une
nanoparticule métallique, montrant le déplacement du nuage électronique par rapport
au centre la nanoparticule (Kelly 2003).

appelées plasmons de surface (Ritchie 1957). Leur existence a été démontrée expéri-
mentalement par Powell & Swan, par des mesures de spectroscopie de perte d’électrons
(Powell 1960). Les plasmons de surface sont associés a des ondes électromagnétiques se
propageant a l'interface des deux matériaux et un champ électromagnétique possédant
des composantes transversales et longitudinales. L’intensité de ce champ est maximale
au niveau de l'interface et décroit exponentiellement suivant la direction normale a
I'interface, dans le métal comme dans le matériau diélectrique. Le champ a pour ex-
pression :

E = Ef exp [+ (kyx + k.2 — wt)] (1.6)

ol z et x sont les variables d’espace dans les directions normale et paralléele a la surface.
Le signe + est positif pour z > 0 et négatif pour z < 0. En raison du confinement
de 'onde suivant la direction normale & la surface, son vecteur d’onde posséde une
composante normale k, purement imaginaire, d’ott la décroissance exponentielle du
champ. La composante paralléle k, est complexe, et son expression est obtenue par
dérivation des équations de Maxwell (Raether 1988) :

w £1¢€ 1/2
ky = — (L) (1.7)

c \ &1+ &9

On note €; et € les permittivités respectives du métal et du matériau diélectrique, et
g1 = €1/€g et g9 = €3/€q leurs permittivités relatives — ou fonctions diélectriques (sans
dimension). La fréquence d’oscillation de 'onde w/(27) est supposée purement réelle,
tout comme €. La fonction diélectrique du métal €; est complexe (g1 = €} + ) et
sa partie réelle est négative (¢] < 0). Dans le cas ou €] < |¢}|, alors on peut écrire
I'expression de la composante complexe k, = k,, 4 1kl avec

, 1/2
() (19
51 + 52

/ 3/2 7
poo @2\ 4 (19)
e c \ &+ e 2(e)? '

Pour que k!, soit réel, il est nécessaire de vérifier |} > eq9. Cette condition, qui est
associée au comportement métallique du matériau, est généralement vérifiée par les
métaux dans le domaine des fréquences optiques.

K =

SRS
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1.2.3.2 Dispersion

Le vecteur d’onde et la fréquence d’oscillation d’une onde électromagnétique sont
liés par la relation de dispersion. Celle d’'un photon se propageant dans le milieu di-
électrique (e2) s’écrit k = (w/c)y/€2. Celle d'un plasmon de surface se propageant
a l'interface métal/diélectrique décrite précédemment est donnée par la relation 1.8.
Contrairement a celle des photons, la relation de dispersion des plasmons de surface
n’est pas linéaire, car €; est une fonction de w. La Figure 1.9 présente la courbe de
dispersion des plasmons a interface argent/air (Sénnichsen 2001). La fréquence d’os-
cillation et le vecteur d’onde sont exprimés en unités d’énergie.

4
N / @_\QJ ((\O(\‘E:
nc 6& \2®
& @Geo
=
14
0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
(fic) ky [eV]

Fi1c. 1.9: Dispersion des plasmons a 'interface argent/air. La fréquence d’oscillation et
le vecteur d’onde sont exprimés en unités d’énergie. La largeur de la ligne représente
Pincertitude sur le moment hk du plasmon, due a sa durée de vie finie. Les modes de
basse énergie sont des plasmons de surface (le schéma montre les charges électriques
de surface), tandis que les modes de haute énergie se propagent dans le volume (a ces
fréquences, ’argent n’a pas un comportement métallique). La ligne en pointillés indique
la limite stationnaire des plasmons de surface non-propagatifs (w = w;,). La largeur de la
ligne, a cette fréquence, indique un fort amortissement (S6nnichsen 2001).

Dans le domaine des basses fréquences w < w,/+/1 + €2, dans lequel la condition
€| > &9 est vérifiée, la composante paralléle du vecteur d’onde des plasmons de surface
est plus grand que celle des photons incidents. Ce désaccord de vecteur d’onde est
responsable de la nature non-radiative des plasmons de surface. En effet, la conversion
d’un plasmon de surface en un photon requiert la conservation de I’énergie Aw et du
moment Ak, et n’est donc autorisée qu’'aux points d’intersection de leurs courbes de
dispersion. Aux grands vecteurs d’onde kj, i.e., lorsque ¢} tend vers —e, (sur la Fig. 1.9,
5149 — —1), la fréquence d’oscillation de I'onde tend asymptotiquement vers

B w?) 1/2
Wop = 14 €9

(sur la Fig. 1.9, w, = w,/V/2). Vers cette limite, la vitesse de groupe 0k /0w tend vers 0,
tout comme la vitesse de phase k| /w, si bien que le plasmon de surface s’apparente
alors a une fluctuation localisée de la densité électronique (plasmons de surface non-
propagatifs) (Raether 1988, Sonnichsen 2001).
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Le domaine des hautes fréquences (w > w,) est associé a un comportement non-
métallique ('argent ne réfléchit pas la lumiére a ces fréquences élevées) : les modes
de haute énergie se propagent seulement dans le volume et ne sont pas a proprement
parler des plasmons de surface.

1.2.3.3 Extension spatiale

La composante normale k,; (i = 1 dans le métal, i = 2 dans le matériau diélectrique)
et la composante paralléle k, du vecteur d’onde vérifient la relation suivante :

ki = {51» <%>2 - kg} 1/2, ie{1,2) (1.10)

Dans le domaine des basses fréquences w < w,//1 + €9, k, est toujours supérieur a
\/Ei (%), d’ou la nature imaginaire de k,;.

L’amplitude du champ associé aux plasmons de surface décroit exponentiellement
suivant une loi en exp(—|k.;||z|), ot z est la distance normale a I'interface. La pénétra-
tion du champ dans le métal et le matériau diélectrique est caractérisée par 1’ épaisseur
de peau Zz, définie comme la distance a laquelle 'amplitude du champ a décru d’un
facteur e.

5= |ka", i€ {1,2} (1.11)
Soit, dans le matériau diélectrique :
A 5,1 + &9 1/2
2y = — 1.12
27 o ( 2 ) (1.12)
et dans le métal : 1o
A (el +e
2= — . 1.13
T o ( e > ( )

A titre d’exemple, & A = 600 nm, on obtient & I'interface métal/air les épaisseurs
de peau suivantes :

— pour 'argent : 2, = 390 nm et 2; = 24 nm ;
— pour l'or : 25 = 280 nm et 2; = 31 nm.

Notez que la profondeur de pénétration du champ dans le métal n’est pas indépen-
dante du matériau diélectrique (g5 figure dans l'expression de Z;).

Pour les grands vecteurs d’onde k,, Z est donné en approximation par 1/k,, d’ou une
forte concentration de champ prés de I'interface, dans les deux milieux. Pour les petits
vecteurs d’onde k, (ou les grandes valeurs de |¢]]), le champ dans le milieu diélectrique
a une composante transverse F,o trés grande devant sa composante longitudinale E,
(E.o/Ey = —1|€}]"?) et le plasmon de surface est semblable & un photon guidé le long
de la surface métallique (onde de Zenneck-Sommerfeld). E, et E, tendent a s’égaliser
pour les grands k, (E.» =1E, et E,1 = —E,).
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1.2.3.4 Longueur de propagation

L’intensité des plasmons de surface se propageant le long d’une interface plane
sans défaut décroit suivant une loi en exp(—2k”x) ou k” est la partie imaginaire de la
composante parallele du vecteur d’onde. La longueur de propagation L aprés laquelle
I'intensité de l'onde a été atténuée d’un facteur e est :

L= (2K (1.14)

A titre d’exemple, a linterface argent/air, £ = 22 um a A = 514,5 nm et £ =
500 pm (0,05 cm) & A = 1060 nm. L’énergie absorbée dans le film métallique est
dissipée sous forme de chaleur.

1.2.3.5 Modes d’excitation

A proprement parler, le terme "plasmons de surface" désigne les modes de fluc-
tuation de la densité électronique sans en préciser le mode d’excitation mis en jeu.
Historiquement, 'excitation des plasmons de surface a d’abord été étudiée par spec-
troscopie de perte d’électrons (Raether 1980). Les électrons pénétrant dans le métal
transférent un moment et une énergie aux électrons du solide. La projection de ce
moment sur la surface du métal détermine le vecteur d’onde et, d’apreés la relation de
dispersion, la perte d’énergie AE = hw de I'électron diffusé. Comme les électrons sont
diffusés a différents angles, ils transférent différents moments hk,. La détection des
électrons diffusés permet, en reliant leur énergie a leur angle de diffusion, d’étudier la
relation de dispersion k,(w) des plasmons de surface, sur un large domaine d’énergie
(Raether 1988).

Par la suite, les plasmons de surface ont suscité un trés large intérét dans la commu-
nauté de I’Optique et de la Photonique, en raison des possibilités de pouvoir confiner la
lumiére & la surface d’un métal en couplant photons et plasmons de surface. Ce mode
d’excitation est nommé polariton de plasmon de surface (Surface Plasmon Polariton,
SPP). Toutefois, nous avons vu précédemment que I’absence d’intersection entre les
courbes de dispersion des plasmons de surface et des photons signifiait 'impossibilité
de coupler ces deux modes électromagnétiques. Plusieurs solutions existent cependant,
et sont exposées dans la sous-section qui suit (§ 1.2.4).

1.2.4 Comment coupler photons et plasmons de surface ?

Lorsque la molécule est & moins de A/4 d’une surface, un effet d’atténuation de
la fluorescence intervient. Cet effet, fortement dépendant de la distance, met en jeu le
transfert d’énergie du dipole moléculaire excité vers le substrat (processus non radiatif).
La partie évanescente du champ dipolaire se couple aux plasmons de surface, lesquels
sont confinés a l'interface métal/diélectrique et se propagent le long de cette interface
uniquement (voir Fig. 1.17, p.29) (Ditlbacher 2002a, Ditlbacher 2003).
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Comme l'illustre la Figure 1.10a, a une fréquence d’oscillation donnée, le vecteur
d’onde associé a la propagation des plasmons de surface est toujours plus grand que
celui de la lumiére. Par conséquent, l'illumination en onde plane ne peut pas exciter
de maniére cohérente les plasmons de surface & une interface plane. Réciproquement,
la conversion des plasmons de surface en photons est interdite et 1’énergie cédée par
I’émetteur a ces modes non radiatifs ne contribue pas a I’émission de lumiére. Cepen-
dant, il est possible de tirer avantage de ce couplage en structurant le film métallique
qui couvre les substrats, afin d’accroitre le signal de fluorescence.

1.2.4.1 Lois de dispersion et accord de phase

L’examen des courbes de dispersion associées a des modes électromagnétiques de
natures différentes (e.g., photons et plasmons de surface) aide & la compréhension des
possibilités de couplages entre ces modes.

Une conversion d’un mode vers un autre n’est possible que s’il y a conservation de
I'énergie iw et du moment hk). Par conséquent, les possibilités de couplage entre deux
modes sont visualisées par les intersections de leurs courbes de dispersion.

O k=) o/csind
k= V(&,) olc

Cone de
lumiére

«— Meétal

(b)

v

F1G. 1.10: Couplage aux plasmons de surface sur une surface métallique plane. (a) Schéma
représentant un film métallique sur une lame de verre et montrant les composantes
paralléles a I'interface métal/air des vecteurs d’onde d’une onde de lumiére incidente k,
et du plasmon de surface kg,. (b) Courbes de dispersion des photons (ligne rouge) et
des plasmons de surface (ligne bleue). La ligne de lumiére (ligne rouge) correspond a la
courbe de dispersion de la lumiére émise ou incidente avec un angle nul par rapport a
la normale a l’interface métal/diélectrique. Le cone de lumiére (zone rouge) correspond
a I’ensemble des courbes de dispersion de la lumiére émise ou incidente suivant tous les
angles a la normale compris entre 0 et 7/2.

La Figure 1.10b représente les courbes de dispersion des plasmons de surface se
propageant le long d’une interface métal/air et des photons se propageant dans l’air.
Quelque soit 'angle 6 formé par le vecteur d’onde d’une photon incident ou émis, sa
courbe de dispersion k| = (w/c)sinf se situe toujours a gauche de la ligne de lumicre
k| = (w/c), dans le dénommé cone de lumiére. Par contre, la courbe de dispersion des
plasmons de surface se trouve invariablement a droite de la ligne de lumiére et, par



22 CHAPITRE 1. Contexte et état de l'art

conséquent, en-dehors du cone de lumiére. L’absence d’intersection entre leurs courbes
de dispersion interdit tout couplage : I’énergie des plasmons de surface ne peut pas étre
convertie sous forme de lumiére et, réciproquement, une onde plane ne peut pas exciter
de maniére cohérente les plasmons de surface.

Comme le montre la Figure 1.10, le vecteur d’onde des plasmons de surfaces est
toujours plus grand que celui d’'une onde plane de méme fréquence d’oscillation. Tou-
tefois, il existe différentes maniéres de contourner ce probléme, et de réaliser malgré
cela 'accord des vecteurs d’onde.

1.2.4.2 Configurations optiques permettant le couplage aux plasmons

Il existe trois principales techniques permettant de combler I’écart de vecteur d’onde
qui s’oppose au couplage entre photons et plasmons de surface (Barnes 2003).

Illumination au travers d’un prisme

La premiére de ces solutions consiste a illuminer la surface métallique au travers
d’un milieu d’indice optique élevé, e.g., au moyen d’un prisme en verre. La lumiére
peut étre projetée sur le métal, soit en approchant un prisme de la surface métallique
(configuration d’Otto (Otto 1968), voir Fig.1.11a), soit en éclairant la face arriére d’un

film métallique au travers du prisme (configuration de Kretschmann (Kretschmann
1971), voir Fig.1.11b).

Dans la configuration d’Otto (Fig. 1.11a), 'espace séparant le prisme du métal doit
étre extrémement réduit, puisque c’est le champ évanescent se formant a l'interface
verre/air, par réflexion totale de la lumiére sur la face interne du prisme, qui se couple
avec les plasmons de surface. En sortie du prisme, la composante normale du vecteur
d’onde k, est purement imaginaire. Sa composante paralléle a la surface kj peut donc
étre arbitrairement grande, et donc étre supérieure a la norme du vecteur d’onde k£ =

NIGEE k:ﬁ C’est ce qui permet de réaliser l'accord avec le vecteur d’onde des plasmons

de surface.

Dans la configuration de Kretschmann, (Fig. 1.11b et 1.12) le film métallique doit
étre trés fin (épaisseur < 0,1 pm) afin que le champ puisse le traverser et exciter

a) b)

7 , .
'Ohg  PriIsSmM X air surface plasmon
W .
[ metal film |
air gap su rfaceg)Iasmon /@)
P ¢
metal \© prism

Fi1G. 1.11: Configurations permettant 1’excitation des plasmons de surface par une onde
de lumiére (S6nnichsen 2001). (a) Configuration d’Otto. (b) Configuration de Kretsch-
mann.
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les plasmons de surface se propageant sur la face opposée du film. Dans ce cas-ci,
le couplage est réalisable en raison de la différence d’indice optique entre les milieux
diélectriques (e.g., l'air et le verre) situés de chaque c6té du film. Pour une méme fré-
quence d’oscillation, le vecteur d’onde est plus grand dans le verre kyerre = (w/C)Nperre
(Nyerre ~ 1,5) que dans l'air ky; = (w/¢)ngir (Nair ~ 1,0). Pour un certain angle d’in-
cidence 0, la composante paralléle du vecteur d’onde kyerre = (W/C)Nyerre $in 6 coincide
avec le vecteur d’onde des plasmons de surface a la fréquence w. A cet angle particulier,
nommé angle de résonance plasmon, I’énergie des photons incidents est convertie pour
I’excitation des plasmons de surface.

Pour reprendre le formalisme de la courbe de dispersion (Fig. 1.12) : en changeant
I'indice du milieu de propagation de la lumiére, on a modifié la courbe de dispersion
de la lumiére, laquelle croise a présent celle des plasmons de surface (voir Fig. 1.12b).
Notez que cette configuration d’excitation n’est pas compatible avec tous les dispositifs
de microscopie.
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FiG. 1.12: Accord des vecteurs d’onde dans la configuration de Kretschmann. (a) Schéma
représentant un film métallique déposé sur la face d’un prisme en verre d’indice optique
Nyerre. L€ demi-espace supérieur (i.e., ’air) est caractérisé par un indice ngir < Nyerre-
ks, est la composante réelle du vecteur d’onde du plasmon de surface se propageant a
I’interface métal/air. k, est le vecteur d’onde d’une onde de lumiére se propageant dans
le prisme et arrivant sur la face opposée du film métallique avec un angle d’incidence
6, et kj, est sa composante paralléle a la surface du film. (b) Courbes de dispersion
des photons (lignes rouges) dans I’air (ligne de lumiére k| = nqi,w/c) et dans le verre
(ligne de lumiére kj; = nyerrew/c), et des plasmons de surface (ligne bleue) & I’interface
métal/air.

Couplage local

La deuxiéme technique repose sur la diffusion des ondes électromagnétiques par un
défaut topographique a la surface du film métallique, tel qu'un trou ou une protrusion
de taille inférieure & la longueur d’onde. Un tel défaut permet d’exciter localement
des plasmons de surface (couplage lumiére/plasmons de surface) et de convertir les
plasmons de surface en photons (couplage SP/lumiére). Une limite majeure de cette
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technique est qu’elle ne permet de coupler plasmons de surface et lumiére que locale-
ment, et n’est donc pas destinée a 'imagerie.

Réseau de Bragg

La troisiéme et derniére technique utilise la corrugation périodique d’une surface
métallique (e.g., un réseau métallique). Les vecteurs de Bragg associés aux périodicités
spatiales d’une telle surface peuvent fournir la composante de vecteur d’onde man-
quante, qui permettrait 'accord de phase nécessaire au couplage. Comme le montre la
Figure 1.13, les plasmons de surface sont diffusés dans les directions (6, ¢) de I'espace
qui vérifient la relation kgsinf = kgpp + mG, m € N*, ou G est le vecteur de Bragg
du réseau et kg et kgpp sont les vecteurs d’onde du photon et du plasmon de surface
a une fréquence donnée. Lorsque G < kgpp (Fig. 1.13b), plusieurs angles de diffusion
0 peuvent étre observés.

(a)

(b)

FiG. 1.13: Couplage de la lumiére aux plasmons de surface au moyen d’un réseau mé-
tallique. Représentation du réseau périodique dans ’espace réciproque (espace des k).
La période L du réseau est associée 4 un vecteur de Bragg G = 27/L. Le cercle tracé en
ligne continue a pour rayon ky = w/c et représente la valeur maximale que peut prendre
la projection du vecteur d’onde d’un photon sur la surface du réseau. Les cercles tracés
en pointillés ont pour rayon kgspp et représentent la composante réelle du vecteur d’onde
associé 4 un mode polariton du plasmon de surface. (a) G > kspp. Un polariton se pro-
pageant a la surface du réseau, dans une direction formant un angle ) avec le vecteur
de Bragg G du réseau, peut se coupler, via le réseau, & un photon émis & un angle ¢
dans un plan défini par ’angle azimutal ¢. (b) G < kgpp. Le polariton peut dans ce cas
se coupler au photon par diffusion par soit +G, soit £2G.
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1.3 Processus optiques en présence d’une structure
métallique

La présence d’'une structure métallique dans I’environnement proche d’un émetteur
ponctuel (e.g., un fluorophore) modifie ses propriétés optiques (Ford 1984). Nous pré-
sentons dans cette section les mécanismes impliqués dans la modification des processus
d’excitation et d’émission du fluorophore, en présence d’un miroir métallique (§ 1.3.1,
p. 25), d’une surface métallique nanostructurée (§ 1.3.2, p. 33), et de nanoparticules
métalliques (§ 1.3.3, p. 35).

1.3.1 Interaction d’un émetteur ponctuel avec un miroir
métallique

Un atome ou une molécule, dans un état excité permettant une transition de type
dipole électrique, émet & une fréquence particuliére wy et son spectre a généralement
la forme d’une Lorentzienne de largeur v,. Cette largeur est reliée au taux d’émission
spontanée I'y. Lorsqu’un émetteur de ce type est placé & proximité d’une surface par-
tiellement réfléchissante, son taux d’émission et sa fréquence sont modifiés d’une fagon
qui dépend de la distance séparant I’émetteur de la surface, des propriétés diélectriques
de la surface, et du milieu dont lequel se trouve I’émetteur (Hellen 1987). A la suite
des premiers travaux menés par Drexhage et al. (§ 1.3.1.1, p. 25), Chance et al. ont
développé un modeéle dipolaire qui permet de décrire 'influence d’'un substrat métal-
lique sur ’émission d’un fluorophore (§ 1.3.1.2, p. 27). Ce modéle permet de calculer
I’énergie transférée au substrat par couplage aux plasmons de surface (§ 1.3.1.3, p. 28).
Par la suite, des améliorations ont été apportées a ce modéle pour prendre en compte
des interactions avec le substrat autres que les couplages électromagnétiques (§ 1.3.1.4,
p. 31). Enfin, la modification du taux d’émission influence également les processus de
transfert d’énergie résonant entre les émetteurs (§ 1.3.1.5, p. 31).

1.3.1.1 Premiers travaux

Dans les années soixante, Drexhage et al. menérent une célébre série d’expériences
sur le comportement optique de molécules fluorescentes séparées de quelques dizaines a
quelques centaines de nanométres de la surface de substrats métalliques plans (Drexhage
1966, Drexhage 1968, Drexhage 1970, Drexhage 1974). Ils mesurérent la durée de vie de
I’état excité des molécules, en fonction de la distance a la surface métallique, et obser-
vérent des oscillations pour des distances de séparation de I’ordre de la longueur d’onde
d’émission. Ils proposérent d’expliquer ces résultats expérimentaux par un phénomeéne
d’interférences.

Cet effet peut étre compris en considérant le cas d’'une molécule excitée placée au
centre d’un miroir sphérique (Fig.1.14). Si le rayon du miroir est, par exemple, 1, 75\
(Fig.1.14a), alors les faisceaux émis dans le demi-espace supérieur directement et par
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réflexion sur le miroir interférent de maniére constructive. L’intensité rayonnée étant
proportionnelle au carré de 'amplitude du champ, la probabilité d’émission radiative
est quatre fois plus grande qu’en I’absence du miroir. Il n’y a aucun rayonnement dans
le demi-espace inférieur, a cause du miroir. Par conséquent, la probabilité d’émission
radiative intégrée sur tout ’espace est deux fois plus grande qu’en ’absence du miroir.
La durée de vie de la molécule excitée est donc deux fois plus courte au centre du
miroir que dans 'espace libre (en supposant 1’absence de processus de désexcitation
non-radiative). Par contre, si le rayon du miroir est, par exemple, 2\ (Fig. 1.14b), alors
les faisceaux direct et réfléchi interféerent de maniére destructive et la molécule ne peut
pas émettre radiativement. Dans ces conditions, la durée de vie de la molécule excitée
est infinie.

(b) ©
' 7 08 3
2 04
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Fic. 1.14: Rayonnement d’une molécule excitée au centre d’un miroir sphérique (a,b)
(Drexhage 1970). (a) Amplification par interférence : la puissance rayonnée par le dipole
est deux fois plus grande qu’en ’absence du miroir. (b) Quenching par interférence : le
dipéle ne peut pas rayonner. Durée de vie de ’état excité d’ions Eu?* en fonction de
la distance les séparant d’un miroir d’argent (c) (Amos 1997). La ligne continue est la
dépendance théorique calculée avec le modéle dipolaire classique (théorie CPS).

De la méme facon, la durée de vie d’une molécule excitée est affectée par la présence
d’un miroir plan. Notez que, dans ce cas, les coefficients de réflexion et le déphasage
entre les faisceaux direct et réfléchi dépendent de I'angle d’incidence et de la polari-
sation de la lumiére. Un traitement purement interférentiel (Kuhn 1970) permet de
calculer la figure spatiale de rayonnement (lobe d’émission dans le champ lointain),
I’amplitude et la phase du champ réfléchi étant déterminées grace aux lois de Fres-
nel (coefficients de réflexion pour un faisceau polarisé). La lumiére est émise dans des
directions préférentielles du demi-espace supérieur, ces directions étant celles ou les
faisceaux direct et réfléchi interférent constructivement (Voir Fig. 1.15). Les directions
varient suivant la distance au miroir et I'orientation relative du dipdle d’émission par
rapport a la surface. Notez que, lorsque la distance a la surface est trés petite devant la
longueur d’onde d’émission, un dipole paralléle tend & s’annuler avec son image, alors
qu’un dipdle orthogonal est amplifié.

D’autre part, Drexhage et al. ont observé des durées de vie exceptionnellement
courtes lorsque la molécule est séparée du métal par des distances trés petites devant
la longueur d’onde. Cette baisse subite de durée de vie est la signature d’un transfert
d’énergie non-radiatif de la molécule vers le métal. Si la compétition entre ’émission
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Fic. 1.15: Rayonnement d’un dipéle électrique interagissant avec un miroir plan (a,b)
(Drexhage 1970). Amplification (a) et quenching (b) par interférence. Distribution angu-
laire de la fluorescence d’ions Eu®* placés & 677 nm d’un miroir d’or (c) (Drexhage 1970,
Kuhn 1970). Le fluorophore est un complexe europium-dibenzoylméthane : les ligands
absorbent dans ’ultraviolet puis, aprés transfert d’énergie intramoléculaire, les ions Eu3*
émettent (A= 612 nm) avec un rendement quantique élevé. Les mesures expérimentales
(—) sont en bon accord avec le modéle interférentiel (- - -) pour un dipoéle orthogonal
a la surface.

de fluorescence et cette voie de désexcitation non-radiative tourne en faveur de cette
derniére, alors la fluorescence est annihilée (quenching).

Par la suite, dans les années soixante-dix, un grand nombre d’études théoriques ont
été menées dans le but de modéliser ce couplage métal/fluorophore a courte distance.
Des traitements classiques améliorés (Kuhn 1970), semi-classiques (Morawitz 1969) et
de mécanique quantique (Philpott 1975) ont contribué & une meilleure compréhen-
sion des observations expérimentales. Cependant, le meilleur accord entre modéle et
expérience a été atteint avec une description purement classique de l'interaction molé-
cule/substrat, dont la théorie a notamment été développée par Chance, Prock et Silbey
(CPS) (Tews 1970, Tews 1974, Chance 1974).

1.3.1.2 Modéle de l'oscillateur dipolaire

Dans la théorie CPS, un émetteur a proximité d’'une surface réfléchissante est as-
similé & un oscillateur dipolaire amorti et forcé; amorti parce qu’il perd de 1’énergie ;
forcé parce qu’il répond a une fraction de son propre champ électromagnétique réfléchie
par la surface. Les équations du modeéle dipolaire dans la théorie CPS sont détaillées
dans le Chapitre 2 (voir § 2.4.2, p.81).

Le probléme de I’émission d'un dipole face a une surface réfléchissante se résume
au calcul du champ réfléchi au niveau du dipole. Suivant son retard, le champ réfléchi
est en phase ou hors de phase, provoquant une augmentation ou une baisse du taux
d’émission (Amos 1997). La composante en phase du champ réfléchi induit également
un déplacement de la fréquence de résonance de 'oscillateur, ainsi qu'un élargissement
spectral de cette résonance (Chance 1975a).
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Reprenons maintenant le formalisme de la PMD (voir § 1.1.1.4, p.5). Si le champ
réfléchi est en phase avec I’émetteur, la PMD au niveau du dipole sera élevée, les oscil-
lations du dipdle seront alors amplifiées et I’émission radiative exaltée (super-radiance).
Au contraire, si le champ réfléchi est hors de phase, I’émission radiative sera atténuée
(sub-radiance). Le facteur d’exaltation varie périodiquement en fonction de la distance
au métal, avec une période égale a ~ \/2; alternant des conditions de super-radiance
et de sub-radiance. Au fur et & mesure que le dipole est éloigné de la surface miroir,
cet effet d’interférence s’affaiblit, en raison de la nature ponctuelle du dipéle émetteur.

1.3.1.3 Couplage et transfert d’énergie

Le champ électromagnétique produit par le dipdle comprend une partie propagative
(champ lointain) responsable du rayonnement énergétique (émission de photons) et
une partie évanescente (champ proche) qui prédomine & courte distance et décroit
exponentiellement en s’éloignant de I’émetteur. En utilisant la fonction complexe de
la permittivité diélectrique du métal, Chance et al. ont modélisé la réponse optique
globale de la surface, i.e., non seulement la réflexion du champ lointain mais aussi le
couplage du champ proche avec le métal.

Par la suite, nous décrirons les différents modes d’émission du dipole en utilisant
la composante tangentielle v du vecteur d’onde normalisé. A une fréquence d’émission
w/(2m) donnée, u = k) /ko ot kg = w/c est le vecteur d’onde d'un photon dans I’espace
libre. La Figure 1.16a représente, en fonction de u, la distribution de 1’énergie rayon-
née par le dipole dans le demi-espace supérieur (u € [0;1]) et transférée au substrat
(u €]1; 00]) calculée pour un dipole orthogonal a la surface, pour différentes distances
dipole/surface.
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F1G. 1.16: Distribution de I’énergie émise en fonction du vecteur d’onde normalisé u,
calculée pour un dipdle orthogonal émettant & A=632,8 nm localisé a différentes distances
d’une surface d’argent, dans le modéle de la réponse diélectrique locale de Chance, Prock
et Silbey (Whitmore 1982) (a), et dans le modéle non-local de Ford et Weber (Ford 1981)
pour une distance nulle (b). La courbe en pointillés dans la figure (b) correspond au
modéle local pour une distance nulle.
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La théorie CPS inclut la présence de charges électriques confinées a l'interface entre
le métal et le milieu isolant (ici ’air). Les modes d’oscillation collective de ces charges
(plasmons de surface, voir § 1.2, p.14) peuvent étre excités par couplage au dipole. Le
transfert d’énergie aux plasmons de surface apparait dans la Figure 1.16a sous la forme
d’un pic étroit a ug, ~ 1,3. Les propriétés des plasmons de surface ont été largement
traitées d'un point de vue théorique (Ritchie 1973, Morawitz 1974) et expérimental
(Benner 1979, Eagen 1979). Weber et Eagen (Weber 1979) ont démontré que 'efficacité
du transfert d’énergie aux plasmons de surface décroit exponentiellement en fonction de
la distance au métal. Au niveau d’une surface métallique plane, seul le champ proche
du dipole (partie évanescente du champ dipolaire) peut se coupler aux plasmons de
surface, car le vecteur d’onde des plasmons de surface est toujours plus grand que
celui d'un photon de méme énergie (us, > 1). Pour les mémes raisons, I’énergie des
plasmons de surface ne peut pas étre convertie sous forme de lumiére, & moins qu’ils
soient diffusés par des défauts topographiques (rugosité) de la surface métallique.

Aphot
I.._ — ,B_O_Qp__ -__._________,.’

Fi1G. 1.17: Représentation schématique des lignes de champ électrique associé 4 un dipéle
proche d’une surface métallique, & un instant donné de son excitation, et des charges de
surface induites par le champ proche du dipole (Whitmore 1982).

La Figure 1.17 représente les lignes de champ électrique associées a un dipdle proche
d’une surface métallique, a un instant donné de son excitation. Le champ proche du
dipdle modifie la distribution des charges de surface, et induit ainsi des dipoles de
surface. Les longueurs d’onde associées a ces dipoles de surface sont plus courtes que
celle du champ radiatif (u > 1). Les oscillations des charges de surface dont la longueur
d’onde correspond a celle du plasmon de surface & cette énergie (u >~ us,) se propagent
loin du dipdle et transférent 1’énergie du dipole. Les autres composantes de champ
de grand vecteur d’onde (u > wug,) dissipent I’énergie du dipole par couplage avec
des processus de diffusion dans le volume (Whitmore 1982). Ces derniers modes sont
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appelés ondes de perte de surface (Lossy Surface Waves, LSW) car I’énergie dissipée
dans la structure du substrat métallique ne peut pas étre convertie sous forme de
lumiére (méme en présence de nanostructures diffusantes en surface du substrat).
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Fi1G. 1.18: Fraction d’énergie dissipée par un dipéle immergé dans le vide et positionné
prés d’une surface plane d’argent, dans différentes voies de désexcitation (Barnes 1998),
calculée en fonction de la distance a la surface, pour un dipéle perpendiculaire (a) et
paralléle (b) a la surface, et pour une combinaison isotrope des deux (c). Le dipole
émet & A\ = 614 nm et la constante diélectrique de I’argent est —16 + 0,6:. Les voies de
désexcitations sont I’émission de photons dans le vide (——) et le couplage non-radiatif
aux plasmons de surface (- - -) et aux ondes de pertes (. . .).

Comme le montre la Figure 1.16a, I'importance des différentes voies d’émission —
rayonnement (u < 1) et transfert d’énergie au plasmons de surface (u =~ ug,) et aux
ondes de pertes (u > u,,) — change en fonction de la distance a la surface métallique. La
Figure 1.18 donne la fraction d’énergie dissipée par émission radiative et non-radiative,
en fonction de la distance séparant un dipole d’une surface plane d’argent (Barnes
1998). Il apparait que les processus de couplage avec le métal varient différemment en
fonction de la distance suivant 1'orientation relative du dipdle. Notamment, le couplage
aux plasmons de surface est beaucoup plus fort pour un dipdle orthogonal a la surface
métallique (Fig. 1.18). On note également que efficacité du couplage aux ondes de
perte chute avec la distance beaucoup plus brutalement que celle du couplage aux
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plasmons de surface. Par conséquent, le couplage aux ondes de perte prédomine a
trés courte distance. En raison du processus de compétition entre ces deux voies de
désexcitation non-radiatives, le couplage aux plasmons de surface présente un maximum
d’efficacité pour une distance émetteur/métal finie. Pockrand et al. (Pockrand 1980)
ont étudié expérimentalement le transfert d’énergie aux plasmons de surface pour des
molécules de colorants placées & une distance controlée d’un substrat d’argent. Ils ont
observé une efficacité maximale pour une distance de 18 nm, et une efficacité quasi-nulle
lorsque les molécules sont trés proches du métal. Des séparations optimales différentes
peuvent cependant étre trouvées pour des fréquences d’excitations différentes, ou pour
d’autres métaux et d’autres matériaux isolants.

1.3.1.4 Quenching et transfert de charge

Bien que la théorie CPS soit en bon accord avec les résultats obtenus dans un
grand nombre de configurations expérimentales, elle est basée sur plusieurs hypothéses
de base dont la pertinence peut étre remise en question lorsque les molécules sont
placées a moins de 10 A (1 A = 107'° m) de la surface du métal. Notamment, la
théorie CPS prédit que I'énergie transférée au métal tend vers l'infini lorsque la dis-
tance molécule/métal tend vers zéro (Maniv 1980, Ford 1981) (voir Fig. 1.16b). A la
suite des travaux théoriques de Chance et al., plusieurs auteurs proposérent des cor-
rections au modele classique CPS, ainsi que des approches alternatives faisant appel
a la mécanique quantique (Persson 1984). Briévement, lorsque l'on tient compte de la
variation continue de la densité électronique prés de Uinterface métal/isolant (condi-
tions de continuité du champ électrique), les contributions de la surface et du volume
du substrat a la réponse optique globale dépendent de la distance suivant deux lois
différentes. Persson et al. (Persson 1984) ont défini un régime de distance (d = 20 -
100 A) et de fréquence pour lequel le transfert d’énergie de la molécule au substrat
métallique est principalement dii aux effets de surface, et est par conséquent régi par
une loi en 1/d*. En plus du transfert d’énergie classique, un autre processus de couplage
a trés courte distance (d < 10 A) ouvre une voie additionnelle de désexcitation ultra
rapide (Gebauer 2004). Ce processus de quenching est un effet typiquement quantique,
associé a un transfert de charges et qui ne peut pas étre traité classiquement, méme
en considérant les multipdles d’ordre supérieur dans le modéle de 1'oscillateur dipolaire
(Maniv 1980).

1.3.1.5 Modification des interactions résonantes entre dipodles

Comme nous 'avons vu précédemment, I’émission spontanée peut étre controlée en
plagant I’émetteur dans une structure (e.g., une cavité optique) qui modifie la densité
de modes photoniques (PMD), i.e., en manipulant les modes optiques dans lesquels
I’émission peut avoir lieu (Drexhage 1974). La modification de la PMD est également
susceptible d’influencer les interactions résonantes entre dipoles, telles que le transfert
résonant d’énergie de Forster (FRET) (Agarwal 1998, Finlayson 2001).
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Théorie de Forster

Le FRET est un processus cohérent et non-radiatif (sans émission de photon) de
transfert d’énergie entre deux molécules suffisamment proches I'une de ’autre pour que
se couplent les composantes évanescentes de leur champ dipolaire (Forster 1948). Gé-
néralement, le FRET implique deux molécules fluorescentes — un fluorophore donneur
(D) et un fluorophore accepteur (A) (les fluorophores d’un couple D/A ont des pro-
priétés spectrales différentes), et peut mener a 1’émission d’un photon de fluorescence
par A.

D’aprés la théorie de Forster, le taux de FRET (I'prpr) varie linéairement en
fonction du taux d’émission spontanée du donneur et, pour une distribution bidimen-
tionnelle aléatoire, est inversement proportionnel & la puissance quatre de la distance
intermoléculaire r (Kuhn 1972) :

4
Pprir = Tpa—Tp =Tp (%) (1.15)
ou I'ps et I'p sont respectivement les taux d’émission du donneur en présence et en
I’absence de 'accepteur. Lorsque la distance séparant le donneur de ces plus proches
voisins accepteurs est égale a la distance critique 7., le taux de FRET est égal a la
somme des taux associés aux autres processus d’émission du donneur (I'rrpr = I'p).
Typiquement, r. est de l'ordre de 5 nm (Andrew 2000).

Influence de la densité de modes photoniques

Le taux d’émission spontanée du donneur est une mesure directe de la PMD (Fermi
1932). Une structure permettant de modifier la PMD est donc susceptible de changer
le taux de FRET. Andrew & Barnes (Andrew 2000) ont montré que le taux d’émission
spontanée du donneur augmente d’un facteur 2,5 lorsqu’il est placé au centre d’une
cavité formée par deux miroirs plans distants d’une demi-longueur d’onde d’émission,
i.€., lorsque son émission spontanée est résonante avec le mode principal de la cavité.
Hopmeier et al. (Hopmeier 1999) ont étudié le transfert entre des fluorophores donneurs
et accepteurs aléatoirement distribués dans une cavité de ce type. Les auteurs ont
observé une amplification de ’émission de ’accepteur lorsque le transfert d’énergie
était résonant avec un mode de la cavité.

Comme nous 'avons vu précédemment (voir § 1.3.1.2, p.27), la présence d’un miroir
unique (cavité ouverte ou "demi-cavité") modifie également la PMD et se comporte
comme une cavité optique avec ses modes propres. Le taux d’émission des fluorophores
est amplifié lorsque leur émission est résonante avec un mode de la cavité, ce qui est le
cas lorsque la distance au miroir d vérifie I’équation d = (25 — 1)297*; OU Aepn/ng est la
longueur d’onde d’émission dans la cavité et j est un nombre entier (j = 0 correspond
au mode principal de la cavité).

Nakamura et al. (Nakamura 2005, Nakamura 2006) ont étudié le FRET dans des
films d’oxyde de silicium contenant des nanocristaux photoluminescents de silicium
(donneur) et dopés avec des ions fluorescents Er®* (accepteur), séparés d’un film d’or
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par une couche d’épaisseur controlée. Par des mesures de durée de vie, les auteurs
ont évalué I'py et I'p, en présence et en 'absence de 'accepteur, et en ont déduit
I'rrer. Les variations de I'rprpr constatées, en fonction de la distance au miroir d’or,
correspondent aux variations théoriques de la PMD.

1.3.2 Interaction d’un émetteur ponctuel avec une surface
métallique structurée

De nombreux travaux théoriques et expérimentaux ont été consacrés a la facon dont
les propriétés optiques des molécules fluorescentes peuvent étre modifiées par 'inter-
action avec une surface métallique non plane, présentant une morphologie allant du
film d’ilots de métal (Wokaun 1983, Weitz 1983) au film continu de rugosité aléatoire
(Arias 1982, Agassi 1986, Biteen 2005) et a la surface métallique structurée périodi-
quement (réseau) a l’échelle nanométrique (Aravind 1981, Sullivan 1994, Blacke 1997,
Andrew 2001, Kreiter 2001).

Lorsque les fluorophores excités sont positionnés devant un réseau métallique, a
une distance bien contrdlée, une émission de fluorescence extrémement anisotrope (di-
rectionnelle) peut étre observée, pourvu que la période du réseau soit inférieure a la
longueur d’onde d’émission (voir Fig. 1.19) (Sullivan 1994, Andrew 2001). La présence
de structures périodiques permet a la surface métallique de diffuser le champ proche du
dipole (Amos 1999). Une émission de lumiére directionnelle peut également étre obser-
vée pour des fluorophores directement adsorbés sur le réseau métallique (principalement
due a l'effet Raman). Dans ce cas, I’énergie des fluorophores est transférée au métal et
rayonnée par diffusion des plasmons de surface (Kitson 1996). Les vecteurs de Bragg
associés a la périodicité de la surface fournissent en effet la différence de vecteur d’onde
nécessaire a coupler les plasmons de surface et les modes photoniques (Raether 1988).
Le couplage aux plasmons de surface n’est alors plus une voie de désexcitation non-
radiative, et ’énergie cédée par le fluorophore au métal contribue a accroitre le taux
global d’émission radiative. La puissance rayonnée par le fluorophore couplé au réseau
métallique atteint un maximum lorsque le couplage fluorophore/métal est le plus fort
(Lakowicz 2001a).

Le cas des surfaces métalliques de rugosité aléatoire a été examiné par Arias et al.
(Arias 1982). Les auteurs calculérent les variations de durée de vie de fluorophores
excités a proximité de telles surfaces, pour une faible distance de séparation (50 A) et
une faible rugosité (~ 20 A en écart quadratique). Ils trouvérent que le taux de trans-
fert d’énergie du fluorophore vers le métal augmente avec la rugosité. Contrairement
aux réseaux meétalliques, dont la surface est structurée périodiquement, les surfaces
métalliques de rugosité aléatoire présentent une large distribution de périodes spatiales
(Bozhevolnyi 2002). Par conséquent, elles fournissent une large gamme de vecteurs de
Bragg permettant le couplage SP/photon pour toutes les directions d’émission. Ce type
de surface est donc susceptible de diffuser les plasmons de surface avec une sélectivité
sur la direction d’émission beaucoup plus basse qu’un réseau métallique, modifiant ainsi
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F1G. 1.19: Emission d’un fluorophore couplé a un réseau métallique (Lakowicz 2001a).
Configuration de 1’échantillon : film de molécules fluorescentes (rhodamine B) sur une
lame de verre (a) et sur un film métallique structuré périodiquement (période L = 300 nm)
par traitement d’une sous-couche photorésistante (b). Le film de colorant est séparé de
la surface métallique par une couche de diélectrique (LiF) d’épaisseur d = 200 nm . Lobes
d’émission de fluorescence (mesures expérimentales) sur la lame de verre (a) et sur le
réseau métallique (b). Notez la différence d’échelle d’intensité entre les deux graphes.

la totalité de la figure spatiale de rayonnement. La rugosité de la surface permet égale-
ment le couplage de la lumiére incidente avec les plasmons de surface. L’excitation des
plasmons de surface qui résulte de ce couplage méne a I'amplification locale du champ
d’excitation prés de la surface du métal, et a I'exaltation des processus de fluorescence.

La validité de cette description est toutefois limitée a de faibles rugosités, typique-
ment quelques dizaines d’angstroms en écart quadratique. De plus grandes rugosités
perturbent la propagation des plasmons de surface. Cela provoque leur localisation
dans les protrusions de la surface métallique. Une fois confinés dans des zones de taille
petite devant la longueur d’onde, les modes plasmons deviennent fortement résonants.
De plus, ils sont alors libres de se coupler aux modes photoniques, quelque soit leur
vecteur d’onde. Les protrusions d’une surface métallique rugueuse présentent de nom-
breuses similarités avec les nanoparticules métalliques, les deux étant généralement
décrites a 'aide des mémes concepts théoriques. Les deux se comportent comme des
antennes lorsque les modes plasmons localisés sont excités a la résonance, provoquant
d’intenses amplifications locales du champ électromagnétique. L’exaltation intense de
I'excitation moléculaire proche de telles structures favorise fortement les processus op-
tiques non-linéaires tels que la diffusion Raman (Surface Enhanced Raman Scattering,
SERS) (Moskovits 1985, Campion 1998).
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1.3.3 Couplage d’un émetteur ponctuel et d’'une nanoparticule
métallique

L’influence que peut avoir la présence d’une nanoparticule métallique sur le com-
portement optique d’un fluorophore présente des similitudes avec celle que peut avoir
la présence d’une surface métallique plane. De maniére similaire a ce que nous avons vu
au paragraphe précédent pour le systéme émetteur - miroir plan, le couplage nanoparti-
cule - fluorophore peut étre controlé en modifiant différents parameétres expérimentaux.
Sous certaines conditions, de fortes exaltations des processus optiques sont observées.
Cependant, les mécanismes responsables de ces exaltations différent entre les deux sys-
témes, c¢’est pourquoi le couplage nanoparticule-fluorophore fait I’objet d’un paragraphe
séparé.

Tout d’abord, a proximité d’une particule de taille petite devant la longueur d’onde
de la lumiére, il n’y a pas d’effet miroir. L’émetteur dipolaire (le fluorophore) n’inter-
agit pas avec son dipoOle-image mais avec les multipoles de la nanoparticule. D’autre
part, en présence d’'une nanoparticule métallique, le champ d’excitation au niveau du
fluorophore dépend du couplage entre le champ incident et la particule, et non d'un
phénoméne d’interférence comme c’est le cas en présence d’un miroir plan. Enfin, la
présence d’une nanoparticule métallique ne "redirige" pas le lobe d’émission dans la
direction opposée, comme le ferait un miroir plan, mais peut néanmoins modifier sa
forme.

1.3.3.1 [Exaltation des processus optiques et photochimiques

Les propriétés optiques de fluorophores moléculaires adsorbées sur des nanopar-
ticules métalliques sphériques ont été étudiées par Gersten & Nitzan (Gersten 1980,
Gersten 1981), et Weitz et al. (Weitz 1983). Nitzan & Brus (Nitzan 1981a, Nitzan
1981b) ont mis en évidence la compétition entre les processus d’exaltation & l'exci-
tation et & I’émission, et les processus de désexcitation non-radiative a proximité de
la particule métallique. Les auteurs montrérent que, pour les fluorophores de faibles
rendements quantiques, la photoluminescence et la photochimie sont exaltées pour les
molécules placées a une distance optimale de la nanoparticule et annihilées pour les
molécules en contact direct avec le métal. Les démonstrations théoriques de Nitzan &
Brus furent vérifiées par la suite, notamment par Chen & Osgood (Chen C. J. 1983),
Wokaun et al. (Wokaun 1983), et Franzke & Wokaun (Franzke 1992).

Nous utiliserons, dans ce paragraphe, un formalisme introduit par Gersten & Nit-
zan (Gersten 1981), et qui fait intervenir le rendement quantique apparent Y. Y inclut
les variations des taux d’émission et d’excitation, en présence de la nanoparticule mé-
tallique. Notez que Y peut prendre des valeurs supérieures & 1, ce qui ne signifie pas
que le fluorophore émet plus de photons qu’il n’en absorbe, mais simplement que I'in-
tensité du champ local d’excitation au niveau du fluorophore est plus grande que celle
du champ incident. Y est défini comme le facteur d’amplification de la fluorescence ob-
servée en présence de nanoparticules métalliques, par rapport aux mémes fluorophores
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dans les mémes conditions d’éclairement et en ’absence de nanoparticules. Y est ana-
logue au facteur d’exaltation du signal de fluorescence mesuré dans le cas des surfaces
miroirs, hormis qu’il n’y a ici aucune notion d’efficacité de collection de ’émission de
fluorescence. L’expression de Y donnée par Gersten & Nitzan est :

Y = |L(wexc)‘2 Z(wfluo) (1'16)

Le terme |L(wege)|” décrit Pinfluence de la nanoparticule sur les processus d’excita-
tion du fluorophore. Au niveau du fluorophore, le champ d’excitation a pour amplitude
L(weze) Eo, o0 Ey est celle du champ incident et L(weye) le facteur d’amplification du
champ local a la fréquence d’oscillation we,./(27). Le terme Z(wy,) traduit la par-
tition de I’énergie d’excitation dans les différentes voies de désexcitation radiatives et
non-radiatives, a la fréquence d’émission wy,,/(27), en présence de la nanoparticule
métallique. Les deux termes de l’expression du rendement quantique apparent sont
détaillée ci-dessous.

1.3.3.2 Amplification du champ électrique local

Des champs électriques trés intenses se forment localement autour des particules mé-
talliques lorsqu’elles sont excitées a la résonance plasmon. Pour des nanoparticules non-
sphériques, des amplifications particuliérement grandes sont prévues la ou les rayons de
courbure sont les plus courts (au niveau des pointes) (Moskovits 1985, Wokaun 1985).
Les nanoparticules métalliques se comportent comme des antennes a 1’échelle nano-
métrique (Bouhelier 2003, Anger 2006), cet effet est lié aux conditions aux limites du
champ électromagnétique au niveau de la surface des particules.

De nombreux auteurs ont réalisé des études de simulation des résonances plasmons
dans les nanoparticules, pour prévoir les facteurs d’exaltation du champ électrique local.
! Des facteurs d’amplification maximale de intensité du champ |L(wege)|? ~ 140 ont été
calculés a la surface d’une sphéroide oblate (sphére aplatie) de rapport de forme 0,4:1
excitée & la résonance plasmon (Kiimmerlen 1993). Un facteur |L(weze)|* ~ 430 a été
prédit au niveau des pointes d’une nanoparticule d’or de forme allongée puis vérifiée
expérimentalement par diffusion du champ local au moyen d’une pointe métallique
(Scanning Near-Field Microscopy, SNOM) (Bouhelier 2003) (voir Fig. 1.20).

Grace a une modélisation bidimentionnelle, Kottmann et al. (Kottmann 2000a,
Kottmann 2000b, Kottmann 2000c) ont mis en évidence le lien entre distribution de
champ local et polarisation des charges a la surface des nanoparticules métalliques.
La Figure 1.21 montre la distribution de 'amplitude du champ électrique (images du
haut) et de la polarisation des charges (images du bas) pour une ellipse de dimension
20:10 nm. Le champ électrique incident est polarisé suivant la direction (1 1), de
maniére a pouvoir exciter le plasmon suivant le petit axe et le grand axe de 'ellipse.

1Une synthése des travaux couvrant la période précédant 1985 peut étre trouvée dans I’article de
revue de Wokaun (Wokaun 1985). Pour les méthodes de simulation les plus récentes, on se référera
aux travaux de Moreno et al. (Moreno 2002) et Liaw (Liaw 2006).
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Fi1G. 1.20: Image de fluorescence biphotonique d’un dimére de particule d’or de forme
elliptique, réalisée en microscopie de champ proche optique (SNOM) (a), et image de
topographie correspondante (b). (c) Distribution calculée de ’intensité du champ autour
d’une ellipsoide de mémes dimensions, excitée proche de la résonance A = 650 nm. (d)
Exaltation normalisée de l’intensité de fluorescence en fonction de la longueur d’onde
d’excitation. Un maximum est atteint a A = 644 nm (Bouhelier 2003).

La particule présente deux résonances plasmons, associée chacune a un axe, la plus
intense étant celle du grand axe (& A = 358 nm). Lorsqu’est atteinte cette résonance
(voir Fig. 1.21c¢), lamplitude du champ local a la surface de la particule est ~ 20 fois
supérieure a celle du champ incident. Une molécule fluorescente adsorbée sur la surface
de la particule voit donc un champ d’intensité 400 fois plus grande (|L(wege)|* ~ 400)
et son taux d’excitation est alors augmenté d’un facteur ~ 400.

Pour autant, le signal de fluorescence n’est pas amplifié d’un facteur 400. Si 'ampli-
tude du champ d’excitation décroit avec la distance a la surface du métal (I’exaltation
est confinée dans la zone des dix premiers nanométres), le contact direct avec la par-
ticule n’est pas la configuration qui procure l’exaltation de fluorescence maximale. 11
faut en effet tenir compte de la partition de 'énergie d’excitation dans les différentes
voies de désexcitation radiatives et non-radiatives.
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Fic. 1.21: Distribution de ’amplitude du champ électrique (images du haut) et de la
polarisation des charges (images du bas) pour une ellipse : (a) hors de la résonance,
A = 300nm; (b) a la résonance a A = 331nm; (c) a la résonance a A\ = 358nm. Le champ
électrique incident est polarisé suivant la direction (1 1) (Kottmann 2000b).

1.3.3.3 Couplage a ’émission

L’effet du couplage a 1’émission est décrit par le terme Z de 1’équation 1.16. Pour un
systéme nanoparticule - fluorophore donné, Z est défini par la relation Z = Q(d)/Qo
ot Q(d) et Qg sont les valeurs respectives prises par le rendement quantique de fluores-
cence de la molécule a la distance d de la nanoparticule et en I’absence de la particule.
Dans un environnement de référence, e.g., en solution ou sur un substrat inerte, les
processus de désexcitations radiative et non-radiative du fluorophore sont caractérisés
par les taux de transition k, et k,,. La présence d’une nanoparticule métallique dans
I’environnement proche du fluorophore offre de nouvelles voies de désexcitations radia-
tive et non-radiative, caractérisées par les taux I'.(d) et I',,.(d). D’ou I'expression de

Q(d) et Qo :

B kr + knr

ky + T,(d)

o "k + T,(d) + ke + Do (d)

; Q(d)

(1.17)

La grande majorité des molécules fluorescentes peuvent étre considérées comme
des dipoles ponctuels. Une molécule placée a proximité d’une nanoparticule métallique
bénéficie a 'excitation de I'amplification du champ électrique local, sans modifier signi-
ficativement le champ émis par la particule. En général, on ne peut pas traiter de ma-
niére similaire le probléme inverse, i.e., I'interaction de la particule avec le champ émis
par la molécule. En effet, une nanoparticule métallique ne se comporte pas comme un
dipole ponctuel lorsqu’elle est proche d’une source ponctuelle (le fluorophore), méme
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si c’est le cas lorsqu’elle répond & un champ électrique uniforme (voir le régime de
Rayleigh). Dans cette configuration, la particule interagit avec le champ proche de la
molécule, lequel est inhomogéne a 1’échelle de la particule. Cette interaction permet
I'excitation de modes dipolaires et multipolaires d’ordre supérieur. L’énergie utilisée
pour l'excitation des modes dipolaires est réémise radiativement : on dit alors que la
particule diffuse le champ proche de la molécule. D’un point de vue quantique, on
peut également considérer que la présence de la nanoparticule métallique accroit loca-
lement la densité de modes photoniques (PMD), et par conséquent le taux d’émission
spontanée de la molécule. Cette exaltation des processus d’émission radiative est d’au-
tant plus efficace que la fréquence d’émission de la molécule wyy,,/(27) est proche de
la résonance plasmon de la particule. Le taux d’émission radiative k, 4+ I'.(d) de la
molécule varie comme Vintensité du champ électrique émis par la particule |L(w )|’
(Gersten 1981, Kiimmerlen 1993).

Par contre, I’énergie utilisée pour I'excitation des modes multipolaires d’ordre su-
périeur est dissipée non-radiativement (e.g., par effet Joules). Les composantes multi-
polaires d’ordre supérieur du couplage nanoparticule - fluorophore contribuent donc a
l'atténuation du signal de fluorescence (quenching), non a son exaltation. Or, plus la
distance d séparant la molécule de la particule est courte, plus le champ est inhomo-
géne et le quenching domine sur I'exaltation de la fluorescence. Les positions les plus
favorables a I’exaltation des processus d’excitation (contact direct avec le métal) sont
donc les plus défavorables a 1’émission radiative.

Il existe donc une distance finie qui offre un compromis entre exaltation a l'ex-
citation et exaltation & I’émission, et qui donne une valeur maximale du rendement
quantique apparent. Cette distance est de l'ordre de 10 nm (Kiimmerlen 1993), et
dépend d’un certain nombre de paramétres parmi lesquels 'indice optique du milieu
autour et entre la molécule et la particule.

Il existe également une fréquence d’excitation optimale, proche du maximum d’ex-
tinction de la molécule et de la résonance plasmon de la nanoparticule métallique, pour
laquelle le rendement quantique apparent est le plus grand. Notez que la distance op-
timale peut varier en fonction de la fréquence d’excitation, la distribution du champ
électrique autour de la particule dépendant de celle-ci.

Par ailleurs, nous avons vu dans le paragraphe 1.2.2 (p.16) que la position et la
largeur spectrale de la résonance plasmon dépend de la taille, la forme et la compo-
sition des particules. Il est donc possible d’adapter la résonance plasmon aux bandes
d’absorption et d’émission de la molécule, pour optimiser le couplage nanoparticule -
fluorophore.

Enfin, puisque les fréquences d’excitation et d’émission doivent toutes deux coinci-
der au mieux avec la résonance plasmon de la particule, il apparait que les molécules
présentant un grand déplacement de Stokes sont peu adaptées au type de couplage
présenté dans ce paragraphe. Toutefois, un désaccord entre les fréquences d’émission
monophotonique et de résonance plasmon est potentiellement favorable a I'exaltation
de processus non-linéaires tels que la fluorescence biphotonique (Gryczynski 2002), si
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ces processus sont associés & une fréquence d’émission plus proche de la résonance
plasmon.

1.3.3.4 Films de nanoparticules métalliques

Différentes techniques de synthése permettent d’obtenir des nanoparticules métal-
liques en solution colloidale ou déposées sur un substrat solide plan. Dans ce dernier
cas, on parle de film de nanoparticules ou de nanoparticules supportées. Cette géométrie
peut étre utilisée pour étudier I'interaction d’un grand nombre de molécules avec un
grand nombre de nanoparticules métalliques tout en controlant la distance minimale
séparant molécules et particules, e.g., en couvrant le dépdt métallique d’un matériau
diélectrique. Un autre intérét de cette géométrie est de pouvoir controler la largeur de
la résonance globale d’une assemblée de nanoparticules métalliques en agissant sur la
distribution en taille des particules.

Un certain nombre de propriétés optiques nouvelles apparaissent lorsque les parti-
cules s’agrégent, i.e., lorsque la distance séparant les centres de deux particules voisines
est inférieure a leur diameétre moyen (Drachev 2002).

La premiére de ces propriétés nouvelles est 'apparition d’une deuxiéme distance
optimale métal - fluorophore maximisant le rendement quantique apparent des mo-
lécules (Aussenegg 1987, Kiimmerlen 1993) (voir Fig. 1.22a). Un premier maximum
d’exaltation de fluorescence, intervenant a courte distance (5-10 nm), résulte de la
compétition entre ’exaltation du champ d’excitation proche des particules et les pro-
cessus de quenching par transfert d’énergie non-radiatif au métal. Ce phénomeéne est
similaire & ce qui est observé pour l'interaction d’un fluorophore avec une nanoparti-
cule unique (voir les parties précédentes du paragraphe 1.3.3). Un second maximum
d’exaltation de fluorescence, mesuré pour des distances de l'ordre de Afp,0/4, est da
a 'augmentation du rendement quantique du fluorophore induite par la présence du
film métallique, combinée au phénoméne d’excitation résonante associé a la réponse
collective des nanoparticules. En champ lointain, le film de nanoparticules métalliques
cumule les propriétés de résonance des nanoparticules individuelles et le comportement
de miroir d’un film métallique continu (Kiimmerlen 1993). Les facteurs contribuant a
I’exaltation du rendement quantique apparent, dans ce dernier cas, sont représentés
dans la Figure 1.23.

Lorsque les nanoparticules métalliques forment des agrégats, ou coalescent pour for-
mer des ?lots, on observe un élargissement de leur spectre d’absorption. Nous avons vu
précédemment que la résonance plasmon d’une nanoparticule métallique est associée
a un pic d’extinction, et qu’a la résonance plasmon uniquement se forme un champ
évanescent trés intense autour de la particule. Lorsque que deux nanoparticules de
grande polarisabilité (e.g., des particules d’or ou d’argent) forment un dimeére, elles in-
teragissent fortement via des couplages multipolaires, généralement d’ordre supérieur
au dipole. Cette interaction modifie significativement les propriétés optiques du milieu
(Kreibig 1996). Dans le cas simple du dimére de particules, la résonance plasmon se
sépare en deux résonances d’énergies différentes, chacune correspondant & l’excitation
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F1Gc. 1.22: Exaltation du rendement quantique de luminescence de la Rhodamine 6G en
présence d’un film d’ilots d’argent, mesurée en fonction de la distance fluorophore/métal
(Kiimmerlen 1993). Le colorant est excité a A.,. = 488 nm ; les intensités d’émission sont
déterminées au maximum de fluorescence a Asy,, = 555 nm. Le colorant est séparé du film
d’ilots métalliques par une couche de quartz d’épaisseur variable. (—) Exaltation théo-
rique. Densité surfacique de fluorophores : (a) 1073 monocouche, (b) 1072 monocouche.

du plasmon suivant un axe différent du dimeére (paralléle ou normal a 1’axe formé par
la paire de particules). Le dimére de particule forme alors un systéme anisotrope, dont
I'excitation est sensible a la polarisation du champ incident. Dans le cas le plus général,
1.e., pour une assemblée de diméres de particules caractérisés par une certaine distri-
bution de distances interparticulaires, cette interaction se traduit par un élargissement
de la résonance plasmon globale (Drachev 2002). Par analogie avec le systéme simple
du dimére de particules, on peut considérer cette large résonance comme la superpo-
sition d'un grand nombre de résonances locales, chacune caractérisée par une énergie
et un axe préférentiel d’excitation. L’interaction d’'un rayonnement incident avec un
film d’agrégats métalliques meéne a la formation de champs électriques évanescents et
intenses, localisés en des régions du film qui varient suivant la fréquence d’oscillation
et la polarisation du champ incident. Ces "sources" de champs locaux intenses sont
nommeés points chauds (hot spots), et ont été mises en évidence expérimentalement par
microscopie optique de champ proche (Scanning Near-field Optical Microscopy, SNOM)
(Grésillon 1999, Ducourtieux 2001, Williame-Mahieu 2005). Il s’avére que plus les par-
ticules s’agrégent, plus les points chauds sont intenses et confinés dans des zones d’aire
réduite. La limite du processus de coalescence des particules (seuil de percolation) est
associée aux plus intenses exaltations de champ local. Le comportement optique du film
d’agrégats métalliques est alors comparable & celui d’une structure métallique fractale
(Drachev 2001).

1.3.3.5 Transition optique au seuil de percolation

Une transition est observée dans la réponse optique des films de nanoparticules
métalliques lorsque les particules augmentent en taille et coalescent progressivement
pour former un film d’ilots métalliques percolé (Murray 2004). L’existence de cette
transition optique contraste avec la continuité de 1’évolution morphologique du film.
Au seuil de percolation, le réseau de particules métalliques acquiert la propriété de
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FiGg. 1.23: Facteurs contribuant a l’exaltation du rendement quantique apparent aux
grandes distances de séparation fluorophore/métal (Kiimmerlen 1993). (a) Facteur
d’exaltation |L(wes.)|® de lintensité d’excitation. (b) Modification de la durée de vie
7(d) par rapport a celle du fluorophore dans ’espace libre 7y. (¢) Accroissement relative
du rendement quantique de fluorescence Z = Q(d)/Qo, pour un fluorophore de trés faible
rendement quantique @y = 10~* (—), un cas intermédiaire Qo = 0,5 (- - -) et le cas idéal

Qo=1¢(...).

conductivité électrique. Dés que le seuil est franchi, une onde électromagnétique de
surface peut se propager d’'un bout a 'autre du réseau, d’ou le passage brutal d’un
confinement a 3D (nanoparticules) & un confinement & 1D (film continu) des plasmons
de surface.

1.3.3.6 Processus non-linéaires

Les champs intenses apparaissant a la résonance plasmon favorisent en particu-
lier les processus optiques non-linéaires tels que la diffusion Raman exaltée de surface
(Surface-Enhanced Raman Scattering, SERS). Les facteurs d’exaltation en présence de
nanoparticules métalliques sont bien plus grands pour le SERS que pour la fluores-
cence, notamment parce que le nombre de photons émis ne dépend pas linéairement du
nombre de photons absorbés, mais quadratiquement. Un facteur d’exaltation propor-
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tionnel & |L(weze)|" est prévu, pouvant atteindre 10% (Moskovits 1985). Wang & Kerker
(Wang 1981) ont calculé le facteur d’amplification du signal SERS pour des molécules
adsorbées sur des particules d’or, d’argent et de cuivre, de forme sphéroide prolate.
Leur approche est basée sur le calcul de la polarisabilité des particules, et fait le lien
entre extinction optique et exaltation du champ local.

1.4 Enjeux de I’exaltation des processus optiques en
Biologie

L’imagerie cellulaire et tissulaire (§ 1.4.1, p. 43), et les puces a ADN (§ 1.4.2,
p. 46) sont deux applications majeures de la fluorescence. Nous détaillons dans cette
section les principales limites et les besoins actuels de ces applications, et discutons
des réponses que peut apporter 'amplification des processus optiques a ces problémes
technologiques.

1.4.1 Imagerie cellulaire et tissulaire
1.4.1.1 Brillance, contraste, et maintien du signal de fluorescence

Quand les niveaux d’intensité enregistrés pour les structures subcellulaires sont trés
proches du fond, il devient difficile de dessiner le contour des cellules ou de distinguer
avec précision des structures telles que 'extrémité des microtubules. Des algorithmes
génériques de traitement d’image ont été proposés (Altinok 2006), en outre des tech-
niques de microscopie de déconvolution particulierement intéressantes ont été récem-
ment utilisées (Sibarita 2005), mais ces solutions restent toutefois trés limitées dans le
cas de faibles ouvertures numériques.

Outre la faiblesse du signal, un sérieux handicap de I'imagerie de fluorescence est
la baisse progressive de l'intensité du signal au cours du temps d’exposition a la source
d’excitation, due au processus de photoblanchiment (voir § 1.1.1.3, p.5). Méme si des
agents antifading (limitant les réactions d’oxydation) peuvent retarder cette baisse
de signal, ce phénoméne est un désavantage majeur pour les études dynamiques, en
particulier en vidéomicroscopie & intervalles de temps (time-lapse microscopy). Cette
technique d’imagerie consiste a acquérir des images a basse cadence afin de suivre des
processus (e.g., de développement cellulaire) qui se déroulent sur des périodes de temps
étendues. Les intensités de signal peuvent alors difficilement étre normalisées. Réduire
la puissance d’excitation limite les effets du photoblanchiment et retarde la baisse du
signal, mais méne & une baisse de ’émission de fluorescence.

La faiblesse du signal et la photoréactivité ont été partiellement résolues grace aux
récents progrés faits dans I'utilisation des nanocristaux de semi-conducteurs, communé-
ment appelés quantum dots (QDs) en biologie (Dubertret 2002, Jaiswal 2003, Michalet
2005). Les QDs émettent un signal plus intense et ont I'avantage, sur les fluorophores
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moléculaires, de ne pas souffrir de photodestruction. Cependant, ils introduisent de
nouveaux problémes tels que le clignotement du signal d’émission et une faible bio-
compatibilité qui restreint le champ des applications in vivo possibles.

1.4.1.2 Photodégradation des échantillons biologiques

Un autre domaine d’application de cette technique peut étre I'imagerie de cellules
vivantes. Au cours de la décennie passée, la vidéomicroscopie est devenue un outil trés
répandu pour suivre un événement dynamique a l'intérieur du volume d’une cellule.
Alors que l'ingénierie des protéines a permis de significatifs progrés dans le domaine
des marqueurs fluorescents génétiquement encodés, il subsiste le probléme de la sen-
sibilité des échantillons vivants a lirradiation par la lumiére. Un exemple en est la
susceptibilité des cellules a l'irradiation UV, spécialement lorsqu’elles entrent en mi-
tose (Rieder 1998). La solution courante est de diminuer la puissance de la source
d’excitation, ce qui méne a une baisse inévitable de 'intensité du signal détecté. Dans
une telle situation, 'utilisation de substrats miroirs pourrait étre, dans le futur, une
bonne alternative pour rediriger le champ d’excitation qui traverse I’échantillon et aider
a la collection de la lumiére émise, tout en conservant le méme niveau d’irradiation.

1.4.1.3 Champ d’observation et profondeur de champ

En biologie cellulaire, différentes échelles d’observation fournissent des informations
complémentaires : ’observateur peut avoir besoin d’une vue de ’architecture globale
d’un tissu, tout en souhaitant avoir accés & des détails plus fins. Alors qu’un faible
grossissement donne un large champ d’observation, le biologiste peut étre limité par la
faible quantité de lumiére collectée par les objectifs de microscope de faible ouverture
numérique (généralement associée au faible grossissement). Méme en faisant appel a
des systémes d’amplification tels que pour I'immunofluorescence indirecte d’échantillons
fixés, il peut étre difficile d’extraire une information valable d’échantillons marqués avec
une faible quantité de fluorophores.

L’ouverture numérique de 'objectif est définie par le cone de lumiére entre le foyer
et la lentille. Sa valeur est fonction de 'indice de réfraction n et de 'angle d’ouverture
de 'objectif 0, et est donnée par la relation 1.18.

O.N.=n sin(0) (1.18)

L’ouverture numérique élevée des objectifs & immersion a huile (n = 1,51) permet
de multiplier I'efficacité de collection par un facteur ~ 3, par rapport aux meilleurs
objectifs & air. Cependant, les objectifs & immersion & huile sont uniquement disponibles
en fort grossissement (typiquement supérieur a x40). Ce type d’objectif est donc bien
adapté a l'imagerie des structures sub-cellulaires mais ne permet pas de visualiser,
dans le méme champ d’observation, la structure tissulaire dans laquelle la cellule est
intégrée. Le lien entre les informations obtenues par I’examen de la structure interne des
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cellules et celui de ’architecture du tissu ne peut étre fait qu’en alternant faible et fort
grossissements. Cette opération, répétée plusieurs fois tout en balayant I’échantillon, se
révéle vite étre compliquée, a cause de la présence de I’huile d’immersion, et source de
perte de temps. Elle est donc un handicap pour toute application clinique. L utilisation
d’objectifs a grande ouverture numérique est d’autant plus inadaptée que la résolution
latérale qu’ils apportent est bien souvent inutile.

Un autre paramétre crucial pour 'imagerie cellulaire et tissulaire est la profondeur
de champ d;,; (ou résolution axiale), laquelle correspond a ’épaisseur de l'objet qui
donne de I'information dans I'image résultante. d;,; est donné par la relation 1.19.

Ao N ne
O.N2 M O.N.

ol \g est la longueur d’onde d’excitation et M est le grossissement de l'objectif.
Le premier terme de l'expression de d;,; dépend uniquement de la géométrie optique
de collection, tandis que le second est associé a la résolution e de 'appareil de dé-
tection (caméra, film photographique, ceil...). Augmenter I'ouverture numérique ou
le grossissement d’un objectif a pour conséquence de réduire la profondeur de champ
(Perlman 1971). Par exemple, la profondeur de champ associée a un objectif 100X
d’ouverture numeérique 1,4 (diy = 0,6 pm) est 10 fois plus faible que celle d'un objectif
20x d’ouverture numeérique 0,4 (dor = 5 pum).

dtot -

(1.19)

L’étendue, suivant 1'axe optique de 'objectif, d’'un échantillon biologique tel qu'une
cellule ou une coupe de tissu est généralement trés supérieure a la profondeur de champ
des objectifs de grande ouverture numérique. Les parties de ’échantillon qui se situent
en dehors du plan objet de l'objectif forment une image floue dans le plan d’obser-
vation, rendant inaccessible une partie de I'information recherchée. En utilisant des
objectifs de grande ouverture numeérique (et donc de faible profondeur de champ), ’ob-
servateur devra donc continuellement déplacer le plan de focalisation entre la base et
le sommet de I’échantillon afin de sonder la totalité d’un échantillon épais. Ceci est un
inconvénient certain, e.g., pour des applications au diagnostic médical qui nécessitent
efficacité et rapidité d’exécution. De plus, cela complique et ralentit I’automatisation
de telles observations, et est donc peu compatible avec des applications biomédicales
impliquant un traitement rapide (haut-débit) de 'information. Ce type d’applications,
généralement désigné par les termes high-throughput analysis, high-throughput scree-
ning (Liu 2004) ou high content screening (Abraham 2004), permet de conduire un
grand nombre de test biomédicaux, génétiques ou pharmacologiques, en un temps trés
court. Ces méthodes mettent en ceuvre des systémes d’optique automatisés ainsi que
des supports d’échantillons adaptés au traitement paralléle, tels que les tissue microar-
rays (Battifora 1986, Kononen 1998, Moch 2001), et sont de plus en plus répandues
dans les laboratoires cliniques et de recherche.

Il y a donc une demande importante pour tout type de technologie permettant de
compenser les faiblesses des objectifs de microscope a faible grossissement, afin de pou-
voir réaliser toutes les mesures nécessaires a ’analyse d’un échantillon biologique avec
un seul objectif. L’utilisation de substrats miroirs constitue 'une de ces technologies.



46 CHAPITRE 1. Contexte et état de l'art

1.4.2 Puces & ADN

1.4.2.1 Principe et intérét

Nature et fonction de ’ADN

L’ADN (ou acide désozyribonucléique) est le matériel ou sont stockés 'information
génétique et ’ensemble des caractéres héréditaires d’une cellule. Sa structure molécu-
laire consiste en une double hélice constituée de deux simple-brins liés (voir Fig. 1.24a),
chacun étant constitué d’une chaine de nucléotides. Les quatre nucléotides, sous-unités
de ’ADN, contiennent les bases azotées adénine (A), guanine (G), cytosine (C) et
thymine (T). Les bases s’assemblent selon une complémentarité exclusive : A s’apparie
uniquement avec T, et G avec C (voir Fig. 1.24b). Le matériel génétique de ’ADN peut
servir a étre reproduit a I'identique (lors de la réplication) ou traité en vue d’élaborer
de nouvelles molécules nécessaires au métabolisme des cellules (durant les opérations
de transcription et de traduction).

Développement des puces a ADN

Ces derniéres années, le développement des puces & ADN a suscité un intérét consi-
dérable parmi les biologistes (Persidis 1998). Cette technologie est congue pour I’analyse
paralléle d’acides nucléiques et permet d’identifier différentes séquences d’ADN pré-
sentes dans un échantillon. Notamment, elle permet le décryptage d'un génome entier
sur une puce unique, de telle sorte que les chercheurs peuvent avoir une vision compléte
et simultanée des interactions parmi des milliers de génes (Lipshutz 1999, Brown 1999).

Pour apprécier l'intérét des puces & ADN, rappelons que le génome humain com-
prend approximativement 30 000 génes. L’enjeu est de suivre simultanément leur niveau
d’expression dans différentes cellules et sous différentes conditions, ainsi que d’étudier le
role de million de polymorphismes observés sur les nucléotides. Cette méthode d’analyse
massivement paralléle est nécessaire pour atteindre ces objectifs. Depuis que leur inven-
tion a été rendue publique, la production de puces & ADN est devenue une industrie et

Fic. 1.24: "Empaquetage" de ’ADN dans un chromosome (a), et hybridation de deux
paires de monobrins d’ADN suivant la régle de complémentarité des bases azotées (b).
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leur utilisation dans la recherche biomédicale s’est généralisée. Avec la généralisation du
marquage fluorescent de I’ADN et le développement de systémes de lecture rapide des
puces, la puce & ADN est appelée & devenir un outil omniprésent pour les professionnels
de la santé. Dans un futur proche, cette technologie permettra, par exemple, de réali-
ser un diagnostic médical (e.g., sur les prédispositions d’un patient & développer une
maladie génétique) ou un test sur ’environnement (e.g., présence de micro-organismes
dans I'eau), de maniére systématique, rapide et a moindre cotut (Shi 2002).

Principe des puces a ADN

Le substrat de la puce & ADN est généralement une surface plane (e.g., de verre
ou de nylon) ou portant un réseau de réservoirs microscopiques appelés micro-puits.
Cette surface présente un grand nombre de "zones actives", appelées spots. En ces
spots, un grand nombre d’oligonucléotides > d’une séquence connue sont greffés sur la
surface par une liaison chimique. Ces brins fixés a la surface jouent le role de sondes.
La puce est ensuite mise en contact avec une mixture d’acides nucléiques extraits d’'un
échantillon & analyser et conjugués & des marqueurs permettant leur détection. Ces
acides nucléiques jouent le role de cibles. Chaque cible se lie préférentiellement & une
sonde complémentaire, pour former une double hélice (hybridation, voir Fig. 1.24b).
La composition de la mixture est déduite de la concentration de cibles hybridées en
chaque spot (Souteyrand 2000, Pirrung 2002). Pour obtenir cette information, la puce
est rincée pour éliminer les cibles non-hybridées, puis la présence de cibles hybridées
est détectée et quantifiée par grace aux signaux émis par les marqueurs.

La méthode de détection des cibles hybridées dépend du type de marqueurs uti-
lisé, les plus communs étant les fluorophores moléculaires, les isotopes radioactifs et les
enzymes®. Les marqueurs fluorescents sont généralement détectés dans des systémes
automatisés d’imagerie a balayage laser (scanners). Dans le cas du marquage radio-
actif, les isotopes radioactifs (e.g., 3*P et 33P) peuvent étre localisés par impression
des rayons X qu’ils émettent sur un film radiographique, ou par imagerie sur un écran
radiosensible au phosphore (autoradiographie). Plusieurs méthodes de détection élec-
trochimiques et optiques utilisent le marquage enzymatique : la chronoampérométrie
met en jeu la mesure de variations de potentiel électrique induites par réaction entre
les marqueurs et le substrat, tandis que la colorimétrie est basée sur 'observation de
modifications du spectre d’absorption produites lors de I’hybridation (Campas 2004).

Un des principaux inconvénients de ces méthodes est I'instabilité des marqueurs.
C’est pourquoi ont été développées des techniques qui ne nécessitent pas 'utilisation de
marqueurs, tels que la transduction piézoélectrique (PzT) ou ’excitation résonante du
plasmon de surface (SPR). La détection des cibles hybridées par PzT est basée sur le
méme principe que les microbalances a quartz (voir § 2.1.1.4, p.57) : le substrat est un

2Les oligonucléotides sont de courtes séquences de nucléotides (ARN ou ADN), simple-brin et longs
de quelques dizaines de bases. Ils sont en général obtenus par synthése chimique.

3Principales entreprises impliquées dans le développement et la commercialisation de ces systémes :
Affimetrix et Incyte Pharmaceuticals (marquage fluorescent) ; Clontech (marquage radioactif) ; Display
Systems Biotech et Genzyme (marquage enzymatique).
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cristal de quartz qui vibre & une fréquence qui dépend de sa masse et se déplace lorsque
les cibles se lient a sa surface (Zhou 2001). La technique SPR implique 1'utilisation
d’un substrat métallisé dans la configuration de Kretschmann vue précédemment (voir
§ 1.2.4.2, p.22). Le coefficient de réflexion de la lumiére sur la face interne du substrat
métallisé, en fonction de I'angle d’incidence, dépend de l'indice optique du milieu a
la surface du substrat (Homola 1999). Le suivi de la variation locale de cet indice,
induite par la présence des cibles, permet de suivre ’hybridation au cours du temps.
Couplée & un systéme d’imagerie, cette technique permet de lire ’ensemble de la puce
simultanément (Lecaruyer 2006).

Les approches "sans marqueurs" sont associées a des temps d’analyse plus court et
des protocoles opératoires plus simples. Toutefois, le cotit de I'instrumentation néces-
saire étant généralement plus élevé, les techniques de marquage fluorescent et électro-
chimique sont les plus répandues. Actuellement, la plupart des puces & ADN utilisent
des méthodes de détection de fluorescence (Campas 2004).

1.4.2.2 Limites et besoins

Petits bijoux de technologie combinant le savoir-faire de la biochimie, de 1’électro-
nique et de I'informatique, les puces & ADN actuelles ne sont pourtant pas parfaites. Le
rendement de I’hybridation restant faible, une quantité relativement grande de matériel
génétique est nécessaire pour obtenir des mesures valides. Ce probléme provient, d'une
part, de propriétés chimiques. L’encombrement autour des brins d’oligonucléotides, di
a leur arrangement sur la surface de la puce, réduit 1'accessibilité des sondes. La fixation
non-spécifique de cibles sur la surface, i.e., sans qu’il y ait hybridation avec une sonde
complémentaire, dégrade également le rapport signal-a-bruit lors de la lecture de la
puce. Par conséquent, I'utilisation des puces & ADN nécessitent généralement une pré-
amplification biochimique, par réplication in vitro du matériel génétique (Polymerase
Chain Reaction, PCR). Cette étape est longue et coiiteuse, et il est difficile de pouvoir
obtenir un résultat autre que qualitatif, ou semi-quantitatif, aprés amplification du
matériel initial.

Dans le cas du marquage fluorescent, la faible efficacité de détection du signal op-
tique est également un facteur limitant la fiabilité de I’analyse de la puce. Un besoin
primordial est la localisation précise des marqueurs fluorescents pour accroitre le rap-
port signal-a-bruit (e.g., afin de pouvoir discriminer les brins d’ADN hybridés de ceux
qui ne le sont pas) et pour développer des puces & ADN de haute densité. Ensuite, la
détection de tres faibles concentrations moléculaires est indispensable pour des appli-
cations oul la quantité de matériel biologique est limitée (e.g., diagnostic génétique en
embryologie).
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1.4.2.3 Solutions actuelles

Différentes stratégies peuvent étre adoptées pour améliorer la sensibilité & la détec-
tion de la fluorescence dans les puces & ADN (Bras 2004).

Réactivité de surface

Une premiére classe de solutions consiste & accroitre la densité et la spécificité des
événements d’hybridation a la surface de la puce. Cela peut étre réalisé en augmentant
la surface spécifique de la puce, par l'utilisation de supports poreux (Yershov 1996,
Proudnikov 1998), ou en augmentant la densité de sondes, par 1'utilisation de structures
dendrimériques (Le Berre 2003).

La majorité des efforts se sont jusqu’ici portés sur le développement de surfaces
spécifiquement congues pour I’accrochage covalent d’oligonucléotides (Dugas 2004). Des
polyméres ont été développés pour assurer une fixation forte des brins d’ADN tout en
leur laissant une mobilité suffisante afin qu’ils restent accessibles pour ’hybridation. En
outre, I'inactivation des groupements fonctionnels permet de rendre la surface la moins
réactive possible aux matériaux en solution. Ces traitements de chimie de surface ont
pour but d’accroitre le rendement d’hybridation spécifique, en favorisant les interactions
sonde/cible et en limitant la fixation non-spécifique de cibles sur la puce.

Configurations optiques alternatives

La sensibilité a la détection des fluorophores peut également étre améliorée par
I'utilisation de configurations optiques alternatives. Des mesures trées sensibles peuvent
notamment étre réalisées par excitation des fluorophores en ondes évanescentes. Bu-
dach et al. (Budach 1999) ont développé des substrats guides d’ondes, dont la surface
est recouverte d’une fine couche d’oxyde métallique qui est utilisée pour "piéger" la
lumiére et former localement d’intenses champs optiques. Récemment, le méme groupe
(Neuschéfer 2003) a proposé un systéme de guide d’onde structuré périodiquement
comme un réseau optique (Evanescent Resonator Chip). Pour un angle d’incidence
bien précis, le couplage de la lumiére avec le guide d’onde est résonant et une amplifi-
cation du signal d’un facteur 170 est observée.

Knoll et al. (Liebermann 2000, Kambhampati 2001) ont démontré 'intérét, pour la
détection ultrasensible des événements d’hybridation sur une puce & ADN, de coupler
la détection de fluorescence au type d’excitation utilisé pour la technique SPR. L utili-
sation d'un substrat couvert d’un film métallique plat ou structuré périodiquement, et
d’une configuration d’illumination de type Kretschmann (voir § 1.2.4.2, p.22), permet
d’amplifier le champ d’excitation évanescent a la surface du substrat grace au couplage
résonant de la lumiére incidente avec les plasmons de surface. Cette technique est gé-
néralement nommée spectroscopie de fluorescence exaltée par le champ du plasmon de
surface. Les auteurs ont mesuré un gain d’un facteur 16 en terme d’efficacité de détec-
tion des fluorophores, sur un film d’or, et prévoit un facteur théorique compris entre
50 et 80 pour un film d’argent (Liebermann 2000).
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Les principaux inconvénients de ces "puces a ondes évanescentes" sont la relative
complexité de leur procédé technique de fabrication et la nécessité d’utiliser un équi-
pement spécifique, ces deux points impliquant un cott élevé.

Substrats miroirs

Une solution plus simple consiste a traiter la surface des substrats pour accroitre
leur réflectivité. Nous avons vu précédemment (voir § 1.3.1, p.25) que les taux d’exci-
tation et d’émission des fluorophores peuvent étre amplifiés en présence d’une surface
réfléchissante, pourvu que les fluorophores soient positionnés a une distance appro-
priée de la surface (Drexhage 1974). Cette technique est déja utilisée pour les substrats
de puces & ADN commercialisés par TeleChem International, Inc.*. Ces substrats mi-
roirs sont des supports standard couverts d’un film métallique (e.g., d’aluminium) et
d’une couche séparatrice (e.g., d’oxyde de silicium) (Kain 1999). Pour une puce a ADN
réalisée sur une substrat miroir, le fournisseur annonce une amplification du rapport
signal-a-bruit d’un facteur 2 a 10, par rapport & un substrat standard.

Plus récemment, Chatelain et al.® (Barritault 2004, Fouqué 2005) ont proposé de
remplacer le miroir métallique par un miroir diélectrique (miroir de Bragg), consti-
tué d’'un empilement alternée de couches "quart-d’onde" d’oxyde de silicium (SiO,)
et de nitrure de silicium (Si3Ny). Les auteurs ont mesuré un facteur d’amplification
du signal de fluorescence d’environ 20, pour un empilement de sept paires de couches
diélectriques. Ce type de substrat est aujourd’hui commercialisé par I'entreprise Gene-
wave (Choumane 2005) (voir Fig. 1.25). Par rapport au miroir métallique, le miroir de
Bragg présente ’avantage de n’induire ni pertes optiques ni autofluorescence, mais son
efficacité et sa reproductibilité demande une maitrise extrémement précise du dépot
des couches et un controle a posterior: de leur épaisseur.

Bras et al. (Bras 2004) ont montré que des substrats de silicium monocristallins
oxydés (Si/SiOy), d’usage courant en microélectronique, peuvent servir de substrat
réfléchissant pour 'amplification de la fluorescence. La couche de SiO, d’épaisseur
controlée joue le role de couche séparatrice. Les auteurs ont mesuré un facteur d’am-
plification du signal de 'ordre de 10, pour la Cyanine 3. Cette technique simple et
reproductible est cependant limitée par le fait que le substrat n’est pas totalement
réfléchissant (coefficient de réflectivité : 35-40% pour A € [500; 700] nm).

Un des inconvénients des substrats miroirs, par rapport aux techniques d’excitation
en ondes évanescentes, est que I’épaisseur optimale de la couche séparatrice dépend de la
longueur d’onde d’excitation (elle doit étre telle que les fluorophores se trouvent dans un
ventre de champ), ce qui limite leur efficacité dans les applications impliquant plusieurs
fluorophores différents. Toutefois, Choumane et al. (Choumane 2005) montrent, pour
le couple de fluorophores le plus utilisé dans les puces & ADN (Cyanine 3 et Cyanine 5),
qu’une amplification d’un facteur moyen ~ 16 est obtenue pour une couche séparatrice
d’épaisseur intermédiaire.

4TeleChem International, Inc., Arraylt® Microarray Technology, http ://www.arrayit.com.
5Laboratoire Biopuces du CEA Grenoble.
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(b)

Conventional Glass Slide

AmpliSlide™

Fic. 1.25: Lame réfléchissante pour les biopuces. (a) Photographie d’un support
Amplislide™ commercialisé par ’entreprise Genewave. (b,c) Images de fluorescence de
puces & ADN réalisée sur une lame standard (b) et une lame réfléchissante Amplislide™ ™
(c). Genewave annonce une amplification moyenne d’un facteur ~ 16 pour les sondes
fluorescentes Cy3™™ et Cy57™ (Choumane 2005).

Résonance plasmon localisée

Lakowicz et al. (Malicka 2003, Sabanayagam 2007) ont développé une approche
différente, basée sur I'exaltation de la fluorescence sur des films d’ilots d’argent (Silver
Island Films, SIF). Le principe repose sur 'amplification des champs optiques observée
lorsque les plasmons localisés des nanostructures métalliques sont excités a la résonance
(voir § 1.3.3, p.35). En déposant ce type de film sur le substrat d’une puce & ADN,
et en greffant les sondes sur le métal, les auteurs ont mesuré une amplification d’un
facteur ~ 12 du signal de fluorescence émis par les cibles hybridées. Cependant, cette
méthode présente plusieurs inconvénients, par rapport aux substrats miroirs. Comme
nous avons vu précédemment (voir § 1.3.3, p.35), une condition sine qua non, a 'am-
plification du taux d’excitation des fluorophores, est que la résonance plasmon des ilots
métalliques s’accorde a la longueur d’onde d’excitation et a la bande d’absorption des
fluorophores. Ce type de substrat est donc peu adapté a I'utilisation de plusieurs fluoro-
phores différents sur une méme puce. D’autre part, 'amplification des taux d’excitation
et d’émission dépend fortement de la distance au métal, et le signal de fluorescence est
donc susceptible de varier suivant I'arrangement des brins d’ADN sur les ilots d’ar-
gent. Une plus faible reproductibilité est entendue dans les mesures, par rapport a un
substrat miroir.



52

CHAPITRE 1. Contexte et état de l'art



Chapitre 2

Méthodes expérimentales et de
simulation

Nous avons présenté, dans le Chapitre 1, le contexte de ce travail de thése. Les
principes fondamentaux de la fluorescence et les limites de la détection de fluorescence
comme technique d’analyse et d’imagerie ont été détaillés. Nous avons présenté 'état
de I'art du controle électromagnétique des processus optiques, ainsi que les principaux
besoins pour les applications de la détection de fluorescence en biologie. Pour répondre
a ces besoins, nous proposons l'utilisation de substrats métallisés qui fournissent un
gain de signal a la détection des fluorophores.

Dans la premiére section du Chapitre 2 (§ 2.1, p.53), nous décrivons les méthodes
d’élaboration et de caractérisation de ces substrats métallisés. L’'intérét d’utiliser ces
substrats a la place des lames de verre standard a été démontrée pour plusieurs applica-
tions biomédicales. Le principe de ces applications et les méthodes de préparation des
échantillons biologiques sont présentés dans la seconde section du Chapitre 2 (§ 2.2,
p.67). La troisiéme section porte sur les méthodes optiques, d’imagerie et d’analyse
spectrale de fluorescence, mises en ceuvre dans cette étude (§ 2.3, p.75). La quatriéme
et derniére section est consacrée aux techniques de modélisation développées pour cal-
culer la réponse théorique des fluorophores en présence d’un substrat (§ 2.4, p.80).

2.1 Préparation des substrats métallisés

2.1.1 Fabrication
2.1.1.1 La base des substrats

Les substrats métallisés sont développés a partir de lamelles couvre-objets de dimen-
sion 20 x 20 mm et d’épaisseur 0,13 - 0,17 mm (micro cover glass, Erie Scientific Co.).

Des lames de microscopes de taille standard 3 x 1 pouces et d’épaisseur 0,97 - 1,05 mm

23



54 CHAPITRE 2. Méthodes expérimentales et de simulation

(Gold Seal slide, Erie Scientific Co.) ont également été taillées au format 20 x 20 mm,
a l'aide d’une pointe de diamant, afin d’obtenir des substrats plus rigides. Ces lames
et lamelles de verre float sont d’usage courant en microscopie, notamment pour toutes
les études biologiques. Avant tout dépdt, les lames sont soumises & un traitement de
surface afin d’éliminer toute impureté et assurer ainsi la formation de couches métal-
liques régulieéres. Sur les lames non traitées, la teinte du verre métallisé présente des
variations qui traduisent 'inhomogénéité du film formé.

Différents protocoles ont été employés pour améliorer la qualité de surface des lames.
Une premiére méthode basée sur une action chimique a été expérimentée. Un bain
chimique d’une heure dans une solution d’acide nitrique / acide chlorhydrique (1 : 1,
v/v), suivi de nombreux ringages a ’eau distillée, permet de nettoyer les deux faces des
lames. Toutefois, cette méthode a été abandonnée car elle nécessite une hotte aspirante
et des mesures de protection contraignantes. La méthode retenue consiste a nettoyer
les lames avec un produit contenant des tensioactifs (un produit vaisselle par exemple),
les rincer a l'eau filtrée milli-() puis a les soumettre durant 5 minutes a ’action des
ultrasons dans un bain d’éthanol absolu (éthanol 99,7% - 100% v/v, AnalaR, BDH
Laboratory Supplies). Cette étape permet de séparer de la surface les éclats de silice
créés par la coupe du verre, ou initialement présents sur les lames. Aprés séchage sous
un flux d’azote, les traces d’impuretés organiques susceptibles de polluer la surface sont
éliminées par I'action d'un gaz d’oxygéne ionisé dans un four a plasma radio-fréquence
(Polaron PT7160), durant 3 minutes sous une pression d’oxygéne d’environ 10 Pa.

2.1.1.2 Le bati ultravide

Les dépots de métal et de matériau diélectrique sont réalisés sous vide (pression :
1078 torr), dans un bati (Fig. 2.1) constitué d’une chambre principale et d’un sas d’in-
troduction qui communiquent par un conduit (diam. 0,025 m). Une canne de transfert,
dirigée manuellement grace a un anneau magnétique et orientée a l'aide d’un plateau
a trois vis, permet d’acheminer un molyblock (piéce métallique supportant la lame de
verre) du sas jusqu’au porte-échantillon et de le retirer aprés le traitement. Une vanne
a tiroir permet d’isoler la chambre principale et le sas. Ainsi, les échantillons peuvent
étre introduits dans le bati (et retirés du bati) sans dégrader la qualité du vide dans la
chambre principale.

Chacune des deux enceintes est équipée de jauges de pression et est reliée a des
systémes de pompage indépendants. La chambre principale est reliée a une pompe
turbomoléculaire (vide secondaire), elle-méme reliée a une pompe a palettes lubrifiées
(vide primaire). Une vanne & vis permet d’ouvrir le sas sur une pompe a palettes qui
permet d’atteindre un vide primaire aprés ouverture du sas. Une vanne a tiroir permet
ensuite d’ouvrir le sas sur une pompe turbomoléculaire.

Le porte-échantillon posséde deux positions sur lesquelles le molyblock peut-étre
fixé (voir Fig. 2.2). Toutes deux sont équipées d’un thermocouple. Une des deux po-
sitions dispose d’une résistance chauffante (7, = 700°C) qui permet de contrdler
la température du substrat pendant le dépot, de réaliser des recuits aprés dépot, ou
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Fi1G. 2.1: Vue extérieure du bati d’expérience.

d’évaporer un solide organique (un colorant par exemple) déposé dans un molyblock en
forme de coupelle. Un systéme d’asservissement en température permet de program-
mer différentes phases de traitement thermique (montée en température, plateau. . .).
Le porte-échantillon posséde quatre degrés de liberté : rotation, déplacement vertical,
déplacement de l'axe de rotation dans les deux directions du plan horizontal. Ainsi,
I’échantillon est dirigé vers les différentes sources de dépot (ablation laser / évapora-
tion thermique) et une série de plusieurs dépots successifs peut étre réalisée sans sortir
I’échantillon du bati.
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| a quartz
| C|_b|e Porte-
d'alumine A i
échantillon
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Knudsen
Position de
I'’échantillon

F1G. 2.2: Vue intérieure du bati de dépot ultra-vide.
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2.1.1.3 Techniques de dépot

Aprés la procédure de nettoyage décrite précédemment (§ 2.1.1.1), les lames de verre
sont couvertes d’une couche de métal (or ou argent). Le dispositif expérimental fournit
deux méthodes différentes pour réaliser des films métalliques : ’évaporation thermique
et I’ablation laser. La morphologie des films varie sensiblement d’une méthode a I’autre.
Pour certaines applications, un film de chrome est déposé par ablation laser, avant dépot
de l'or ou de 'argent.

La majorité des films métalliques a été réalisée par évaporation thermique, en uti-
lisant une cellule de Knudsen (Knudsen 1950). Un lingot de métal de grande pureté
(GoodFellow, 99,99%) est placé dans un creuset d’alumine ou de carbone, chauffé par
une résistance électrique, et 'ensemble de la cellule est refroidi grace a un systéme
de circulation d’eau. La température est mesurée au niveau du creuset par un thermo-
couple et régulée par le controle du courant traversant la résistance. Le flux de matiére,
en sortie de 'ouverture de la cellule, varie en cosinus de ’angle par rapport a ’axe de
la cellule (loi de Lambert). L’échantillon est situé¢ a une distance de la cellule suffisam-
ment grande pour pouvoir considérer que le flux d’atomes est homogeéne sur toute la
surface de ’échantillon.

Alimentation
(courant
+ thermocouple)
Four
(creuset 5 m Commande
+ résistance) 4)7"\ ‘41 ‘ < douverture
“\\ Pr— du four
= g~ <
JA}‘{/ . Refroidissement

(Circulation d'eau)

Fi1G. 2.3: Cellule de Knudsen.

Le film métallique peut ensuite étre recouvert d’une couche d’alumine amorphe
(Aly03) permettant de controler la distance séparant les fluorophores de la surface
conductrice. Cette couche est suffisamment dense pour empécher la diffusion des molé-
cules fluorescentes a travers ’alumine. Une meilleure homogénéité du dépdt métallique
a été constatée pour les substrats ayant regu au préalable une sous-couche d’alumine.
Ce dépot préparatoire ainsi que la couche de séparation sont réalisés par ablation laser
(Pulsed Laser Deposition, PLD). Cette technique permet d’arracher de la matiére d’une
cible de métal ou d’un matériau diélectrique par impulsions laser de grande puissance.
La source est un laser excimer au KrF (A = 248 nm) qui émet des impulsions laser
de 15 ns, d’énergie comprise entre 100 et 300 mJ, a des cadences comprises entre 1 et
20 Hz. Le faisceau laser est dirigé et focalisé sur la cible par un jeu de miroirs et de
lentilles. Le dépot d’alumine n’aurait pas pu étre réalisé par évaporation thermique, car
les cellules de Knudsen ne permettent pas d’atteindre des températures suffisamment
élevées.
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L’échantillon est placé a 5 cm d’une cible d’alumine. Un systéme automatisé de
miroirs mobiles et de cible en mouvement de rotation permet de répartir les impacts
du laser sur ’ensemble de la surface de la pastille d’alumine afin d’en préserver ’état
le plus longtemps possible. L’utilisation de cibles de silice a été abandonnée en raison
de leur transparence a la longueur d’onde d’émission du laser d’ablation. Le dépot
d’alumine est homogéne, amorphe et supposé non poreux.

2.1.1.4 Etalonnage des méthodes de dépot

Le flux atomique dépend principalement de la température du creuset pour 1'éva-
poration thermique, et de la puissance de I'impulsion laser pour ’ablation laser. L’éta-
lonnage de la source de matiére est réalisé grace a deux microbalances a cristal de
quartz qui viennent se placer a la position de I’échantillon et mesurer le taux de dépot.
La microbalance & quartz permet de mesurer des masses trés faibles. Son principe est
le suivant : un cristal de quartz piézo-électrique vibre sous l'action d’un signal élec-
trique sinusoidal. La fréquence de résonance du cristal est corrélée a sa masse. Tout
ajout ou retrait de matiére provoque un déplacement de la fréquence de résonance.
Pour un cristal de quartz donné, deux paramétres (densité et impédance acoustique)
intrinséques au matériau déposé suffisent a relier le déplacement de la résonance a la
variation d’épaisseur du film formé. Typiquement, les taux d’évaporation d’or et d’ar-
gent utilisés lors de ’élaboration des substrats métallisés sont de l'ordre de 1 nm /
min ; les taux d’ablation de I'ordre de 1 nm d’alumine par cycle de 100 tirs et quelques
dixiémes de nanomeétres de chrome par cycle de 1000 tirs, & une cadence de 10 Hz.

2.1.1.5 Echantillons multi-zones

Nous avons développé une méthode permettant d’étudier, sur un méme échantillon,
plusieurs types de dépots simultanément en faisant varier un a deux parameétres (e.g.,
épaisseurs du film métallique et de la couche séparatrice). Le principe est de découvrir
progressivement la surface de la lame pendant le dépot de métal et d’alumine. Pour cela,
deux caches fixés sur des tiges push-pull graduées — une translation horizontale pour
I’évaporation thermique et une translation verticale pour ’ablation laser, sont déplacés
de maniére a former un quadrillage, e.g., de 20 x 20 zones sur un substrat de 20 x 20 mm.
Ce type de substrats présente 'avantage de garantir une grande reproductibilité dans
I'expérience, puisqu’un seul échantillon fluorescent est préparé pour I’étude d’un grand
nombre (e.g., 20 x 20 = 400) de configurations expérimentales.

2.1.2 Caractérisation optique et morphologique du film
métallique

La nature du métal et la morphologie du film sont les deux parameétres-clés dont dé-
pendent les propriétés optiques des substrats. La structuration a 1’échelle nanométrique
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de la surface métallique modifie profondément ses propriétés d’absorption, réflexion et
transmission.

Il est essentiel d’identifier les paramétres pertinents pour caractériser la morpho-
logie des dépots et son influence sur les propriétés optiques afin de pouvoir optimiser
I'efficacité des substrats et les fabriquer de maniére reproductible. Les caractéristiques
du film métallique sont controlées précisément en modifiant les conditions expérimen-
tales du dépot, notamment la température du substrat et le flux atomique. De cette
facon, il est possible d’obtenir une grande variété de morphologies différentes, chacune
possédant des propriétés optiques différentes. Préalablement a toutes investigations sur
les applications potentielles de ces différents types de films métalliques, il est nécessaire
d’étudier les relations liant leur comportement optique a leur morphologie.

Différentes techniques d’observation ont été utilisées pour mesurer les paramétres
morphologiques des films métalliques, parmi lesquelles la microscopie électronique en
transmission ( Transmission FElectronic Microscopy, TEM) et la microscopie de force
atomique (Atomic Force Microscopy, AFM). Les propriétés optiques des films mé-
talliques ont été étudiées par spectroscopie d’absorption optique (Differential Optical
Absorption Spectroscopy, DOAS).

2.1.2.1 Microscopie électronique en transmission (TEM)

Des faibles quantités de métal et /ou le dépdt sur une lame chauffée donnent des films
de nanoparticules isolées de taille et de forme bien définies. A mesure que le taux de
couverture de la lame augmente, le rapport de forme des particules change (les sphéres
s’aplatissent), elles prennent la forme d’ilots qui coalescent (fusionnent) jusqu’a ce que
le film métallique soit conducteur d’'un bout a l'autre de la lame (seuil de percolation).
Pour déterminer a quelle phase de croissance se trouve le film métallique, nous avons
réalisé des études de microscopie électronique en transmission (TEM).

L’étude en TEM a été réalisée a 'ESPCI, sur un microscope JEOL 100C. Les ob-
servations en TEM nécessitent de réaliser les dépots métalliques sur des grilles de mi-
croscopie électronique (maillage en cuivre couvert d’une couche de carbone amorphe).
Celles-ci sont préalablement couvertes d'une fine couche d’alumine (typiquement 3 nm)
amorphe pour les doter de propriétés de surface similaires a celles des lames de verre.

Pour les faibles taux de couverture, 'analyse des clichés de TEM permet de réaliser
une étude statistique sur la taille et le rapport de forme latéral des nanoparticules,
ainsi que la distance interparticulaire. La distribution de ces trois paramétres est ob-
tenue grace a un logiciel de traitement des images TEM, qui détecte la frontiére des
nanoparticules métalliques. L’image TEM est une projection & 2 dimensions de l'objet :
elle fournit une information sur la forme et le taux de couverture du métal. Une coupe
de I’échantillon normale au substrat serait nécessaire pour obtenir I'information sur le
rapport de forme transversal.

Au-dela du seuil de percolation, les films métalliques tendent rapidement & étre
continus. La microscopie électronique en transmission est alors inadaptée a ’étude de
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leur morphologie. Elle permet néanmoins de mesurer le taux de couverture du métal
sur le substrat. Par contre, 'information sur la topographie des films continus ou quasi-
continus est obtenue par des techniques de microscopie de sonde locale.

2.1.2.2 Microscopie de force atomique (AFM)

Nous avons mis en ceuvre des méthodes de mesures directes de la topographie
de surface, i.e., des techniques de microscopie de sonde locale, également nommeée
microscopie a balayage de sonde (Scanning Probe Microscopy, SPM). Elles permettent
d’imager des surfaces a ’échelle nanométrique. Elles consistent & sonder une surface en
approchant une pointe trés fine. Le balayage régulier d’'une zone avec la pointe permet
d’en réaliser la cartographie. La grandeur physique mesurée (forces atomiques, densité
électronique, aimantation...) dépend de la nature de la pointe.

Principe

Pour I’étude des substrats nanostructurés, nous avons choisi la microscopie de force
atomique (Atomic Force Microscopy, AFM), dont un schéma de principe est présenté
en Figure 2.4. La pointe du microscope AFM est sensible aux forces de van der Waals :
ce sont des forces de faibles amplitude et extension qui participent a 1’équilibre entre
deux atomes ou molécules non-chargés, et qui sont responsables de la cohésion des
cristaux non-ioniques. La position relative de la pointe par rapport a la surface est
contrdlée par une céramique piézo-électrique, mesurée par un systéme de quatre photo-
diodes détectant un faisceau laser réfléchi par le levier (cantilever) portant la pointe, et
constamment ajustée par un circuit d’asservissement afin de garder constante I'inten-
sité de l'interaction. La cartographie de la position de la pointe donne précisément la
topographie de la surface sondée. La résolution latérale, fixée par le rayon de courbure
de 'extrémité de la pointe, est de 'ordre de la dizaine de nanométres ; la résolution ver-
ticale est de 'ordre de I’angstrom : on peut aisément visualiser des marches atomiques
sur une surface propre. La surface visualisable dépend de la céramique piézo-électrique,
et peut aller de la centaine de nanométres a environ 150 micromeétres. L’AFM est adapté
a tout type de surface, y compris les surfaces isolantes (e.g., la surface d’un substrat
couvert d'une couche d’alumine). L’AFM offre également la possibilité de parcourir la
surface sans la toucher (mode non-contact), ou par contact intermittent (mode tap-
ping), afin de limiter la détérioration éventuelle d’une couche fragile.

Informations obtenues en mode contact

Les images d’AFM présentées dans le Chapitre 5 ont été réalisées a 'UMR «Bio-
adhésion et Hygiéne des Matériaux» (INRA/ENSIA, Massy), en collaboration avec
Jean-Marie Herry. L’AFM, utilis¢ en mode contact, permet d’accéder a trois types
d’information. L’image de topographie contient I'information sur la position du sup-
port de la pointe. Elle est obtenue par mesure du courant traversant la céramique
piézo-électrique et renseigne sur "l’altitude" de la surface a la position de la pointe.
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Fi1G. 2.4: Schéma de principe de PAFM.
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En mode contact, la résolution de cette image est limitée par la déformation du can-
tilever due aux forces verticales et latérales que la surface exercent sur la pointe. Les
variations des signaux mesurés par les quatre photodiodes du systéme d’asservissement
permettent d’évaluer 'amplitude des flexions et des torsions du cantilever. Ces infor-
mations supplémentaires permettent de réaliser une image de déflexion et une image
de friction, contenant I'information sur la position verticale et horizontale de la pointe
par rapport au support. L’image de déflexion donne une cartographie des variations
locales de la topographie, avec une résolution améliorée. Elle renseigne qualitativement
sur la rugosité locale de la surface, mais I'information n’est pas normalisée par rapport
a 'altitude de la surface.

S e EF

Topographie Déflexion Friction

Fi1G. 2.5: Trois types d’imagerie en AFM mode contact. Schéma représentant la pointe
fixée sous le cantilever, lui-méme porté par le support. Image de topographie : position du
support. Image de déflexion : position verticale relative de la pointe. Image de friction :
position horizontale relative de la pointe.

Caractérisation de la rugosité de surface

Il existe un grand nombre de paramétres permettant de caractériser le profil d’'une
surface, i.e., la déviation de son altitude z, en fonction des deux autres coordonnées
d’espace = et y. Pour simplifier, si 'on imagine la surface rugueuse comme une suc-
cession de creux et de bosses, on peut regrouper ces paramétres en un premier groupe
décrivant la hauteur des bosses (déviation du profil de la surface), et un second décri-
vant la disposition des bosses sur la surface (distribution de fréquences spatiales). Un
parameétre de chacun des deux groupes est nécessaire pour prévoir l'interaction de la
lumiére avec la surface.

Déviation du profil de la surface

La Figure 2.6 présente un profil a une dimension z(z), et trois maniéres de carac-
tériser la déviation de ce profil. Cet exemple simple permet de définir les paramétres
de rugosité utilisés ensuite pour décrire la topographie d’un profil bidimentionnel (sur-
face). La moyenne arithmétique R, (Fig. 2.6a, Eq. 2.1) est l'aire située entre le profil
et la ligne d’altitude moyenne Zz, divisée par la distance L sur laquelle elle est évaluée.
L’amplitude pic-a-pic (mazimum peak-to-valley) R,—, (Fig. 2.6b, Eq. 2.2) est I'écart
entre l'altitude maximale z,,,, et 'altitude minimale z,,;,. R,—, est sensible aux dé-
fauts de la surface et peut, sur une surface irréguliére, ne pas étre représentatif de la
rugosité de I’ensemble de la surface. La moyenne quadratique R, (Fig. 2.6¢, Eq. 2.3) est
calculée a partir de la fonction de distribution de la variable z. Cette fonction donne
la probabilité que 'altitude de la surface en un point soit comprise entre z et z + dz
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ou dz est une variation élémentaire de z. R, est la déviation standard (écart-type, root
mean square) de cette fonction. R, est plus directement reli¢ a la qualité optique de la
surface que R,. Nous avons donc retenu le parametre R, pour caractériser la déviation
du profil de la surface. Les définitions des paramétres R, (Eq. 2.1) et R, (Eq. 2.3) sont
données pour un profil unidimensionnel. Pour un profil bidimentionnel, on intégrera
sur les deux coordonnées d’espace x et y du plan de la surface, et on remplacera le
préfacteur + par 75.

R, = Z/o (2(z) — ) da 2.1)

Rpfv = Zmax — “min (22)

R, - [Z /0 " o) —E)de} (2.3)

(a)
Rp_v
® YiS
z _ “ I:\’q
© ] ™

Fi1G. 2.6: Définition de trois paramétres permettant de caractériser la déviation d’un
profil unidimentionnel. (a) R, : moyenne arithmétique; (b) R,_, : amplitude pic-a-pic;
(c) R, : moyenne quadratique (root mean square).

Plus R, est grand, plus la diffusion de la lumiére est forte et plus le comportement
optique de la surface s’éloigne de celui d'une surface parfaitement plane. Toutefois, ce
parameétre n’est pas suffisant pour caractériser la morphologie de la surface et prévoir
son interaction avec la lumiére. Nous avons vu, dans le cas des réseaux métalliques,
que le couplage avec la lumiére dépend des fréquences spatiales de la topographie de la
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surface (i.e., de la période du réseau) car de ces fréquences spatiales dépend ’accord
des vecteurs d’onde des photons et des plasmons de surface (voir § 1.2.4, p.20). De
maniére similaire, il est possible de prévoir les composantes spectrales et spatiales de
la lumiére qui se coupleront fortement a la surface rugueuse, en calculant le spectre des
fréquences spatiales.

Distribution de fréquences spatiales

La distribution des fréquences spatiales de la surface métallique (ou "spectre de
k") est obtenue par analyse de I'image AFM. La fonction d’auto-corrélation R,, de la
variable d’altitude z est calculée en fonction des coordonnées d’espace x et y. La trans-
formée de Fourier S(k,, k,) de R, donne les fréquences spatiales de I'image dans toutes

les directions du plan (z,y). Ensuite, S (ky, k) est exprimé en coordonnées polaires,
i.e., en fonction des variables k = |/kZ + k7 et ¢, = arctan(k,/k;). Le "spectre de k"

§(k:) est obtenu par intégration de §(k, ¢r) par rapport a la variable ¢,. Le "spectre
de k" présente un maximum pour une fréquence spatiale k/(27) = 1/0. La période
spatiale o est le paramétre choisi pour décrire la distribution de fréquences spatiales
des films métalliques nanorugueux et prévoir leurs propriétés optiques.

Reproductibilité

Les images AFM ont été réalisées en choisissant des champs d’observation de diffé-
rentes tailles. Lorsque la dimension du champ est trés grande (5-10 pm de coté) devant
le paramétre o, alors la mesure de ces paramétres est reproductible d’une fenétre a
l'autre (la morphologie du dépot est homogéne sur toute sa surface). Ces mesures se-
ront alors représentatives de la rugosité de ’échantillon. Pour des champs plus réduits
(1 pm), des variations importantes sont observées d'une fenétre a I'autre. Le spectre
mesuré n’est alors plus en accord avec la rugosité de I’échantillon (les faibles fréquences
spatiales sont filtrées).

2.1.2.3 Spectroscopie d’absorption optique (DOAS)

Pour les films non-continus, les mesures de TEM ont été complétées par des mesures
de spectroscopie optique qui renseignent sur la résonance plasmon moyenne de ces
arrangements de nanoparticules et d’ilots métalliques. Ces mesures sont indispensables
pour étudier les relations entre la morphologie des films métalliques et leurs propriétés
optiques.

L’étude de spectroscopie d’absorption optique a été menée au Laboratoire de Mi-
néralogie Cristallographie de Paris (Campus Jussieu), au moyen d’un spectrométre
UV-visible CARY 500 (Varian Inc.). Ces mesures! peuvent étre faites directement sur
les lames de verre. La densité optique DO (ou "extinction") est calculée a partir de la
mesure du coefficient de transmission 7" du film (DO = —logT'). La mesure différen-
tielle de l'extinction (Differential Optical Absorption Spectroscopy, DOAS) permet de

1Ces mesures ont été réalisées suivant une méthode similaire a celle décrite pour le calibrage des
films de colorants (§ 2.1.3.3, p.66).
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retrancher automatiquement la contribution du substrat de verre, mais ne permet pas
de mesurer 'extinction du film métallique dans le domaine du spectre ou le verre n’est
pas transparent (A < 350 nm).

Le spectre d’extinction d’une sphére parfaite d’or ou d’argent, de diameétre trés petit
devant la longueur d’onde d’excitation, est un pic dont la position dépend de son dia-
meétre et dont la largeur, définie principalement par des processus internes d’amortisse-
ment, est de quelques dizaines de nanometres. L’élargissement du spectre d’extinction,
lorsqu’il est réalisé sur un grand nombre de particules, dépend donc de leur distribu-
tion de taille. D’autre part, I’aplatissement des sphéres métalliques induit également
un déplacement et un élargissement spectral. L’information sur la distribution de taille
des particules est donc complexe & interpréter. Par contre, les spectres d’extinction
renseignent sur le "comportement optique" des agrégats supportés, en particulier sur
le domaine spectral d’activité (e.g., 1a ot 'on peut attendre de fortes exaltations de la
fluorescence). Enfin, le spectre d’extinction est un indicateur du seuil de percolation.
L’apparition d’un plateau pour les grandes longueurs d’onde traduit la coalescence des
ilots (voir § 3.1, p.90).

2.1.3 Dépot des fluorophores

L’étude systématique des propriétés optiques des substrats nanostructurés nécessite
de les couvrir d’'un dépot de colorant de faible densité (une fraction de monocouche).
Cette technique permet de sonder précisément 'interaction entre les fluorophores et le
métal en fonction de la distance les séparant.

2.1.3.1 Préparation et titrage des solutions

Les colorants sont fournis sous forme de poudre. Une solution meére est réalisée par
dilution dans un solvant puis une série de solutions de différentes concentrations est
obtenue par dilutions successives. La concentration d’une des solutions est détermi-
née par mesure d’absorption (voir Fig. 2.7), a 'aide d’un spectrométre d’absorption
différentielle, et permet ’étalonnage de la série.

La loi de Beer-Lambert (voir Eq. 2.4) donne I’absorption A du colorant en solution
en fonction du rapport des intensités mesurées I et . . Elle permet de calculer
la concentration C' de la solution de colorant en fonction de la mesure différentielle
d’absorption optique A, l'extinction du colorant € et la distance [ parcourue dans le
milieu absorbant (voir Eq. 2.5).




2.1. Préparation des substrats métallisés 65

Le choix du solvant se porte sur ’éthanol en raison de ses propriétés de mouillage
sur le verre et 'alumine. L’eau distillée ne laisse pas, aprés évaporation, un film régulier
a la surface des échantillons.

‘II;' m If@f
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]

F1G. 2.7: Schéma de principe de la mesure différentielle d’absorption optique ( Differential
Optical Absorption Spectroscopy, DOAS).

2.1.3.2 Meéthodes de dépot

Un des problémes inhérents aux expériences d’interaction de surface est de trou-
ver une méthode appropriée pour couvrir les échantillons d’un film de colorant de
concentration bien définie. Pour cela, le dépdt doit étre homogéne et reproductible.
L’homogénéité est recherchée particulierement pour 1’étude des échantillons présentant
plusieurs zones. Dans ce cas, il est souhaité que les irrégularités de surface liées aux
différences d’épaisseur des dépdts ne concentrent pas le colorant en certaines zones de
I’échantillon.

La maniére la plus simple de déposer le colorant consiste a utiliser une pipette et
a laisser se répartir quelques gouttes de solution sur la surface séche ou préalablement
mouillée de solvant. Les films de colorant réalisés de cette facon sont denses, inhomo-
génes et peu reproductibles.

Une méthode plus élaborée, le spin-coating, consiste a centrifuger I’échantillon apreés
avoir déposé quelques gouttes de solution sur sa surface a I’aide d’une pipette (voir
Fig. 2.8a). Cette technique permet de réaliser, avec un grande reproductibilité, des
dépots de densité homogeéne et bien contrdlée (densité surfacique allant du milliéme
de monocouche jusqu’a la monocouche). Théoriquement, la densité du dépot de colo-
rant formé par spin-coating est proportionnelle a la concentration de la solution (voir
Fig. 2.8b). D’autres paramétres tels que la vitesse et la durée de centrifugation, per-
mettent de controler la densité du film formé. Lorsque la concentration de la solution
est le seul paramétre modifié, la reproductibilité du dépdt de colorants par spin-coating
est remarquable.

Le spin-coating est une méthode simple et polyvalente : elle permet également de
déposer des microsphéres de latex, des nanocristaux, des films de polymeéres, etc. Tou-
tefois, cette méthode posséde trois inconvénients majeurs. Tout d’abord, 'homogénéité
du dépot est conditionnée par la planéité et la propreté de la surface : les défauts et
impuretés, ainsi que la rugosité de la surface, introduisent des variations locales de
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FiG. 2.8: Principe (a) et étalonnage (b) de la technique du dépot par spin-coating. Densité
surfacique d’un film de colorant Cyanine 3 réalisé par spin-coating (en monocouches,
1 MC = 10"em™2) en fonction de la concentration de la solution de colorant.

densité du colorant. D’autre part, I'adsorption des molécules en solution dépend forte-
ment de I'état de charge de la surface (car il conditionne le mouillage du solvant sur
la surface). Enfin, il n’est pas possible de réaliser deux dépdts successifs sur la méme
surface car le premier film déposé est rincé par le solvant lors du second dépot.

Pour toutes les applications qui se heurtent a ces limites, nous avons réalisé le film de
colorant par évaporation thermique sous vide. Pour cela, un molyblock est spécialement
congu pour pouvoir recevoir en son centre un faible volume de colorant en solution. Une
fois le solvant évaporé, le molyblock est introduit dans le bati ultravide et placé sur la
position chaude du porte-échantillon. Un second molyblock portant le substrat est fixé
a la place d’une cible d’ablation, en vis a vis (& 5 cm), et soumis & un mouvement de
rotation pour homogénéiser le dépdt. Une montée progressive en température permet
d’évaporer la totalité du colorant, de maniére relativement homogéne. Cette technique,
alternative a 1’évaporation thermique d’'un composé solide contenu dans un creuset,
ne permet toutefois pas de contréler la densité du film formé avec une aussi bonne
précision. Cette technique permet de réaliser successivement plusieurs couches, dans
des conditions limitant la contamination.

2.1.3.3 Etalonnage des méthodes de dépét

Un étalonnage est nécessaire pour déterminer la quantité de colorant déposée en
fonction de la concentration (pour le spin-coating) et la quantité (pour I’évaporation
thermique) de solution utilisée. La calibration est réalisée a partir de mesures d’ab-
sorption sur des lamelles de verre standard. On admet que la quantité déposée sur
nos substrats argent/alumine est identique a celle déposée sur des supports vierges,
dans les mémes conditions. La quantité de colorant déposée est exprimée en termes de
densité surfacique (molécules/cm?) et d’épaisseur équivalente (1 monocouche = 1 MC
~ 10 molécules/cm?). La densité surfacique est calculée a partir des relations sui-
vantes :
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ou N et n sont la quantité de molécules participant & ’absorption du faisceau, expri-
mée respectivement en nombre de molécules et en moles; S est la section du faisceau,
exprimée en cm?; € est 'extinction maximale du colorant, exprimée en mol~'ecm? (ou
plus communément en M~tem™! : [mol~tem?| = 1000 [M~tem™1]); Ny est le nombre
d’Avogadro. 1l suffit ensuite de tracer la caractéristique de la densité surfacique du
dépot en fonction de la concentration de la solution utilisée (Fig. 2.8b). Ce principe
d’étalonnage est valable quelle que soit la technique de dépot.

2.2 Techniques mises en ceuvre pour les applications
biologiques

2.2.1 Puces & ADN

Nous avons développé, en collaboration avec ’entreprise Genescore, des puces a
ADN sur des substrats métallisés. La fabrication et I'analyse des puces & ADN ont
été menées au Laboratoire de Neurobiologie et Diversité Cellulaire de I'ESPCI, lieu
d’implantation initial de la start-up Genescore.

2.2.1.1 Principe

Les puces & ADN sont généralement fabriquées a partir de lames de verre, et re-
quiérent des systémes automatisés de production et d’imagerie spécifiques (Shi 2002).
L’identification des échantillons d’ADN implique une sonde qui peut étre un acide nu-
cléique de séquence connue, fixé a la puce, et une cible qui est ’échantillon d’acide
nucléique, libre, dont l'identité ou I'abondance est recherchée (Lander 1999).

Il y a deux sortes d’application majeures pour la technologie des puces a ADN
(Ekins 1999) : (i) Iidentification d’une séquence (géne ou mutation d'un géne); (ii) la
détermination du niveau d’expression (I’abondance) des génes.

Les puces développées sur nos substrats sont du second type. La Figure 2.9 présente
le principe de ce type de puce & ADN.

Une série de sondes est synthétisée ex situ et greffée a la surface de la puce. Chaque
sonde porte une séquence d’ADN correspondant & un géne ou & une partie d’un géne.
Ensuite, 'ARN messager (ARNm) est extrait de cellules issues de deux échantillons a
comparer (e.g., un tissu sain et un tissu mutant). Dans la cellule, ’ARN messager est



68 CHAPITRE 2. Méthodes expérimentales et de simulation

formé par transcription de ’ADN dont il est la copie, et son role consiste a transpor-
ter I'information génétique recueillie du noyau vers le cytoplasme ou elle sera traduite
en protéines. L’ARNm est transcrit en monobrins d’ADN complémentaire (ADNc),
lesquels sont ensuite marqués avec des molécules fluorescentes (deux types de fluoro-
phores différents pour pouvoir reconnaitre I’ADNc issu des deux échantillons). Les brins
d’ADNc marqués constituent les cibles. La puce couverte de sondes est exposée a la so-
lution contenant les cibles, dans des conditions permettant I’hybridation spécifique des
cibles avec les sondes, puis ’abondance des séquences complémentaires est déterminée
par excitation et collection de la fluorescence. Historiquement, cette méthode nommée
DNA chips a été développée par Affimetriz, Inc.

Tissu 1 (sain)  Tissu 2 {(mutant)

Fer

L ]
n

&
P \L

Traitement de lI'image

l

| Extraction

1 de I'ARN 1 |
— —
o~ o~
Transcription
inverse des |
ARNmM
ADNc
marqués = \,':;("
fluorophore 07 oS I

im=

a
-
™~

=
N\ 2
vsssls wos@&s«.\
e P LS e P e
—— N\

\ —_— \ \
C VL LSS s ds e 98 P s e 8 @S P
QQ“Q‘O '&{.Q&.Q‘ -QLQ&.&

P. MARC - ENS -

Sondes oligonucléotides Hybridation Lecture
greffées sur la lame

Fi1G. 2.9: Principe de la puce a ADN.

2.2.1.2 Fonctionnalisation des lames et greffage des sondes

Le greffage des sondes sur la puce est automatisé. L’opération est réalisée par un
spotter, qui dépose une série de microgouttes de solutions contenant les sondes, par
contact sur la lame d’un réseau de pointes préalablement trempées dans une batterie
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de microéprouvettes (Fig. 2.10a-b). Chaque microgoutte déposée forme un spot : une
zone circulaire de quelques centaines de microns de diamétre, a l'intérieur de laquelle
est greffé un trés grand nombre de sondes.

Oligonucléotides

Groupe fonctionnel actif
Extrémité Ester-NHS I il
Polymére hydrophobe
greffé spenﬁquemenr\

a la surface du verre

(c)

F1G. 2.10: (a) : Sélection des sondes synthétisées ex situ. (b) : Greffage automatisé des
sondes sur la puce. (c) : Schéma illustrant le roéle de la fonctionnalisation chimique de
surface dans le greffage des sondes.

Afin de favoriser la liaison entre les sondes et les cibles, la réactivité chimique de la
surface de la lame doit étre défavorable a I’adsorption des cibles. Dans ce but, la lame
est recouverte d’'une couche d’un polymeére hydrophobe (polyéthyléne glycol, PEG) et
les sondes sont greffées sur ce polymere (Fig. 2.10c¢).

Pour former la couche de polymére, la surface de la lame de verre est d’abord
fonctionnalisée : des molécules réactives présentant un groupement silane —Si(OH )3
et une fonction thiol —SH servent d’agent de liaison entre la lame et le polymeére.
Ces molécules réactives se fixent a la lame par réaction du groupement silane avec
les fonctions silanol —SiOH présentes a la surface du verre. Les liaisons siloxanes
S1 — O — St obtenues sont trés stables, thermiquement et chimiquement trés difficiles
a hydrolyser. La fonction thiol permet ensuite de former une liaison avec une molécule
de polymeére.

Les molécules actives servant de liaison entre la lame et le polymére sont obtenues
a partir de molécules de (3-mercaptopropyl)-triméthoxysilane, par hydrolyse des grou-
pements méthoxy —OC H3 qui protégent le silane. Le protocole de fonctionnalisation
de surface ("silanisation") consiste a immerger les lames de verre dans un bain dont
la composition est (pour 30 lames) : 500 ml de méthanol; 4,25 ml d’acide acétique;
21,25 ml d’eau filtrée milli-Q ; 10,625 ml de (3-mercaptopropyl)-triméthoxysilane (fort
excés en silane). Un bain de 2 heures dans cette solution, sous agitation douce (sur une
balancelle), est suivi de plusieurs ringages dans le méthanol, d’un séchage sous azote,
et d’un traitement thermique en étuve a 90°C pendant 30 min. Les lames traitées,
stockées dans des boites propres, peuvent étre utilisées plusieurs jours aprés.

Les lames de verre nues et les lames métallisées peuvent étre traitées de maniére
similaire, pourvu que le métal soit couvert d’une couche d’alumine. En effet, le silane
se lie & une surface d’alumine comme & une surface de silice. Nous avons vérifié que les
conditions de pH et de température nécessaires au protocole de silanisation n’altérent
pas les qualités du film métallique.
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F1G. 2.11: Fonctionnalisation de la surface des lames de verre.

2.2.1.3 Hybridation de ’ADN et lecture de la puce

L’hybridation de ’ADN se fait dans des conditions de stringence particuliéres, i.e.,
des conditions expérimentales de température, de pH et de force ionique permettant
I’hybridation moléculaire. La stringence est proportionnelle & la température et a 'in-
verse de la concentration en cations monovalents (Na™ par exemple). Des conditions
trés stringentes (température élevée, faible concentration en ions Na't) rendent I'hy-
bridation moléculaire plus difficile mais permettent une hybridation spécifique tandis
que des conditions peu stringentes (température plus faible, concentration en ions Na*
plus élevée) permettent une hybridation moins spécifique.

La Figure 2.12a montre I'hybridation d’une sonde greffée a la surface de la puce
et d’une cible marquée par un fluorophore (schématisé par un rond vert). Au niveau
de chaque spot, des cibles marquées de deux fluorophores différents (rond vert et rond
bleu) peuvent s’hybrider (Fig. 2.12b). Une fois la puce rincée, seules les cibles hybri-
dées restent sur la lame. Au niveau de chaque spot, les densités respectives des deux
fluorophores sont directement liées au niveau d’expression d’un géne, dans chacun des
deux échantillons.

La lecture de cette information se fait par excitation de la fluorescence des mar-
queurs par une source laser et détection du signal pour un photomultiplicateur (PM).
L’ensemble est automatisé dans un appareil d’imagerie point-par-point, dans le lequel
le dispositif d’excitation/détection (sources, objectif, PM) est fixe et la lame mobile
(scanner de lecture). Les deux types de fluorophores sont excités séparément, puis les
deux images de fluorescence monochromes sont superposées pour obtenir une image en
trois couleurs (Fig. 2.12¢). Le traitement informatisé de I'image permet d’extraire une
information quantitative sur I’expression des génes, i.e., le transcriptome.

Pour I'étude présentée dans ce mémoire, nous avons utilisé un lecteur de puce
ScanArray Lite (Perkin Elmer Life Sciences) a optique confocale, dans lequel le signal
de fluorescence est collecté par un objectif a air, et détecté par un photomultiplicateur.
Le lecteur est équipé de deux sources d’excitation et des filtres optiques adaptés a
la détection des sondes fluorescentes Cyanine 3 (A, = 570 nm) et Cyanine 5 (Ao, =
670 nm). Un laser Gre Ne émettant & A, = 543 nm excite la Cyanine 3 (Agps = 550 nm,
Ao = 570 nm) et un laser He Ne émettant & A.;c = 633 nm excite la Cyanine 5
(Aaps = 649 nm, A, = 670 nm). Sur une puce standard, la sensibilité a la détection
est de l'ordre de 0,05 fluorophores/um?. L’acquisition point-par-point de I'image est
réalisée a une cadence de 20 lignes par seconde avec une résolution spatiale de 5 pm.
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(a) (b)

FiG. 2.12: (a) : Hybridation de deux monobrins d’ADN complémentaires : une sonde
greffée sur la surface de la puce et une cible en solution, marquée par une molécule fluo-
rescente. (b) : Hybridation sélective, au niveau d’un spot de la puce, de cibles marquées
avec deux fluorophores différents (rond vert et rond bleu). (c) : Lecture de la puce (image
de fluorescence). La couleur de chaque spot indique ’expression du géne correspondant
dans ’'une ou l'autre des cellules (vert ou bleu), ou dans les deux (vert + bleu = jaune).

2.2.2 Préparation des échantillons biologiques pour l’'imagerie
cellulaire et tissulaire

2.2.2.1 Principe de 'immunofluorescence

L immunofluorescence est le marquage des anticorps et des antigénes avec des co-
lorants fluorescents. Cette technique emploie généralement deux jeux d’anticorps. Un
anticorps primaire est utilisé contre l'antigéne d’intérét, puis reconnu par un anti-
corps secondaire marqué avec un fuorophore. De cette fagon, on peut créer un grand
nombre d’anticorps primaires reconnaissant de nombreux génes, mais qui ont une ré-
gion constante en commun et peuvent étre reconnus par un unique anticorps secondaire
couplé & un fluorophore. Typiquement, cela peut étre réalisé en utilisant des anticorps
d’espéces animales différentes. Par exemple, on peut créer chez la souris des anticorps
qui reconnaissent un grand nombre d’antigénes, puis employer des anticorps humains
(marqués avec des fluorophores) qui reconnaitront la région constante des anticorps
de la souris (région nommée Mouse Anti-Human). Cela permet de réutiliser, pour de
multiples expériences différentes, les anticorps couplés a des fluorophores, qui sont re-
lativement difficiles a former.

En biologie cellulaire, 'immunofluorescence est mise en ceuvre avec des anticorps
reconnaissant spécifiquement une protéine constituante d’'un organite de la cellule.
Par exemple, 'anticorps anti-GMAP-210 polyclonal humain reconnait une protéine
constituante de I'appareil de Golgi (Golgi-Microtubule-Associated Protein, GMAP).
Cette technique permet alors de marquer puis d’imager spécifiquement cet organite
cellulaire en microscopie de fluorescence.
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2.2.2.2 Principe du marquage génétique

L’ADN recombinant (ADNr) est une séquence d’ADN artificielle obtenue par com-
binaison de deux séquences d’ADN issues d’organismes différents (ou reproduites par
synthése chimique) et utilisée pour produire des organismes génétiquement modifiés
(OGM). Une fois PADNr introduit dans le génome, ’'OGM est susceptible de pouvoir
produire une protéine recombinante, qui n’existe généralement pas a 1’état naturel.

Le marquage génétique en biologie consiste a modifier génétiquement 1’organisme
a étudier pour qu’il produise artificiellement des protéines photoluminescentes qu’un
autre organisme produit naturellement. Historiquement, cet organisme naturel est la
méduse Aequorea victoria et la protéine photoluminescente est la GEP (Green Fluores-
cent Protein). La GFP native émet dans le vert (g, = 509 nm) lorsqu’elle est excitée
dans le violet (Aeze = 395 nm) ou le bleu (A;e = 470 nm) (Chalfie 1994). 11 existe
aujourd’hui plusieurs mutants de la GFP, tels que la eGFP (enhanced-GFP) dont le
pic d’absorption est décalé vers des énergies plus basses (Aeze = 488 nm) (Heim 1995),
ou la YFP (Yellow Fluorescent Protein) qui émet dans le jaune (Afy,, = 527 nm) lors-
qu’elle est éclairée dans le vert (Aeye = 514 nm). L’utilisation de ces mutants de la GFP
permet de réaliser un marquage génétique multicolore (Lippincott-Schwartz 2003).

Suivant le choix de la protéine recombinante, le marquage sera spécifique d’un or-
ganite de la cellule. Par exemple, la protéine eGFP-a-tubuline est une version généti-
quement modifiée et fluorescente de la protéine tubuline-a constituant les microtubules
de la cellule. Elle sera spécifiquement détectée au niveau des microtubules, ce qui per-
mettra de les imager en microscopie de fluorescence.

2.2.2.3 Gestion de la photoréactivité des marqueurs fluorescents

Comme pour la plupart des techniques de fluorescence, une limite majeure des
méthodes qui viennent d’étre présentées est le photoblanchiment des marqueurs fluo-
rescents. Un moyen de retarder la photodestruction des fluorophores est d’entourer
'échantillon biologique d’une matrice (mounting medium) contenant un agent chimique
(antifading reagent) inactivant les espéces réactives (e.g., les radicaux d’oxygéene).

Un des agents antifading les plus utilisés en biologie est le 1,4-diazabicyclo-(2,2,2)
octane (DABCO). Il permet de prolonger ’émission de fluorescence pour les colorants
les plus communs (fluorescéine, rhodamine, coumarine et leur dérivés) (Florijn 1995).

2.2.2.4 Protocole de préparation des cellules de rein de chien

Les échantillons cellulaires ont été préparés en collaboration avec Fabrice Corde-
lieres, a I'Institut Curie d’Orsay. Le marquage des cellules a été réalisé par des tech-
niques d’immunofluorescence et de marquage génétique.

Les cellules de rein de chien de la lignée MDCK (Madin-Darby Canine Kidney
Epithelial Cells) sont fréquemment utilisées comme un modéle générique de cellules
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épithéliales. La présente étude a nécessité la croissance de cellules MDCK exprimant
de maniére stable 'eGFP-a-tubuline (généreux don du Docteur J. P. Dompierre) sur
les substrats appropriés (lames de verre nues et miroirs métalliques) pendant 48 heures
avant d’étre fixées.

Les cellules sont lysées durant 2 min dans une solution a 0,5% de surfactant non-
ionique Triton X-100 puis fixées dans une solution tampon PHEM a 3% de parafor-
maldéhyde, suivant la méthode décrite par Coquelle et al. (Coquelle 2002). Les cellules
sont lavées trois fois 5 min dans une solution saline tamponnée phosphate (PBS) puis
perméabilisées par un bain de 25 min dans une solution de PBS a 0, 1% de Triton X-100.
Le fixatif est réduit dans une solution de PBS & 50 mM de NaH,Cl pendant 10 min,
lavé trois fois 5 min dans un bain de PBS, bloqué dans une solution de PBS a 0,1%
de sérum albuminé (BSA), et marqué avec un anticorps anti-GMAP-210 polyclonal
humain (Infante 1999) et une sonde mitochondriale Mitotracker Red CMXRos (Mole-
cular Probes) pendant une heure a 37°C. Apreés ringage dans un bain de PBS/BSA, les
cellules sont incubées durant 45 min avec les anticorps secondaires marqués avec des
molécules de colorant Alexa 633 (Molecular Probes). Les cellules sont post-fixées dans
un bain de PBS a 4% de formaldéhyde durant 16 min et traitées par une solution de
PBS a 50 mM de NaH,Cl pendant 10 min. Lorsque cela est indiqué, ’ADN est marqué
avec du DAPT (Sigma) pendant 5 min.?

L’échantillon est monté entre lame et contre-lamelle en utilisant un mélange 1 :1 de
PBS et de glycérol, contenant 100 mg/ml de DABCO (Sigma).

Les longueurs d’onde des pics d’absorption et d’émission de fluorescence sont ras-
semblées dans le Tableau 2.2 (p.75) pour chaque marqueur.

2.2.2.5 Protocole de préparation des section de tissus

Les échantillons tissulaires ont été préparés en collaboration avec Hideyuki Murata,
au Laboratoire de Pathologie de 'Hopital Saint-Louis, sous la direction du Professeur
Anne Janin. La structure tissulaire a été étudiée en immunofluorescence, tandis que
I’étude cytogénétique des échantillons a été réalisée par hybridation n situ en fluores-
cence (Fluorescence In Situ Hybridization, FISH). Il s’agit d’une technique de marquage
fluorescent permettant de localiser des séquences d’acides nucléiques spécifiques dans
des chromosomes intactes, dans des cellules eucaryotes ou des bactéries. Les sondes de
FISH sont des acides nucléiques couplés a des molécules fluorescentes. Lorsqu’elle est
appliquée a une coupe histologique (section de tissu), la technique FISH apporte des
informations précises sur la localisation des acides nucléiques étudiés.

Une section de tissu d’épaisseur 5 pum est obtenue par coupe d’un échantillon fixé
dans la formaline (solution fixative de formaldéhyde dilué dans ’eau) et pris dans la

2Le DAPI, ou 4’,6-diamidino-2-phenylindole, est un colorant fluorescent qui se lie fortement a
I’ADN. Comme le DAPI peut passer & travers la membrane d’'une cellule, il peut étre utilisé pour le
marquage de cellules vivantes et fixées.
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paraffine. La coupe est réalisée au moyen d'un microtome électrique (systéme méca-
nique constitué d’une lame tranchante en acier). La section de tissu est déposée sur
une lame de microscope puis traitée suivant le protocole qui suit :

i) traitement thermique de 15 min dans 0,2 M de HCI,;
ii) traitement enzymatique de 15 min dans une solution tampon de SSC 2% a 80°C ;

iii) digestion, Protéinase K (100 g/ml) dans une solution tampon de TEN? a 37°C
pour 15 min (dénaturation), puis & 90°C durant 20 min sur une plaque chauffante
(hybridation) et enfin & 42°C pendant 16 heures dans une chambre humide.

Les sondes ADN utilisées pour la technique FISH sont pour le chromosome X :
CEP X, et pour le chromosome Y : CEP Y (dual-color FISH). Les caractéristiques
spectrales de ces sondes et des filtres optiques utilisés pour les détecter sont données
dans le Tableau 2.1.

Sonde fluorescente Filtres optiques

Nom Exc. Em. Cube Exc. Dichr. Em.
CEP X 500 530 | Olympus U-MWIB 460-490 505 515
CEPY 560 590 | Olympus U-MWIG 520-550 565 580

TAB. 2.1: Sondes fluorescentes et filtres optiques utilisés pour ’analyse cytogénétique
(technique FISH). Exc./Em. : longueurs d’onde d’excitation / émission maximale; Di-
chr. : longueur d’onde de coupure du miroir dichroique. Les longueurs d’onde sont don-
nées en nanomeétres.

Le tissu est ensuite marqué en immunofluorescence. Les cellules endothéliales sont
identifiées par utilisation d’anticorps Mouse Anti-Human CD3/, et marquées par réac-
tion Perozidase/diaminobenzidine (DAB).

Aprés traitement, ’échantillon tissulaire est monté entre lame et contre-lamelle,
dans une matrice (mounting medium) contenant un agent antifading.

3TEN : mélange en concentration variable d’un agent de stabilisation des anti-corps : Tris
(hydroxyméthyle)-aminométhane (Tris), d’un agent complexant pour limiter la précipitation des ions :
lacide éthyléne-diamine-tétracétique (EDTA), et d’un sel : NaCl.
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2.3 Meéthodes optiques

2.3.1 Microscopie de fluorescence monophotonique

Le principe général de la microscopie de fluorescence est présenté en détails dans le
Chapitre 1 (§ 1.1.2.3, p. 11).

L’étude de 'exaltation de la fluorescence pour I'imagerie cellulaire a été menée a la
Plateforme d’Imagerie Cellulaire et Tissulaire de I'Institut Curie d’Orsay en collabora-
tion avec Fabrice Cordeliéres.

Les images des cellules fixées sont collectées en utilisant un systéme d’imagerie de
déconvolution 3D décrit antérieurement par Savino et al. (Savino 2001, Sibarita 2002).
Outre la microscopie de fluorescence standard & 2D, ce systéme permet de réaliser une
microscopie de fluorescence 3D large champ en coupes optiques. Contrairement & la
microscopie confocale, qui permet également de réaliser des coupes optiques, I'image
d’un plan est ici acquise en une seule fois. Le temps entre deux images n’est limité
que par la cadence de la caméra, par opposition a I'imagerie point-par-point ou il est
défini par le temps d’acquisition pour chaque point et le nombre de points nécessaires
a former une image.

Briévement, le montage comprend un microscope inversé Leica DM RXA, équipé
d’un objectif Plan APO x 100 & immersion a huile, d’ouverture numérique O.N. = 1,4,
monté sur un support de translation en céramique piézo-électrique PIFOC (Physik
Instrumente). En plus, deux objectifs & air (x40 O.N. = 0,55 et x20 O.N. = 0,4)
sont utilisés dans le but de démontrer 'amélioration de I'efficacité de collection sur les
substrats métallisés. Une caméra CCD 5 MHz Micromax 1300Y & interlignes (Roper
Instruments) est utilisée pour acquérir des piles d’images de fluorescence, en déplacant
le plan de focalisation de 'objectif x100 par pas de 0,2 pum, le systéme dans sa globalité
est controlé par l'intermédiaire du logiciel Metamorph (Molecular Devices). Un jeu de
cubes de filtres spécifiques a été utilisé pour détecter séparément chaque marqueur
fluorescent (voir Tab. 2.2).

Marqueur fluorescent Filtres optiques
Nom Abs.  Fluo. | Cube Exc. Dichr. Em.
eGFP 489 508 | Leica L5 BP 480/40 505 BP 527/30

Mitotracker 579 599 | Leica N3 BP 546/12 565  BP 600/40
Alexa 633 632 647 | Leica Y5 BP 620/60 660 BP 700/75

TAB. 2.2: Filtres optiques pour l’imagerie cellulaire. Abs/Fluo/Emc./Em. : longueurs
d’onde d’absorption / fluorescence / excitation / émission maximale; Dichr. : longueur
d’onde de coupure du miroir dichroique; BP : filtre passe-bande. Les longueurs d’onde
sont données en nanomeétres.
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2.3.2 Microscopie de fluorescence biphotonique résolue en temps
2.3.2.1 Principe de la microscopie de fluorescence multiphotonique

La microscopie de fluorescence multiphotonique est une technique d’imagerie re-
lativement récente en biologie (Denk 1990). Son principe est basé sur ’absorption
quasi-simultanée de plusieurs photons (de méme énergie ou d’énergie différente) par
une molécule. La probabilité de la molécule ainsi excitée de relaxer vers I’état fonda-
mental par émission d’un photon de fluorescence est la méme que suite a une excitation
par absorption monophotonique. En effet, la fluorescence étant un processus optique
non cohérent, I’émission est décorrélée de I'excitation. L’énergie du photon de fluores-
cence émis est inférieure a la somme des énergies des photons absorbés, en raison des
processus de relaxation vibrationnelle (dissipation interne, voir § 1.1.1, p. 2).

Le processus d’absorption multiphotonique nécessite une trés haute densité photo-
nique (0,1 - 10 MW.cm™2) et des impulsions lumineuses trés courtes (1 ps - 1 fs)?. En
effet, ’absorption virtuelle d’'un photon d’énergie non-résonante (i.e., trés différente de
la différence d’énergie entre les états excité et fondamental) ne dure qu'un temps trés
court (1071%s - 107!8s). Durant cet intervalle de temps, un second photon doit étre
absorbé pour atteindre I'état excité.

L’absorption biphotonique (Two-Photon Absorption, 2PA) a été prédite en 1930
(Goppert-Mayer 1931) et mise en évidence expérimentalement dans les années 1960
avec des sources laser continues. La microscopie de fluorescence biphotonique (Two-
Photon Fluorescence Microscopy, 2PFM) en biologie cellulaire utilise des sources laser
pulsées (impulsion de largeur temporelle comprise entre 20 fs et 5 ps, généralement
~ 100 fs) a des taux de répétition élevés (10 - 100 MHz).

Le nombre de photons absorbés (n,) en 2PFM est donné par I’équation suivante :

n — O2pA P02 7'('2 (ON)4
¢ ti f2 h2 2 \2

(2.8)

ol gopa est la section efficace d’absorption biphotonique, P est la puissance moyenne
du champ d’excitation, (O.N.) est 'ouverture numérique de 1’objectif du microscope au
moyen duquel 'impulsion lumineuse est focalisée, t; est la largeur temporelle de I'im-
pulsion, f; le taux de répétition, c la vitesse de la lumiére, h la constante de Planck, et
A la longueur d’onde d’excitation. Les différences les plus importantes, par rapport a
I’absorption monophotonique (One-Photon Absorption, 1PA) sont la dépendance qua-
dratique de n, en fonction de P, (dépendance linéaire pour 1PA) et sa dépendance en
puissance 4 de (O.N.) (dépendance quadratique pour 1PA).

Les sections efficaces gop4 n’ont pas la dimension d’une section géométrique. Elles
sont le produit de trois termes : la section efficace d’absorption virtuelle d’un photon
d’énergie non-résonante (o, ~ 10718 cm~2) ; la section efficace d’absorption d’un photon

par la molécule dans I'état virtuel (o, ~ 1079 cm™2) ; et la durée de vie de Iétat virtuel
(At ~ 10715 g).

4Picoseconde : 1 ps = 10725 ; femtoseconde : 1 fs = 107 1%s.
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F1G. 2.13: Disposition expérimental de microscopie de fluorescence biphotonique résolue
en temps. TCSPC : Time-Correlated Single Photon Counting.



78 CHAPITRE 2. Méthodes expérimentales et de simulation
2.3.2.2 Dispositif expérimental

Les expériences de 2PFM ont été réalisées au Laboratoire de Photophysique Molécu-
laire (CNRS, Orsay). La Figure 2.13 présente le dispositif expérimental. Il est construit
autour d'un microscope inversé et inclut une source laser impulsionnelle T% :saphur.
Briévement, il s’agit d’une laser a blocage de modes qui émet des impulsions de lar-
geur temporelle 100 - 150 fs, & des taux de répétitions d’environ 75 MHz. Le milieu
amplificateur (cristal de saphir dopé avec des ions Titane) est pompé par une source
laser continue Nd :YAG (Neodymium-doped Yitrium Aluminium Garnet) doublée a
A = 532 nm (puissance du laser-pompe : 5 W). L’émission du laser Ti :saphir couvre
théoriquement le domaine spectral 650 - 1100 nm, et est le plus souvent utilisée dans
I'intervalle 750 - 900 nm (puissance optimale : 700 mW a A ~ 800 nm). Les colorants
les plus communs absorbant dans le proche ultraviolet et le visible, le domaine spectral
d’émission du laser Ti :saphir est bien adapté a la 2PFM.

Le faisceau laser est focalisé sur I’échantillon au moyen d’un objectif & immersion a
huile (typiquement un objectif x63, O.N.=1,4). L’échantillon est placé sur une platine
de translation automatisée. La fluorescence émise est collectée par le méme objectif
de microscope et passe par le méme cube contenant un miroir dichroique, un filtre a
I'excitation et un filtre a I’émission. La fluorescence transmise par le miroir dichroique
est détectée par un photomultiplicateur (PM) a galettes de microcanaux. L’image de
fluorescence biphotonique est réalisée point-par-point, en balayant ’échantillon avec le
faisceau laser (sur une aire de (50 x 50) pm?), grace a deux miroirs galvanométriques
pilotés par un logiciel.

2.3.2.3 Mesures de fluorescence résolues en temps

Un avantage supplémentaire de 1'excitation par impulsions femto/pico-secondes, &
des taux de répétition MHz, est la possibilité de réaliser une imagerie de durée de vie de
fluorescence (Fluorescence Lifetime Imaging, FLIM). La durée de vie de fluorescence est
obtenue par mesure répétitive de 'intervalle de temps séparant I'impulsion d’excitation
et la détection d’un photon de fluorescence ( Time-Correlated Single Photon Counting,
TCSPC) (Demas 1983, O’Connor 1984, Eaton 1990, Birch 1991). Chaque pixel de
I'image contient une information sur la durée de vie et 'intensité de fluorescence. Cette
technique d’imagerie suscite un intérét croissant pour la recherche en biologie et en
biophysique (Lee 2001, Suhling 2002).

Chaque impulsion émise par le photomultiplicateur (PM) suite a la détection d’un
photon de fluorescence sert de signal de départ (start) pour le convertisseur temps-
amplitude (Picosecond Time Analyzer, PTA); le train d’impulsion du laser sert de
signal d’arrét (stop). Le décalage temporel entre 'impulsion laser et 'arrivée d’un
photon est déterminé grace a la rampe de tension générée par le convertisseur temps-
amplitude. Le déclin de fluorescence est construit, aprés plusieurs mesures, sous forme
d’histogramme.
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Les acquisitions de déclins de fluorescence par cette méthode requiérent I'utilisation
de détecteurs ultra-rapides dont la résolution temporelle est généralement inférieure &
100 ps. Mais certains des colorants que ’on utilise ont des durées de vie de fluorescence
du méme ordre de grandeur que cette résolution (Cyanine 3 : 7 &~ 100 — 200 ps). Dans
ce cas, le déclin de fluorescence est "noyé" dans la fonction d’appareil du détecteur et
la durée de vie de fluorescence ne peut pas étre déterminée précisément.

2.3.3 Spectroscopie de fluorescence monophotonique

L’é¢tude des propriétés optiques des dépodts métalliques de type agrégats supportés
a été principalement menée au Laboratoire de Minéralogie Cristallographie de Paris
(Campus Jussieu). Nous nous sommes intéressés a l'influence de la proximité de par-
ticules métalliques sur I’émission de fluorescence. Un intérét particulier a également
été porté a la dépendance spectrale de 'exaltation de fluorescence. En effet, la posi-
tion de la fréquence d’excitation, par rapport aux fréquences de résonance plasmon des
nanoparticules et d’absorption maximale des fluorophores, a une importance capitale.
De méme, les modifications du spectre d’émission de fluorescence en fonction de la
fréquence d’excitation et de la distance fluorophore-métal renseignent sur la force du
couplage fluorophore-métal. Les spectres d’émission de fluorescence sont systématique-
ment comparés aux spectres d’absorption optique réalisés sur les mémes échantillons,
afin d’élucider les mécanismes de I'exaltation.

Afin de réaliser cette étude spectroscopique et mesurer les facteurs d’exaltation
de fluorescence, nous avons mis au point un dispositif de fluorimétrie dont le schéma
est présenté en Figure 2.14. Les sources d’excitation dont nous disposons sont un laser
Nd :YAG doublé a 532 nm et un laser & Argon dont les raies spectrales les plus intenses
sont aux longueurs d’onde 476 nm, 488 nm, 497 nm et 514 nm. Un montage optique
(densités optiques, filtres, miroirs, lentilles, cube séparateur, fibre optique) permet de
diriger le faisceau incident, focalisé ou non, sur une zone de I’échantillon, de collecter la
fluorescence et de ’acheminer jusqu’a 'ouverture d’un spectromeétre. Un logiciel pilote
le spectromeétre et permet ’acquisition des spectres de fluorescence.

Deux configurations du dispositif sont exploitées. La premiére (Fig. 2.14a), dans la-
quelle le faisceau laser est en incidence normale sur ’échantillon, permet de s’affranchir
des effets de polarisation liés a la forme des particules dans le cas d’agrégats supportés.
La collection de la lumiére de fluorescence se fait également dans la direction normale
a la surface, quelle que soit la configuration adoptée pour 'excitation, afin de recueillir
le plus de lumiére possible. Par conséquent, la configuration d’excitation normale a la
surface a pour désavantage de collecter la réflexion trés intense du laser, en plus de
la lumiére de fluorescence (Fig. 2.14a). Elle nécessite 'utilisation de filtres et proscrit
I'usage de longueurs d’onde d’excitation trop proches de celle d’émission.

La seconde configuration privilégie une incidence oblique (Fig. 2.14b) et permet
ainsi de s’affranchir en grande partie de la réflexion parasite du faisceau laser. Les
processus de photoblanchiment du dépdét sont réduits du fait de la non focalisation du
faisceau laser.
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F1G. 2.14: Deux configurations d’excitation pour la spectroscopie de fluorescence : en
incidence normale (a), en incidence oblique (b). E : échantillon; L1, L2 : lentilles conver-
gentes ; M1, M2 : miroirs orientables ; CS : cube séparateur ; F : filtre ; FO : fibre optique
reliée a ’entrée du spectrométre.

Grace aux deux lasers, nous disposons de plusieurs longueurs d’onde pour l'ex-
citation. Dans les deux configurations présentées, le faisceau laser atteint la face de
I’échantillon sur laquelle se trouve le dépot. Des mesures ont également été réalisées en
tournant 1’échantillon dans I'autre sens.

2.4 Modélisation de 'interaction fluorophore /substrat

2.4.1 Géométrie des systémes modélisés

Nous avons développé un modéle basé sur I’approximation dipolaire, dans le but de
simuler le comportement optique d’un fluorophore a proximité de surfaces planes de
différentes natures. Les systémes modélisés sont schématisés en Figures 2.15a et 2.15b.
Pour le modéle, les substrats ont été assimilés a des lames d’épaisseur infinie (espaces
semi infinis, une interface seulement). Cette simplification implique notamment que
les seules pertes d’énergie, lorsque la lumiére est réfléchie a la surface du métal, sont
dues a I'absorption, et non & la transmission a travers le film métallique. Un émetteur
dipolaire ponctuel est supposé étre dans l'air (modélisé comme un milieu idéal d’indice
de réfraction égal a 1) et en contact direct avec la surface du substrat. La distance au
métal est contrélée par une couche d’alumine, modélisée comme un milieu diélectrique
non dispersif (d'indice de réfraction égal & 1,65) d’épaisseur finie d. Nous n’avons pas
pris en compte les possibles interactions avec d’autres émetteurs situés dans le voisinage
proche du dipole.
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Fic. 2.15: Géométrie des systémes modélisés; a) dipole a l’interface air/alumine au-
dessus d’un substrat d’argent semi-infini et b) dipole a I'interface air/verre au-dessus
d’un substrat de verre semi-infini ; 1’illumination en onde plane est réalisée en incidence
normale.

2.4.2 Modéle de loscillateur dipolaire (théorie CPS)

L’interaction molécule-substrat est modélisée grace a une description purement clas-
sique dont la théorie fut initialement développée par Chance, Prock et Silbey (CPS)
(Chance 1974). Briévement, I’émetteur répond & une partie de son propre rayonnement
qui est réfléchie par la surface. A ce titre, 'émetteur est considéré comme un oscillateur
dipolaire amorti forcé. Le taux d’amortissement du dipdle varie en fonction de la dis-
tance a la surface (Amos 1997). En se servant de la fonction complexe de permittivité
diélectrique du métal, la théorie CPS décrit la réponse globale de la surface (réflexion
du champ propagatif et transfert d’énergie au métal). Dans la présente étude, nous
avons pris la permittivité diélectrique de I'argent telle qu’elle fut mesurée par Johnson
et al. (Johnson 1972).

L’équation dynamique du moment dipolaire s’écrit alors de la maniére suivante (en
considérant les oscillations harmoniques d’une charge liée) :

2
. . (&

ol wy est la fréquence d’oscillation du dipole en I'absence de tout amortissement,
m est la masse effective du dipole, Er est le champ électrique réfléchi au niveau du
dipole, et [y est le taux d’amortissement (inverse de la durée de vie du dipdle excité
7p) en l'absence de la surface réfléchissante. L’amortissement peut étre décomposé en
une contribution radiative (rayonnement) I, et une contribution non-radiative I',,,.. En
I'absence de surface réfléchissante, le rendement de fluorescence (efficacité radiative)
de I'émetteur est alors donné par I’équation 2.10. Notez que dans le cas réel d'une
molécule fluorescente, le taux d’amortissement total inclue également ’ensemble des
processus moléculaires qui permettent & la molécule excitée de relaxer sans que son
dipole d’émission ne se couple & un mode électromagnétique.
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L,

Qo = Ty (2.10)

Le moment dipolaire est défini de la fagon suivante :

p=po exp (—1dt) = py exp (—wt) exp (—@t) (2.11)

ou ) =w-— z@ est la fréquence complexe d’oscillation et I'(d) est le taux d’amor-
tissement (inverse de la durée de vie du dipole excité 7(d)) en présence de la sur-
face réfléchissante. Puisque Er et p oscillent & la méme fréquence €2, on peut écrire
Er = Epexp(—it). En remplacant p et Fr par leurs expressions et en résolvant

I’équation 2.9, on obtient ’équation suivante :

2
0% — w2 il = ———E, (2.12)
bom

L’une des solutions (celle pour laquelle 2 = w en I’absence de surface réfléchissante)
de I'équation du second degré 2.12 s’écrit :

Iy F% e?
Q=1+ uom/1—-=L__"- F 2.13
! 2 + 0\/ 4w§ pomwg 0 ( )

Pour des distances relativement grandes (couplage faible entre I’émetteur et la sur-
face), les termes I'; et me)—QmEo sont trés petits devant wi. Un développement limité de
la racine, dans 1’équation 2.13, permet d’obtenir une expression approchée de €2. La
variation de la fréquence d’oscillation (sa valeur réelle) du dipole Aw s’écrit alors

_ I e?
Aw = — Wy = 8w0 — 2p0mw0 %Q(EO) (214)
[(d)=7(d)' =T+ ¢ Jm(E)p) (2.15)
Pommwy

En introduisant l’expression classique du taux de désexcitation radiative I', (Kuhn
1970),

2¢%w?ny

T, = (2.16)

3c3m
il est possible d’exprimer la variation relative du taux d’émission I'(d) (éq. 2.15),

ainsi que la durée de vie de 'état excité, en fonction du rendement quantique initial
de l'émetteur @y (éq. 2.10).
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To 2p0w3n1

ou 7y est la durée de vie de I’état excité en ’absence de surface réfléchissante et n,
est I'indice de réfraction du milieu dans lequel se trouve ’émetteur.

Le probléme du taux d’émission revient a calculer le champ réfléchi au niveau du di-
pole. L’interaction dipole/surface dépend de la distance de séparation et de 'orientation
relative du dipoéle. Des dipoles orientés orthogonalement et parallélement a l'interface
réfléchissante auront des taux d’amortissement I'(d)* et T'(d)! différents, respective-
ment définis par les équations 2.18 et 2.19 (Chance 1975b, Chance 1976). Dans ces
deux équations, R/l et R+ désignent les coefficients de réflexion a l'interface, pour des
faisceaux polarisés parallélement (polarisation p) et orthogonalement (polarisation s)
au plan d’incidence. [; est défini par la relation I; = —u(1 — u?); d’ est égal au pro-
duit d - k1 ou d est la distance séparant le dipole de la surface réfléchissante ; u est la
composante tangentielle du vecteur d’onde normalisé.

FJ_ d 00 3
@) _ + §Q0/ R exp(—20,d) = du (2.18)
FO 2 0 ll
rll(d >
(@) =1+ §Q0/ (1 —u*)RI + RY] exp(—2i,d) L du (2.19)
Ty 4 0 b

Dans les équations 2.18 et 2.19, le champ réfléchi au niveau du dipole est calculé par
intégration sur toutes les composantes d’émission du dipdle. Les composantes d’émis-
sion qui appartiennent au domaine u € [0; 1] correspondent & I’émission radiative du
dipole (rayonnement), tandis que celles qui appartiennent au domaine u €]1; oo[ sont
associées a I’émission non radiative, ¢.e., le transfert d’énergie sans émission de photons.

2.4.3 Figures spatiales de rayonnement

Les équations 2.18 et 2.19 définissent des taux d’amortissement totaux, i.e., intégrés
sur toutes les composantes d’émission v du dipdle. Cependant, toutes les composantes
d’émission du dipole ne sont pas modifiées de la méme facon par la présence de la
surface miroir. L’intensité et la phase du champ réfléchi au niveau du dipdle dépendent
en effet du vecteur d’onde, i.e., de la direction dans laquelle la lumiére est émise.
Par conséquent, la présence de la surface miroir modifie la forme du lobe d’émission.
L’intégrande, dans les équations 2.18 et 2.19, contient 'information sur la distribution
angulaire de 1’émission du dipdle. Les composantes d’émission qui appartiennent au
domaine u € [0; 1] correspondent & ’émission radiative du dipole. Dans ce domaine, u
est égal au sinus de l'angle polaire d’émission #, et la figure spatiale de radiation du
dipole peut étre obtenue a partir de 'intégrande des équations 2.18 et 2.19.
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2.4.4 Normalisation par rapport au taux d’excitation

Un autre paramétre susceptible d’étre modifié par la présence de la surface miroir est
le taux d’excitation du dipdle. Dans le modéle présenté ici, I’excitation au travers de la
lentille d’un objectif est assimilée a une onde plane, arrivant sur la surface du substrat
en incidence normale. Nous n’avons donc pas considéré la focalisation de la lumiére
sur la surface. La validité d'une telle approximation est limitée aux objectifs de faible
ouverture numérique (NA). L’intensité et la phase du champ réfléchi doivent étre prises
en compte pour calculer le champ d’excitation au niveau du dipole. Nous avons appliqué
les lois de Fresnel aux interfaces des systémes air /verre et air/alumine/argent (Arnoldus
2004). A partir de maintenant, nous nous référerons au systéme de coordonnées décrit
en Figure 2.16.

D’aprés la loi de Malus, l'efficacité avec laquelle 'onde électromagnétique incidente
excite le dipole varie avec le cosinus carré de I'angle formé par les vecteurs du moment
dipolaire et du champ électrique. L’orientation relative du dipole, par rapport au plan
(zy) de la surface du substrat, est définie par 1'angle polaire 6 et 1'angle azimutal .
En supposant une incidence normale, le champ d’excitation posséde uniquement une
composante orthogonale au plan d’incidence, d’ou une efficacité d’excitation égale a
cos®(3 — #). Nous considérons maintenant une assemblée de dipéles orientés aléatoire-
ment. Le moment de chaque dipdle peut étre décomposé en une composante paralléle et
une composante orthogonale a l'interface réfléchissante. La puissance totale P, rayon-
née par une assemblée de N dipoles orientés aléatoirement, peut étre donnée comme
la somme pondérée des puissances rayonnées par un dipole paralléle (P)) et un dipole
orthogonal (P, ) excités idéalement (avec une efficacité égale a 1). L’efficacité d’excita-
tion et les composantes d’émission dépendent de I'orientation du dipole, les deux devant
étre intégrées sur I’ensemble des orientations possibles du dipole, d’ou 'expression de
P donnée par 'équation 2.20. La somme pondérée discutée plus haut est obtenue en
développant 1’équation 2.20, comme présenté dans I’équation 2.21.

F1G. 2.16: Systéme de coordonnées pour la description de ’orientation relative du dipole
par rapport au plan (zy) de la surface du substrat; 0 et ¢ désignent respectivement
P’angle polaire et 1’angle azimutal.
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w/2 w/2
= NP, / sin®(0)df + NPL/ sin®(6) cos?(0)do
0 0

8 2
= — N — NP 2.21

Le probléme complexe d’une assemblée de dipoles orientés aléatoirement se résume
donc & un probléme bien plus simple. Le premier probléme aurait nécessité la simulation
d’un grand nombre de dipoles, chacun d’eux présentant des propriétés d’excitation et
d’émission différentes, dépendant de leur orientation, alors que le second probléme se
résume a la simulation d’un dipdle paralléle et d'un dipole orthogonal, en considérant
idéale leur excitation.

2.4.5 Modélisation des échantillons d’épaisseur micrométrique

T
n=1,33

" E¢han

|

===l

tillon qid
A dipole

Fi1G. 2.17: Géomeétrie du systéme modélisé ; un échantillon fluorescent est supposé homo-
géne et en contact avec la surface du substrat ; I’indice de réfraction de I’échantillon et de
son milieu environnant est supposé égal a celui de ’eau (n = 1,33) ; ¢t désigne ’épaisseur
de I’échantillon.

Afin d’évaluer D'efficacité des substrats miroirs pour I’étude d’échantillons d’épais-
seur micrométrique (e.g., des cellules biologiques), nous avons adapté le modéle décrit
précédemment a un nouveau systéeme, lequel est décrit en Figure 2.17. Nous avons
considéré un échantillon biologique directement posé sur la surface du substrat, im-
mergé dans un milieu aqueux, et marqué de maniére parfaitement homogéne avec des
fluorophores. Les indices de réfraction de 1’échantillon et du milieu environnant sont
supposés identiques et égaux a celui de 'eau (n = 1,33). De nouveau, les substrats sont
assimilés a des espaces semi-finis. Seule une interface est prise en compte, a savoir une
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interface verre/eau ou métal /eau. Toutes les fonctions dépendantes de d calculées pré-
cédemment (taux d’excitation, rendement quantique de fluorescence, figure spatiale de
rayonnement, etc.) ont été intégrées sur un domaine donné de distance, correspondant
a D’épaisseur t de I’échantillon, en supposant une distribution uniforme de distances
fluorophore - substrat.

2.4.6 Modélisation de la perte de stigmatisme

Le modéle présenté jusqu’ici est bien adapté pour décrire la variation du signal
détecté. 11 suffit en effet, pour déterminer la puissance lumineuse collectée par I'objec-
tif du microscope, de calculer la distribution angulaire de la puissance émise par les
fluorophores. Ce modéle permet d’évaluer un gain de sensibilité a la détection des fluo-
rophores, en supposant que cette sensibilité dépend d’un unique paramétre : I'intensité
du signal détecté. Or ce n’est pas toujours le cas. En imagerie plein-champ, le deuxiéme
critere déterminant la sensibilité & la détection des fluorophores est leur localisation.
Toute la lumiére émise par un fluorophore et détectée par ’objectif de microscope doit
étre associée a un point de 'image : en d’autres termes, le systéme doit étre stigmatique.

2.4.6.1 Stigmatisme apparent d’un dispositif de détection

En optique géométrique, le stigmatisme est la propriété qu’a un systéme optique
de former une image ponctuelle d'un objet ponctuel. Pour une lentille, on parle de
stigmatisme approché car on peut considérer que cette propriété est vérifiée sous cer-
taines conditions (les conditions de Gauss). En réalité, le stigmatisme de tout systéme
optique est limité par la diffraction de la lumiére, qui impose que I'image d’un objet
ponctuel soit une tache (tache d’Airy) dont la taille est de I'ordre de A/2 . Cette limite
fixe la résolution optimale d’un appareil optique. En outre, dans un dispositif incluant
un systéme optique (e.g., un objectif de microscope) et un dispositif de détection (e.g.,
une caméra CCD), la résolution peut également étre limitée par les performances de
ce dernier (e.g., la taille des pixels de la caméra CCD). On parle alors de stigmatisme
apparent, si 'image d’un objet ponctuel est une tache de diamétre inférieur ou égal a
la résolution du dispositif de détection. Bien entendu, la taille de cette tache augmente
lorsque l'objet sort du plan de focalisation de I'objectif. Or, en présence d’un miroir,
une partie des rayons lumineux collectés est virtuellement issue d’un point (I'image de
I'objet dans le miroir) qui ne se trouve pas dans le plan de focalisation de 'objectif.
Le résultat est donc un élargissement de la tache qui se forme dans le plan image de
I’objectif. Or plus 'ouverture numérique de 'objectif est grande, plus cette tache est
large. Tant que la taille de la tache est inférieure a la résolution du dispositif de dé-
tection, toute la lumiére collectée apreés réflexion par le miroir contribue & amplifier le
signal détecté. Lorsqu’elle devient supérieure, une partie de cette lumiére contribue a
accroitre le bruit (baisse du contraste de 'image) et & dégrader la résolution latérale.

La Figure 2.18a représente trés schématiquement la configuration du systéme étu-
dié. Un émetteur ponctuel F est placé devant une surface miroir et dans le plan de
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focalisation d’un objectif de microscope (plan visualisé par une ligne horizontale en
pointillés). La résolution latérale, limitée par la résolution du dispositif de détection
(e.g., par la taille des pixels de la caméra CCD), est indiquée par un segment horizon-
tal R tracé en trait gras dans le plan de focalisation de 1’objectif. Les fleches partant
de FE représentent les rayons de lumiére émis aux angles maximaux de collection de
I'objectif, pour deux ouvertures numériques (O.N.) différentes. Les rayons réfléchis par
la surface miroir sont virtuellement issus d’un point £’ (I'image-miroir de 1'émetteur)
qui se trouve hors du plan de focalisation de 1'objectif. Pour la plus faible ouverture
numeérique, toute la lumiére collectée aprés avoir été réfléchie par le miroir est associée
a 'émetteur ponctuel (e.g., est détecté par un méme pixel de la caméra).

(b)

= oe

o 2 s 1

g < c

g & >

e Q wn
s 31
©
c
e,
| 21
= Modéle simple
Q Modéle avec masque (R=%, )
L '

1 . T . . T T
00 02 04 06 08 10 1,2
O.N.

Fic. 2.18: (a) Représentation schématique d’un émetteur ponctuel placé devant une
surface miroir et dans le plan de focalisation d’un objectif de microscope. F : émetteur
ponctuel ; E’ : image-miroir de E ; R : résolution latérale du systéme de détection; —> :
rayons de lumiére issus de F et réfléchis par le miroir; 6,,,, : angle maximal de collection
de l’objectif. (b) Facteur d’exaltation du signal de fluorescence calculé en fonction de
I’ouverture numérique pour un fluorophore aux caractéristiques similaires a la eGFP,
sans tenir compte (ligne noire, courbe du haut) et en tenant compte (ligne rouge, courbe
du bas) de la perte de résolution latérale (avec R = Aj;y0)-

2.4.6.2 Modification du modéle : sélection angulaire des faisceaux
lumineux

Pour simuler I'exaltation du signal de fluorescence telle qu’elle apparait effecti-
vement en imagerie plein-champ, il est nécessaire de tenir compte du fait que toute
la lumiére collectée ne contribue pas & améliorer le contraste de 'image. Pour cela,
nous avons modifié le modeéle, afin de ne sélectionner que les rayons lumineux détectés
conservant la résolution spatiale du systéme. Les autres rayons ne sont pas comptés
dans le calcul du facteur d’exaltation. Sur la Figure 2.18a, le critére de sélection est de
ne conserver, parmi les rayons réfléchis, que ceux qui passent dans le plan de I’émetteur
par une zone centrée sur l’émetteur et de diamétre égal a la résolution latérale R de
I'image. Techniquement, cela revient a placer un "masque" sur la distribution angulaire
de la puissance émise, pour ne garder que le domaine angulaire [0;6,,4:] OU Oaq €5t
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défini par la relation 2dtan@,,,, = %. Le domaine angulaire sélectionné évolue donc
en fonction de la distance au miroir : un fluorophore directement adsorbé sur le miroir
et un fluorophore positionné & 5 ym du miroir ne contribuent pas similairement au
contraste de I'image.

La Figure 2.18b montre la variation théorique du facteur d’exaltation du signal de
fluorescence, calculée pour une distribution homogéne de fluorophores dans un échan-
tillon d’épaisseur ¢ = 5 pm. Lorsque la perte de stigmatisme n’est pas prise en compte
(ligne noire), 'ouverture numérique de I'objectif a peu d’influence sur I"amplificaion
du signal. Par contre, lorsqu’elle prise en compte (ligne rouge), une baisse significative
du facteur d’exaltation est observée aux grandes ouvertures numériques. En prenant
pour résolution latérale la valeur arbitraire R = Ay, on constate une dégradation de
lefficacité du substrat a partir de O.N. ~ 0, 3, et une baisse du facteur d’exaltation
d’un facteur ~ 2 pour O.N. ~ 1, 3.



Chapitre 3

Fluorescence moléculaire sur un film
métallique nanostructuré

Le processus de fluorescence, dont nous avons décrit les mécanismes dans le Cha-
pitre 1 (§ 1.1.1, p.2), peut étre modifié en changeant les conditions aux limites du
champ électromagnétique. Un moyen d’y parvenir est de placer le fluorophore & proxi-
mité d’une structure métallique telle qu'une nanoparticule (§ 1.3.3, p.35), un ensemble
de particules agrégées ou en interaction (§ 1.3.3.4, p.40), ou un film d’ilots percolés
(§ 1.3.3.5, p.41). Ces trente derniéres années, le couplage métal-fluorophore a fait I’ob-
jet d'un grand nombre d’études théoriques et expérimentales, dont les principales sont
recensées dans le Chapitre 1.

Dans le Chapitre 3, nous présentons les résultats de I’étude expérimentale du cou-
plage métal-fluorophore, sur des films métalliques nanostructurés. Ce terme général est
utilisé ici pour désigner I'ensemble des films métalliques non-continus (taux de couver-
ture inférieur a 1). Il inclut des structures de morphologies trés diverses, allant du film
de nanoparticules de taille et de forme bien définies, au film semi-continu de géomé-
trie quasi-aléatoire. Les films métalliques nanostructurés ont en commun des propriétés
particuliéres d’interaction avec la lumiére, liées au confinement spatial des plasmons
de surface. Pour les métaux nobles en particulier (or, argent, cuivre), 'excitation ré-
sonante de ces modes localisés induit une intense extinction optique (absorption et
diffusion du champ électromagnétique) et modifie de maniére complexe la distribution
locale du champ électrique.

En conjuguant des mesures de spectroscopie optique en transmission et des observa-
tions en microscopie électronique, nous avons étudié la possibilité d’ajuster la position
spectrale de ces "résonances optiques" en controlant la morphologie des films nano-
structurés (§ 3.1, p.90). L’enjeu est la maitrise du couplage métal-fluorophore et le
controle des processus de fluorescence. Les mécanismes de ce couplage et leur influence
sur la réponse optique des fluorophores ont été étudiés par spectroscopie de fluorescence
(§ 3.2, p.92).

La position spectrale des résonances optiques du film nanostructuré et la distance
séparant les fluorophores du métal sont deux paramétres fondamentaux du couplage

89
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métal-fluorophore. Nous avons déterminé les configurations optimales qui favorisent les
processus d’émission radiative, et fournissent les amplifications les plus intenses pour
la fluorescence monophotonique et biphotonique.

3.1 Résonance plasmon accordable

Dans une nanoparticule métallique, la résonance plasmon est accompagnée d’un
pic d’extinction et d’une amplification locale du champ (voir Fig. 1.21, p.38). A la
résonance plasmon, un fluorophore placé & quelques nanométres de la particule voit
son taux d’excitation exalté d’'un a deux ordres de grandeur. Ce phénoméne n’est pas
observé en dehors de la résonance plasmon. Il est donc intéressant de pouvoir accorder
la résonance plasmon & la bande d’absorption de chaque fluorophore.

Le spectre d’extinction d’un film de particules métalliques dépend de leur nature
et de leur morphologie (voir Chap. 1, § 1.2.2, p.16). Il est donc possible, en jouant sur
ces paramétres, de controler la position de la résonance plasmon (Lévéque-Fort 2004).

Nous avons étudié le spectre d’extinction (densité optique) de films d’argent a dif-
férents stades de leur croissance. Les clichés de microscopie électronique présentés en
Figure 3.1a révélent la morphologie de ces films nanostructurés, pour différentes épais-
seurs nominales e4, '. Aux premiers stades de sa croissance (e4, ~ 6A), le film est
constitué de nanoparticules quasi sphériques. Puis, au cours de la croissance du film,
des particules plus grosses et plus aplaties se forment, par coalescence des premiéres
nanoparticules. La Figure 3.1b est I'image en couleurs réelles d’un film d’argent na-
nostructuré déposé sur une lame de verre, éclairé en lumiére blanche et observé en
transmission. L’épaisseur nominale du film varie de 2 & 14 nm par pas de 2 nm (gra-
dient d’épaisseur croissant de la gauche vers la droite sur I'image). La couleur du film
d’argent évolue du jaune au rouge sombre lorsque son épaisseur nominale augmente,
signe que la morphologie joue un role important dans les propriétés spectrales des films
métalliques nanostructurés.

La Figure 3.2 présente les spectres d’extinction mesurés sur des films d’argent nano-
structurés, déposés sur une lame de verre, nus (a) ou couverts d’une couche d’alumine
d’épaisseur 2 nm (b). La Figure 3.3 montre I’évolution de la position spectrale du maxi-
mum d’extinction de ces films, en fonction de leur épaisseur nominale, mesurée d’aprés
la Figure 3.2a (ligne noire) et d’aprés la Figure 3.2b (ligne rouge).

L’augmentation de la taille moyenne et du rapport d’aspect d’une nanoparticule
métallique se traduit par un déplacement vers le rouge et un élargissement spectral de
sa résonance plasmon (Kelly 2003). Ces effets sont visibles dans les spectres d’extinction
du film (Fig. 3.2a,b), lesquels donnent la réponse moyenne d’un grand nombre de
nanoparticules ou ilots métalliques (la largeur du spectre mesuré n’est pas comparable
a celle d’une nanoparticule unique). La coalescence des particules accroit également

11 épaisseur nominale d'un film non plan (e.g., film rugueux, film discontinu, agrégats) est 'épais-
seur équivalente d’une couche continue plane formée de la méme quantité de matiére.
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€, = 0,6 nm €, = 1,4 nm

FiG. 3.1: (a) Images TEM de films d’argent d’épaisseur nominale 6, 14, 33 et 48 A.
Schémas montrant le changement de rapport d’aspect des particules métalliques au cours
de la croissance du film. (b) Image d’une lame de verre couverte d’un film d’argent
d’épaisseur nominale variant de 2 & 14 nm par pas de 2 nm, éclairée par une source
de lumiére blanche et observée en transmission. La fléche indique le sens croissant du
gradient d’épaisseur.
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Fi1G. 3.2: Spectres d’extinction de films d’argent nanostructurés déposés sur une lame
de verre et d’épaisseur nominale variant de 2 & 14 nm par pas de 2 nm. Films nus (a);
Films couverts d’une couche de 2 nm d’alumine (b).

la polydispersité de taille de particules (voir Fig. 3.1a), ce qui élargit davantage le pic
d’extinction du film. On observe, dans le spectre d’extinction (Fig. 3.2a-b), 'apparition
d’un plateau aux grandes longueurs d’onde pour les épaisseurs nominales supérieures a
10-12 nm. Cette épaisseur correspond au seuil de percolation du film, et ce plateau est
similaire & celui observé pour des films métalliques continus qui ne transmettent que
les ondes de fréquences plus élevées que la fréquence plasmon w, (voir Chap. 1, § 1.2.1,
p.15).

En maitrisant la morphologie du film (d’une assemblée de particules sphériques a
un film semi-continu) par le controle de la quantité de métal déposé, il est possible



92 CHAPITRE 3. Fluorescence moléculaire sur un film métallique nanostructuré

T 660 ' ' ' ' ' i

co0]  Ag+ALO, o

s. plasmo
(9}
o
(=]
L
1

\
\.

Ag

T ¥ T Y T L T ¥ T T T T T

o
- 2 4 6 8 10 12 14
Epaisseur d'argent [nm]

eurd'

[4, 4, ]

o N

o o

L 1 a

l&.\
\.

1 s 1

Fi1G. 3.3: Position spectrale du maximum d’extinction du film d’argent en fonction de
son épaisseur nominale (B : film nu, e : film couvert d’une couche de 2 nm d’alumine).

d’accorder la résonance plasmon sur une large gamme spectrale. Comme le montre la
Figure 3.3, le pic d’extinction d’un film de 14 nm d’argent (A ~ 570 nm) présente un
déplacement spectral AX ~ 490 nm par rapport a un film de 2 nm (A ~ 480 nm).
Ce déplacement peut étre amplifié en augmentant 1'indice optique du milieu entourant
les particules métalliques : avec une sur-couche de 2 nm d’alumine (n ~ 1,67), A\ ~
+160 nm. A\ augmente avec 1’épaisseur de la couche d’alumine, jusqu’a ce que celle-ci
soit supérieure a l’extension des champs électriques évanescents qui se forment autour
des nanoparticules & la résonance plasmon. Par exemple, couvrir un film de 14 nm
d’argent d’une couche de 14 nm d’alumine déplace son pic d’extinction de A ~ 570 nm
a A~ 800 nm (AX ~ 4230 nm). Notez que plusieurs autres paramétres expérimentaux
(e.g., la température du substrat) influent sur la morphologie des ilots métalliques et
peuvent étre utilisés pour controler la position et la largeur de leur résonance plasmon
et du pic d’extinction du film. Notamment, le dépot d’argent sur un substrat chauffé
forme un film de nanoparticules plus grosses et plus sphériques. La température favorise
en effet la diffusion et la coalescence des petites particules sur le substrat, et éléve le
seuil de percolation.

3.2 Mise en évidence des couplages métal-fluorophore

La proximité d’un film métallique nanostructuré est susceptible d’affecter les pro-
cessus d’excitation et d’émission d’un fluorophore, en particulier quand les plasmons
de surface du film sont excités a la résonance. Afin de mettre en évidence les couplages
métal-fluorophore a l'excitation et a ’émission, nous avons déposé des films de colo-
rant sur des films d’argent de différentes épaisseurs nominales, et étudier leur réponse
optique (Lévéque-Fort 2003, Lévéque-Fort 2004).
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3.2.1 Couplage a I’excitation
3.2.1.1 Extinction du systéme métal-fluorophore

Nous avons réalisé des films nanostructurés en déposant, & température ambiante,
de faibles quantités d’argent (2 nm, 4 nm et 6 nm d’épaisseur nominale) sur des lames
de verre. La morphologie de ces films est de type "film de nanoparticules", car leur
épaisseur est nettement inférieure au seuil de percolation (typiquement 10 - 15 nm a
température ambiante). Nous avons ensuite évaporé un colorant (Rhodamine B) a la
surface de ces films. La Figure 3.4 présente les spectres d’extinction de ces films d’ar-
gent, avant (- - -) et aprés (—) le dépot de colorant. La Figure 3.4 montre également
le spectre du colorant déposé sur une lame de verre nue (- - -).
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FiGc. 3.4: Spectres d’extinction de films d’argent d’épaisseurs nominales 2 nm (courbes
bleues), 4 nm (courbes rouges) et 6 nm (courbes vertes), formés sur une lame de verre
(- - -) et couvert d’un dépoét de Rhodamine B (——). La courbe noire (- - -) correspond
au spectre d’extinction du colorant sur une lame de verre nue.

Le spectre du systéme couplé métal - fluorophore n’est pas simplement une super-
position ni une addition des spectres d’extinction du film d’argent et du colorant. Il pré-
sente, en effet, deux pics principaux qui ne coincident ni avec celui du film métallique,
ni avec celui du colorant seul. Pour des épaisseurs d’argent croissantes, on constate un
déplacement spectral du pic d’absorption du colorant vers le rouge (AAg s ~ +30 nm
pour le film de 6 nm d’argent).

De plus, la présence du colorant modifie la forme de la bande d’absorption des
particules métalliques. Pour le film de 6 nm d’argent, on observe un pic plus étroit (a
Aabs ~ 480 nm) et décalé vers le bleu (Algs ~ —25 nm) comparé au substrat sans
argent. Enfin, en présence du colorant, un creux apparait dans la bande d’absorption
des particules métalliques (& Agps ~ 510 nm pour le film de 6 nm d’argent). La modifi-
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cation du spectre d’absorption des nanoparticules métalliques peut étre interprétée en
considérant qu’elles sont entourées d'un milieu avec des pertes (les fluorophores).

En présence de particules métalliques, les fluorophores présentent un coefficient
d’extinction apparent globalement plus grand et qui varie proportionnellement a I’am-
plification de I'intensité du champ local. On constate sur la Figure 3.4 une augmentation
de I’aire comprise entre les courbes des spectres du film métallique avec et sans colorant
(lignes continues et lignes en pointillés).

3.2.1.2 Amplification locale du champ d’excitation

Tout d’abord, considérons le cas d'un film de colorant déposé directement sur un
film métallique, sans couche séparatrice d’alumine. L’influence de la distance séparant
les fluorophores du film métallique sera discutée dans la sous-section 3.2.2.3 (p.99). La
Figure 3.5 présente la variation du facteur d’exaltation de fluorescence mesuré pour un
film de 0,01 MC d’Eosine (A1, ~ 535 nm), déposé sur un film d’argent d’épaisseur
variant de 2 & 40 nm, par rapport & une lame de verre nue, pour une excitation a
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F1G. 3.5: Fluorescence monophotonique exaltée sur un film métallique, sans couche sépa-
ratrice. Facteur d’exaltation mesuré pour un dépé6t d’Eosine (0,01 MC, Afluo ~ 535 nm)
sur un film d’argent d’épaisseur nominale variant de 2 a4 40 nm, sous excitation mono-
photonique a A, 1pa = 488 nm.

D’aprés la Figure 3.3 (p.92), un film d’argent d’épaisseur nominale e, comprise
entre 2 et 4 nm présente un pic d’extinction proche de la longueur d’onde d’excitation
Aeze,ipA = 488 nm. Pourtant, le maximum d’exaltation n’est pas atteint pour cette
valeur de ey, (voir fleche bleue dans Fig. 3.5). Au contraire, on mesure une baisse du
signal & e4, = 2 nm. Si le maximum d’extinction se déplace vers les grandes longueurs
d’onde lorsque e4, augmente, le coefficient d’extinction ne cesse pour autant de croitre
sur ’ensemble du spectre (voir Fig. 3.2, p.91). Par conséquent, dans ce cas, la position
de la résonance plasmon ne détermine pas totalement ’épaisseur optimale du film (i.e.,
celle qui maximise 'exaltation).
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L’interaction entre les particules métalliques joue un role déterminant dans 1’exal-
tation de fluorescence. Lorsque le film métallique est suffisamment dense, des champs
trés intenses se forment localement entre les particules (modes de gap), et exaltent la
fluorescence des molécules situées entre ces particules. L’importance de cet effet croit
avec 'épaisseur du film meétallique, jusqu'au seuil de percolation, au-dela duquel la
délocalisation des plasmons de surface réduit l'intensité de ces champs (voir § 1.3.3.5,
p.41). Par une étude en microscopie électronique, on situe le seuil de percolation d'un
film d’argent, formé & température ambiante, & e4y ~ 10—12 nm. D’apres la Figure 3.5,
I’épaisseur optimale pour maximiser le facteur d’exaltation de fluorescence est celle a
laquelle le film atteint le seuil de percolation (voir fleche rouge dans Fig. 3.5). Une
amplification maximale d’un facteur Gipr = 6,5 est mesurée pour un film d’argent
nanostructuré d’épaisseur e, = 10 nm. Au-dela, le facteur d’exaltation diminue.

Il faut noter que l'effet d’exaltation ne concerne pas toutes les molécules, ou du
moins pas toutes de la méme facon. En effet, cet effet dépend de la distance de sépa-
ration et de 'orientation relative des fluorophores et des nanoparticules. D’autre part,
les molécules en contact direct avec le métal n’émettent pas de fluorescence, a cause du
transfert de charge qui annule totalement le processus de fluorescence (voir § 1.3.1.4,
p.31). On peut donc en déduire que le facteur d’exaltation de la fluorescence des molé-
cules qui sont adsorbées sur le verre, entre les nanoparticules, est supérieur au facteur
moyen mesuré expérimentalement.

Sur la Figure 3.5, on remarque qu’a e4, = 30 nm, le facteur d’exaltation est toujours
supérieur a 1 (Ghpr = 1,7). Puisque le contact direct avec le métal induit 'extinction
totale de la fluorescence, cela signifie que le taux de couverture de ’argent sur le verre
n’est pas encore de 1 a eg, = 30 nm, et que I'exaltation du signal n’est due qu’a une
minorité de molécules situées dans les trous du film nanostructuré.

3.2.1.3 Exaltation des processus non-linéaires

L’amplification du champ local est particulierement favorable & l’exaltation des
processus non-linéaires tels que la fluorescence induite par absorption biphotonique
(Two-Photon Absorption, 2PA). Le taux d’excitation a deux photons varie comme le
carré de 'intensité du champ local (voir § 2.3.2, p.76). Des facteurs d’exaltation plus
grands que sous excitation a un photon sont donc attendus (Lévéque-Fort 2003).

La Figure 3.6 présente la variation du facteur d’exaltation de fluorescence mesuré
pour un film de 0,01 MC d’Eosine, déposé sur un film d’or d’épaisseur variant de 5 a
35 nm, par rapport a une lame de verre nue, pour une excitation a Aezeopa = 833 nm.
Pour cette application, 1'or a été choisi plutot que 'argent car les plasmons de surface
dans les nanostructures d’or présentent des résonances pour des longueurs d’onde plus
grandes. Pour un film d’or au seuil de percolation, 'amplification du champ local est
maximale pour une excitation dans le proche infra-rouge (Grésillon 1999), i.e., proche
de la longueur d’onde d’excitation Aezc2pa-

Le facteur maximal d’exaltation de la fluorescence biphotonique Gypr est de 'ordre
de 100, soit un ordre de grandeur de plus que pour la fluorescence monophotonique
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F1G. 3.6: Fluorescence biphotonique exaltée sur un film métallique nanostructuré, sans
couche séparatrice. Facteur d’exaltation mesuré pour un dépot d’Eosine (0,01 MC, A fluo ~
535 nm) sur un film d’or d’épaisseur nominale variant de 5 a 35 nm, sous excitation
biphotonique a Ac;c2r4 = 833 nm. En ordonnée, le facteur d’exaltation est représenté en
échelle log.

(G1pr). Les deux types de fluorescence ne différent que par le processus d’excitation des
fluorophores. Le fait que Gopp soit grand devant G1pp démontre le role déterminant
joué par le couplage a ’excitation dans I’exaltation de fluorescence.

3.2.2 Couplage a I’émission
3.2.2.1 Modification des processus de désexcitation

Le couplage des fluorophores & une structure métallique joue également un roéle
crucial a I’émission. Cela est mis en évidence par des mesures de fluorescence résolues
en temps.

La Figure 3.7 montre les déclins de fluorescence d'un dépot de colorant (0,01 MC
de Rhodamine B) déposé sur une lame de verre dont la moitié est couverte d'un film
de 6 nm d’argent et d’une couche de 10 nm d’alumine. La couche séparatrice d’alumine
est nécessaire pour I’étude des déclins de fluorescence. En ’absence de séparation, les
durées de vie sont trop courtes pour étre mesurées, en raison de la force du couplage
métal-fluorophore qui dépend fortement de la distance. D’autre part, la densité surfa-
cique de colorants doit étre suffisamment faible pour que les durées de vie ne soient pas
modifiées par les couplages intermoléculaires. En raison de la distribution de distances
intermoléculaires sur la surface du substrat, ces couplages rendent multiexponentiels
les déclins de fluorescence. Notez qu’ici la fluorescence est induite par absorption bi-
photonique (Aeze = 837 nm, sy ~ 570 nm), afin de filtrer tres efficacement la lumiére
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d’excitation (mal filtrée, I'impulsion du laser apparait comme un pic dans le déclin de
fluorescence), mais cela n’affecte théoriquement pas les processus de désexcitation des
molécules.

Sur la partie vierge de la lame de verre, le déclin de fluorescence est monoexpo-
nentiel, associé a une durée de vie 7 ~ 2,6 ns. La nature monoexponentielle du déclin
vérifie que la densité de colorants est suffisamment faible pour pouvoir négliger les
couplages intermoléculaires. En présence du film d’argent nanostructuré, le déclin est
visiblement plus rapide, signe d'une augmentation du taux de désexcitation. En outre,
I'intensité du signal a l'origine est amplifiée d’un ordre de grandeur, ce qui peut tra-
duire une augmentation du rendement quantique des fluorophores, mais également une
hausse du taux d’excitation. L’analyse de la Figure 3.7 révéle un déclin multiexponen-
tiel. Une fonction biexponentielle s’adapte correctement au déclin expérimental, avec
les composantes de durée de vie 71 ~ 1,3 nm (68%) et 71 ~ 0,48 nm (32%). La durée
de vie moyenne 7 = 0,687, + 0,327, ~ 1,0 nm est 2 & 3 fois plus courte qu’en I'absence
du métal.

1E4 4 —— Substrat inerte

—— Substrat nanostructuré

1E3

1E2

Signal (nombre de coups)

Temps (ns)

FiG. 3.7: Déclin de fluorescence d’une film de 0,01 MC de Rhodamine B (A, ~ 570 nm)
déposé sur une lame de verre nue (ligne noire) et sur un film de 6 nm d’argent couvert
d’une couche séparatrice de 10 nm d’alumine. Excitation biphotonique a \.,. = 837 nm.

Ici, la modification des processus de désexcitation n’est pas le résultat d’interfé-
rences comme c’est le cas pour un film continu plan, car le film d’argent est trop fin
(par rapport au seuil de percolation) pour se comporter comme un miroir, et les fluoro-
phores sont trop proches pour ressentir une réponse collective des particules (d = 10 nm
est de l'ordre de la taille des particules et est petit devant A/4). Il s’agit d’un couplage
avec les plasmons de surface localisés du film nanostructuré. Le fait que le déclin ne soit
pas monoexponentiel indique que toutes les molécules ne sont pas couplées au métal
avec la méme force. En effet, 'efficacité du couplage dépend de l'orientation relative
de chaque molécule par rapport au substrat, et des distances séparant chaque molécule
des particules (ou ilots) métalliques les plus proches.
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3.2.2.2 Déplacement spectral de I’émission

Le couplage a I’émission se traduit aussi par une modification du spectre d’émission.
On observe un déplacement spectral vers les grandes longueurs d’onde qui augmente
avec 'épaisseur d’argent. La Figure 3.8 présente les spectres de fluorescence mesurés
pour un dépot de colorant (0,2 MC de Cyanine 3) sur des films d’argent nanostructurés
d’épaisseurs nominales 2 nm (ligne rouge), 4 nm (ligne verte) et 6 nm (ligne bleue), et
sur une lame de verre sans métal (ligne noire). Les fluorophores sont déposés sur une
couche d’alumine d’épaisseur 4 nm qui recouvre l'argent et le verre. L’amplitude des
spectres est normalisée & 1.

D’apres les mesures d’extinction réalisées sur les films d’argent, lorsque ceux-ci sont
couverts d'une couche d’alumine d’épaisseur 4 nm, la résonance plasmon est centrée
sur Agg ~ 497 nm a eyy = 2 nm, Mgy ~ 556 nm a ey, = 4 nm, et A\yy ~ 596 nm a
€4y = 6 nm. Une premiere hypothese est que les composantes spectrales de 1’émission
du colorant les plus proches de la résonance plasmon des particules métalliques sont
les plus exaltées. Cela modifierait la forme du spectre d’émission et déplacerait son pic

vers la résonance plasmon.

Le pic d’émission du colorant (Acys ~ 580 nm pour ey, = 0), en présence d'un
film métallique dont la résonance plasmon est centrée sur une longueur d’onde plus
courte (Aay ~ 556 nm & e4, = 4 nm), devrait dans cette hypothése étre déplacé vers le
bleu. Or on trouve expérimentalement un déplacement spectral Algys ~ +8 nm vers
le rouge, ce qui ne valide pas cette premiére hypothése.
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Fi1c. 3.8: Spectres de fluorescence d’un film de 0,2 MC de Cyanine 3 (\.;. = 488 nm)
déposé sur une lame de verre nue (ligne noire en gras) et sur des films d’argent d’épais-
seurs nominales 2 nm (ligne bleue), 4 nm (ligne rouge) et 6 nm (ligne verte), avec une
couche séparatrice de 4 nm d’alumine. u.a. : unités arbitraires.
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Une seconde hypothése s’appuie sur le modéle de 1'oscillateur dipolaire amorti et
forcé (voir Chap. 1, § 2.4.2, p.81). Prés du film métallique, les fluorophores parti-
cipent a l’excitation des particules métalliques. Par conséquent, le dipole d’émission
de chaque fluorophore répond a une partie de son propre champ d’émission diffusée
par les particules (Eg). Le modéle dipolaire prévoit un déplacement de la fréquence
d’oscillation du dipdle vers les basses fréquences (i.e., un déplacement de ’émission
vers le rouge) proportionnel & amplitude du champ Eg (voir 2.14, p.82). Or plus
’émission du fluorophore est proche de la résonance plasmon (Ag; — Acy3), plus am-
plitude du champ Epg est grande. Cela explique pourquoi un déplacement spectral
maximal (Algys ~ +10 nm) est observé pour e4, = 6 nm (Mg, ~ 596 nm proche de
Acys ~ 580 nm).

3.2.2.3 Influence de la distance fluorophore-métal

Comme le montre la Figure 3.5 (p.94), le maximum d’exaltation de la fluorescence
sur un film métallique nanostructuré est observé lorsque le film atteint le seuil de
percolation. Toutefois, le facteur d’exaltation maximal est plutot modeste (Gipr =
6,5), compte tenu des intenses exaltations du champ local (|E|?/|Eo|*> ~ 10% voir
Chap. 1, § 1.3.3.2, p.36). Cela est dit au couplage a I’émission, qui peut ne pas étre
favorable a la désexcitation radiative des fluorophores lorsqu’ils sont trop prés du métal.

L’excitation résonante des plasmons de surface, dans les nanostructures métalliques,
induit la formation d’intenses champs électriques évanescents. L’intensité du champ
local décroit exponentiellement en fonction de la distance au métal. La position du
fluorophore garantissant 1’excitation la plus efficace est donc le contact direct avec le
métal. Mais plus les molécules sont proches du métal, plus le transfert d’énergie non-
radiatif au métal est efficace et éteint la fluorescence (quenching). Il existe donc une
distance optimale assurant un compromis entre ces deux processus en compétition.
Cette distance optimale dépend de la morphologie du film métallique. Dans nos expé-
riences, nous avons utilisé une couche d’alumine amorphe (n ~ 1,67) comme couche
séparatrice. L’effet de cette couche sur 'exaltation totale est difficile & prévoir a priori
car elle modifie la distance métal/fluorophore mais aussi la position de la résonance
plasmon des nanostructures métalliques, puisqu’elle change localement 'indice optique.
Typiquement, cette distance est d = (4 +2) nm pour les faibles dépots d’or et d’argent
(€ag,4u =2 — 6 nm), et d = (10 £ 2) nm pour les films proches du seuil de percolation
(6,497,4“ =10 —-16 nm).

D’autre part, il faut noter qu’en I’absence de couche séparatrice, seules les molécules
adsorbées sur le verre, entre les particules, contribuent a la fluorescence. Les fluoro-
phores en contact direct avec le métal sont totalement "éteints", a cause du transfert
de charges au métal (voir Chap. 1, § 1.3.1.4, p.31). Au cours de la croissance du film,
le taux de couverture du métal sur le verre augmente, et la proportion de molécules
contribuant au signal de fluorescence diminue.

La Figure 3.9 montre la variation du facteur d’exaltation de la fluorescence mono-
photonique d'un dépot de colorant (Rhodamine B), sur un film d’argent nanostructuré,
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F1G. 3.9: Facteur d’exaltation mesuré pour un dépot de Rhodamine B sur un film d’argent
d’épaisseur nominale 10 nm, sous excitation monophotonique & Ac;cipa = 543 nm, en
fonction de I’épaisseur d de la couche d’alumine séparant les fluorophores du métal. Les
lignes en pointillés rouges et bleus soulignent les tendances de la variation du facteur
d’exaltation.

en fonction de I’épaisseur de la couche d’alumine séparant les fluorophores du métal.
Le film d’argent a une épaisseur nominale de 10 nm. Cette épaisseur, qui correspond au
seuil de percolation, est optimale pour amplification de la fluorescence (voir Fig. 3.5,
p. 94). En I’absence de couche séparatrice, le signal de fluorescence de la Rhodamine B
est amplifié d’'un facteur Gipr = 5, proche du facteur mesuré précédemment pour
I'Eosine (G1pr = 6,5, voir Fig 3.5, p.94). Une amplification plus grande (G1pp = 16)
est observée lorsque les fluorophores sont séparés du film nanostructuré par une couche
d’alumine d’épaisseur optimale d = 10 nm. Cette observation confirme I'idée que 'exal-
tation de fluorescence est le résultat de la compétition entre deux processus dépendant
de la distance : 'amplification du champ local induite par excitation résonante des
plasmons de surface, et le couplage du champ proche de ’émetteur aux plasmons de
surface. L’effet de ces deux mécanismes d’exaltation décroit rapidement avec la dis-
tance, puisqu’ils mettent en jeu des champs évanescents. Le facteur d’amplification du
signal devrait donc décroitre continiiment au-dela de d = 10 nm. Or ce n’est pas ce qui
est observé.

Pour les couches séparatrices d’épaisseur supérieure & d = 20 nm, "amplification
du signal augmente progressivement avec la distance au film métallique, et il semble
exister une seconde distance optimale pour I'exaltation a d ~ 70 nm. Ce résultat est en
accord avec les observations de Kiimmerlen et al. (Kiimmerlen 1993) (voir Fig. 1.22,
p.41). A cette distance du film métallique (d ~ 2), les fluorophores sont sensibles a
la réponse collective des nanostructures. Le film au seuil de percolation se comporte,
en champ lointain, comme un miroir semi-réfléchissant. Le maximum d’amplification



3.3. Conclusion 101

observé & d = 70 nm (Gh1pr = 10) est le résultat d'un effet miroir (voir Chap. 4,
p.103), qui met en jeu linterférence des champs propagatifs, alors que le maximum
d’amplification observé & d = 10 nm (G1pr = 16) implique le couplage aux champs
évanescents.

La Figure 3.10 représente simultanément, pour le méme dépot de Rhodamine B, la
dépendance de G pr en ey et en d. Il apparait que la contribution de cet effet miroir, a
d~ %, grandit jusqu’a ce que le film d’argent soit suffisamment épais pour étre continu
et totalement réfléchissant (eq, ~ 60 nm). L’effet miroir est analysé en détails dans le
Chapitre 4 (p.103).
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Fi1G. 3.10: Facteur d’exaltation mesuré pour un dépot de Rhodamine B sur un film
d’argent nanostructuré, sous excitation monophotonique a A\.;c 14 = 543 nm, en fonction
de I’épaisseur nominale du film (e4, en abscisses) et de I’épaisseur (d en ordonnées) de
la couche d’alumine séparant les fluorophores du métal.

3.3 Conclusion du Chapitre 3

L’étude des films métalliques nanostructurés permet d’appréhender les propriétés
particuliéres résultant du confinement spatial des plasmons de surface. Le controle des
paramétres morphologiques des films métalliques nanostructurés permet de "mode-
ler" leurs propriétés optiques, et de les optimiser pour un fluorophore donné ou une
application particuliére.

Nous avons montrer expérimentalement que la présence d’un film nanostructuré
permet d’amplifier le signal de fluorescence, et que cette amplification est le résultat
de la modification des processus d’excitation et d’émission des fluorophores.

L’excitation résonante des plasmons de surface localisés dans les nanostructures
du film métallique induit une amplification locale du champ d’excitation. Elle permet
d’accroitre le taux d’excitation des fluorophores, et peut étre interprétée comme une
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augmentation apparente du coefficient d’extinction des fluorophores. Quatre conditions
doivent nécessairement étre vérifiées pour que cet effet contribue significativement &
I’exaltation de la fluorescence :

(i) les plasmons de surface doivent étre fortement résonants (c’est le cas pour les films
nanostructurés d’or et d’argent, en particulier au seuil de percolation) ;

(ii) le spectre du champ incident doit étre adapté a 'excitation résonante des plasmons
de surface (hors de la résonance, 'amplification du champ local est négligeable) ;

(iii) la fréquence de résonance plasmon doit étre accordée avec la bande d’absorption
des fluorophores ;

(iv) les fluorophores doivent étre suffisamment prés des nanostructures métalliques
pour bénéficier de 'amplification du champ local (en raison de la nature évanescente
des champs électriques induits par 1’excitation résonante des plasmons de surface).

L’amplification du champ local est particuliérement intéressante pour les processus
d’excitation non-linéaire, tel que ’absorption biphotonique. Nous avons mesuré une
amplification d’un facteur 100 du signal de fluorescence biphotonique de molécules
d’Eosine directement déposées sur un film nanostructuré d’or au seuil de percolation.
Ce type de substrat est particulierement efficace pour la fluorescence biphotonique
(les quatre conditions exposées au paragraphe précédent sont ici vérifiées). Au seuil de
percolation, les résonances plasmons des films nanostructurés d’or coincident en effet
avec la bande d’absorption biphotonique des fluorophores émettant dans le visible.

D’autre part, en présence de nanostructures métalliques, le champ proche des fluo-
rophores peut se coupler avec les plasmons de surface, offrant ainsi de nouvelles voies de
désexcitation. Ce couplage a ’émission modifie le déclin de fluorescence (déclin multiex-
ponentiel et durée de vie moyenne plus courte). Nous avons également mis en évidence
un déplacement spectral de ’émission des fluorophores vers les faibles énergies, in-
duit par la présence du film nanostructuré. Ce déplacement est maximal (typiquement
AXfiyo = +10 nm) lorsque la résonance plasmon est accordée au pic d’émission. Ce
phénoméne est bien décrit par le modéle de 1'oscillateur dipolaire forcé.

L’amplification totale de la fluorescence dépend fortement de la distance séparant
les fluorophores du métal. Ce paramétre détermine I'intensité du champ local au niveau
des fluorophores (contribution a excitation) et controle la compétition entre les pro-
cessus d’émission radiatifs et non-radiatifs. La distance de séparation optimale réalise le
meilleur compromis entre 'amplification du champ local et les couplages non-radiatifs
avec le métal. Pour un film d’argent proche du seuil de percolation, cette distance
optimale est d’environ 10 nm.

La géométrie des films métalliques au seuil de percolation (géométrie de type "frac-
tales") les dote de propriétés électromagnétiques trés intéressantes pour l’exaltation des
processus optiques. Cela nécessite cependant un couplage efficace des plasmons de sur-
face du film et du champ proche des émetteurs. En champ lointain, la réponse collective
des nanostructures du film est semblable & celle d’un miroir semi-réfléchissant.



Chapitre 4

Fluorescence et couplage
intermoléculaire sur un film
métallique plan

Nous avons utilisé un modéle dipolaire purement classique, basé sur la théorie de
Chance et al. (Chance 1975a), pour calculer le comportement optique d’un fluorophore
face & un miroir métallique plan (§ 2.4, p.80). Par ailleurs, les effets du couplage fluo-
rophore/métal ont été étudié expérimentalement, en mesurant U'intensité et le déclin
de fluorescence de colorants déposés sur des lames miroirs d’argent (voir les méthodes
détaillées dans le Chapitre 2). Les résultats de ces travaux théoriques et expérimentaux
sont présentés et comparés dans la premiére section du Chapitre 4 (§ 4.1, p.104).

En particulier, nous avons fait varier la distance séparant les fluorophores du métal
et examiné l'influence de ce paramétre sur l'excitation (§ 4.1.1, p.104) et ’émission
de fluorescence (§ 4.1.2 et § 4.1.3, p.105 et p.108). Le gain théorique en sensibilité de
détection de la fluorescence, lorsque les lames miroirs sont utilisées comme substrat, est
évalué et comparé aux mesures expérimentales (§ 4.1.4, p.111). Enfin, nous examinons la
facon particuliére dont les lames miroirs modifient les processus optiques non-linéaires,
en considérant le cas de la fluorescence induite par absorption biphotonique (§ 4.1.5,
p.114).

Le modéle a ensuite été adapté au cas d’un échantillon d’épaisseur micrométrique
présentant une distribution homogéne de fluorophores (§ 4.2, p.119). Les résultats pour
ce nouveau systéme sont comparés a ceux obtenus dans la section 4.1.

Le couplage fluorophore-métal change également la photostabilité des fluorophores
et, par conséquent, le nombre de photons émis avant photodestruction (§ 4.3, p.124).
En outre, la présence d’un substrat métallique modifie I'efficacité des couplages inter-
moléculaires tels que l'auto-extinction de la photoluminescence (§ 4.4.1, p.127) et le
transfert d’énergie résonant de Forster (§ 4.4.2, p.130).

103
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4.1 Modifications des processus optiques :
modélisation et expérience

Le modéle dipolaire décrit précédemment est utilisé pour simuler le comportement
optique d’un émetteur ponctuel placé devant un substrat miroir. Afin de simplifier la
compréhension, 'exaltation de fluorescence est décomposée en trois principaux effets,
respectivement liés & I’excitation, ’émission et la collection de la fluorescence. Le facteur
d’amplification gagné grace a chacun de ces effets est calculé pour des dipodles paralléles
et orthogonaux, en fonction de la distance les séparant de la surface du miroir. Les
deux orientations dipolaires sont traitées séparément parce que I’émission d’un dipole
d’orientation quelconque peut étre exprimée comme la somme pondérée de 1’émission
d’un dipole paralléle et de celle d'un dipole orthogonal (base de vecteurs orthogonaux).
Pour la modélisation, nous avons utilisé comme parameétres les caractéristiques de deux
colorants d’utilisation courante en biologie : la Cyanine 3 (Af,, = 570 nm et Qg =0, 1)
et la Rhodamine B (g, = 565 nm et @y = 0,5) (Lindsey 2004). Lorsque cela n’est
pas précisé, on considére une illumination monochromatique en ondes planes et en
incidence normale au plan de la surface miroir.

4.1.1 Exaltation a ’excitation

Les lames de verre couvertes de films métalliques continus et non-rugueux se com-
portent comme des surfaces miroirs. L’interférence entre les champs électromagnétiques
incident Ej et réfléchi Egr méne a la formation d’un champ stationnaire E prés de la
surface. Par conséquent, intensité du champ d’excitation |E|? oscille en fonction de la
distance au miroir, alternant des positions de phase |E|*/|Ey|* = 4, et des positions en
opposition de phase ou |E|*/|Ey|* = 0. En d’autres termes, lorsqu’un fluorophore est
placé a une distance appropriée d’'un miroir, son coefficient d’extinction apparent peut
étre jusqu’a quatre fois plus élevé qu’en ’absence de miroir.

Dans le contexte de la présente étude, la référence a considérer pour évaluer les
facteurs d’exaltation n’est pas un dipole dans ’espace libre, mais un dipdle en contact
direct avec un substrat de verre. Notre intention est en effet d’évaluer le gain de signal
apporté par les substrats métallisés lorsqu’ils sont utilisés a la place de lames de verre
nues. Un dipole en contact direct avec une surface de verre ressent un champ d’excita-
tion E, .. d’intensité plus faible que celui ressenti par un dipdle dans ’espace libre, en
raison de 'interaction destructive entre les champs incident et réfléchi. Par conséquent,
on peut attendre des facteurs d’exaltation a lexcitation |E|?/|Eyerre|® supérieurs a 4.

L’intensité du champ d’excitation a été calculée a la surface du verre (|Eyerre|?)
et a la position d'un émetteur séparé d’un miroir d’argent par une couche d’alumine
d’épaisseur d (|E(d)|?), en supposant une illumination monochromatique a 543 nm. La
Figure 4.1 représente la variation de l'intensité relative d’excitation |E(d)|?/|Eyerrel?
en fonction de ’épaisseur de la couche d’alumine d.



4.1. Modifications des processus optiques 105

7 —— Modele, 2 =543 nm
6_
5.
q_% N
%¥ 3; 2.7 (2.n)
El B
1]
0_

100 150 200 250 300
d (nm)

F1G. 4.1: Intensité relative d’excitation. Calcul théorique de ’intensité du champ d’excita-
tion au niveau du dipodle, en fonction de 1’épaisseur de la couche séparatrice d, normalisée
par rapport a celle d’un dipéle directement adsorbé sur un substrat de verre. La source
d’excitation est monochromatique, avec \... = 543 nm.

La Figure 4.1 montre deux maxima d’intensité, a d; = 58 nm et dy = 220 nm.
La distance séparant les deux maxima d’intensité est égale (& 2% prés) a la moitié
de la longueur d’onde d’excitation dans le milieu diélectrique (Ad ~ 165 nm pour
Aeze = 543 nm et ng = 1,65). Ceci est en accord avec la position théorique des ventres

de champ d’une onde stationnaire (d; = (2j —1) ;\1‘;;“) Le premier maximum d’intensité

est trouvé a une distance d; plus courte que /ZETG:? en raison de la pénétration du champ
électrique dans le métal. Pour I'argent, la profondeur de pénétration a A = 543 nm est
d’environ 30 nm.

Un facteur 6,2 a l'excitation est obtenu pour les distances optimales (e.g., d; =
58 nm et do = 220 nm). En raison de la faible ouverture numérique de 'objectif de
microscope (0,4) et de la courte distance séparant le plan de focalisation de celui du
miroir, on suppose dans le modéle que le champ incident peut étre assimilé & une
onde plane. Par conséquent, des facteurs d’exaltation identiques sont obtenus pour les
distances optimales plus grandes (d3 = 382 nm, dy = 543 nm, d; = 705 nm, etc.).
Cependant, en considérant le profil réel du faisceau d’excitation, on s’attend & ce que
les oscillations de I'intensité du champ s’amortissent avec la distance.

4.1.2 Exaltation a I’émission

Proche d’une surface réfléchissante, un fluorophore peut étre considéré comme un
oscillateur dipolaire répondant & son propre champ réfléchi par le miroir, i.e., un os-
cillateur forcé. Suivant son retard, le champ réfléchi sera en phase ou hors de phase,
accroissant ou diminuant le taux d’émission radiative du dipole (Amos 1997). Le taux
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d’émission oscille avec la distance au miroir, en fonction de la variation de la phase du
champ réfléchi au niveau du dipole, alternant les positions de super-radiance et de sub-
radiance. Ce phénomeéne est analogue a 'effet Purcell observé dans un micro-résonateur
(Purcell 1946). Le miroir est une demi-cavité qui posséde des modes optiques résonants
dans lesquels I’émetteur a une probabilité plus grande d’émettre et qui, tel un micro-
résonateur, sélectionne ces modes en modifiant la distribution de ’énergie émise par
I'émetteur (Yablonovitch 1987, Worthing 1999).

4.1.2.1 Variation relative du rendement quantique

La Figure 4.2 présente la variation relative du rendement quantique Q(d)/Querre,
dont dépend l'amplification de la puissance émise en présence du miroir d’argent.
Q(d)/Querre est calculé pour un dipole orthogonal (ligne fine rouge) et un dipole pa-
rallele (ligne épaisse bleue), pour un rendement quantique initial )y = 0, 1.
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FiG. 4.2: Variation relative théorique du rendement quantique (Q(d)/Querre) calculée pour
un dipole orthogonal (ligne fine rouge) et un dipdle paralléle (ligne épaisse bleue) séparés
d’un substrat miroir d’argent par une couche d’alumine d’épaisseur d.

Le rendement quantique @, ou rendement d’émission électromagnétique, est la pro-
portion de processus de désexcitation du fluorophore par couplage aux modes élec-
tromagnétiques de son environnement (e.g., modes photoniques, plasmons de surface,
ondes de perte). Q(d)/Qyerre fluctue surtout dans les 150 premiers nanomeétres de dis-
tance au substrat, en raison du couplage du champ proche des fluorophores avec les
plasmons de surface (émission non-radiative). Q(d)/Querre augmente brutalement dans
les 20 premiers nanomeétres, lorsque d tend vers 0, & cause de transferts d’énergie impor-
tants au substrat. Les oscillations de Q(d)/Qyerre s’amortissent au-dela de d = 150 nm.
Notez que Q(d) ne suit pas des lois identiques pour les deux orientations dipolaires, a
cause du déphasage introduit par la réflexion du champ dans le miroir. D’autre part,
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I'orientation orthogonale est plus favorable au couplage aux plasmons de surface que
I'orientation paralléle, d’ott un comportement différent aux courtes distances. En outre,
les minima et maxima de Q(d) ne sont pas atteints aux mémes distances d.

4.1.2.2 Influence du rendement quantique initial

La Figure 4.3 montre que la variation relative du rendement quantique dépend du
rendement quantique initial de ’émetteur. Nous avons calculé Q(d)/Qyerre pour Qo =
0,001 (molécule trés faiblement fluorescente), Qo = 0,5 (fluorophore standard) et Qy =
0,999 (émetteur quasiment idéal). On note que plus le rendement quantique initial est
bas, plus sa variation peut étre grande. A I'inverse, aucune exaltation & I’émission n’est
attendue pour un fluorophore idéal, i.e., présentant un rendement quantique initial
de 1. En fonction de sa position par rapport au miroir, sa durée de vie varie mais pas
son rendement quantique. Ce raisonnement doit cependant étre nuancé lorsque 1’'on
sort du régime linéaire d’excitation des fluorophores.
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——Q =05 Dipoéle parallele
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F1G. 4.3: Variation relative du rendement quantique d’un dipo6le paralléle en fonction de
d, pour différentes valeurs du rendement quantique initial : Qo = 0,01, Qo = 0,5, Qg = 0,99.

Lorsque le flux de photons incidents dans la section efficace d’absorption du fluoro-
phore est de l'ordre du taux de relaxation du fluorophore, alors est atteint le seuil de
saturation. A I’approche de ce seuil, le flux de photons émis ne dépend plus linéairement
du flux de photons incidents. Ce phénoméne peut étre interprété comme une baisse ap-
parente du coefficient d’extinction du fluorophore. La diminution de la durée de vie,
observée sur une surface miroir, éléve le seuil de saturation du fluorophore (puisqu’il
retourne plus rapidement & ’état fondamental). Dans le régime de saturation, cela se
traduit par une amplification du signal de fluorescence, méme pour un fluorophore de
rendement quantique de 1.
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Dans cette étude, toutes les mesures expérimentales ont été réalisées hors du régime
de saturation.

4.1.3 Amélioration de la collection

Hormis I'exaltation a ’excitation et & I’émission, une autre contribution a I’ampli-
fication du signal détecté est 'amélioration de l'efficacité de collection de la lumiére
émise.

Lorsque le substrat est une lame de verre standard, la fluorescence des molécules
adsorbées est principalement émise dans le substrat, car 'indice de réfraction est signi-
ficativement plus élevé dans le verre que dans air (Enderlein 1999). Par conséquent,
I'efficacité de collection est relativement faible lorsque 'excitation et la collection sont
réalisées du coté air de ’échantillon, ce qui est le cas dans de nombreux systémes de
détection tels que les lecteurs de puces & ADN. La proximité d’une surface métallique
modifie la distribution angulaire de 1’émission de fluorescence. Lorsque le substrat (la
lame de verre) est couvert d’un film d’argent plan, le lobe d’émission est "redirigé" vers
la lentille de I'objectif, permettant ainsi une collection plus efficace (Le Moal 2005).

L’efficacité de collection du signal de fluorescence est déterminée par la distribu-
tion angulaire de la puissance émise (i.e., la forme du lobe d’émission) et I'ouverture
numeérique de I'objectif de collection (i.e., la part de ce lobe qui est effectivement dé-
tectée). Si le rendement quantique des fluorophores est directement lié au nombre de
photons émis, il est nécessaire de tenir compte de l'efficacité de collection pour obtenir
le nombre de photons détectés.

4.1.3.1 Distribution angulaire de la puissance émise

La Figure 4.4 montre la distribution angulaire de 1’émission de fluorescence, calcu-
lée pour un ensemble de dipdles orientés aléatoirement déposés sur une lame de verre
nue (ligne rouge) ou un film d’argent plan (ligne noire). Sur le substrat métallique, les
fluorophores sont séparés de la surface du métal par une couche d’alumine d’épaisseur
d; = 60 nm (ligne continue) et dy = 225 nm (ligne en pointillés). La puissance rayonnée
a été intégrée sur tout le domaine de variation de 'angle azimutal ¢ € [0;27]. Afin de
prendre en compte l'orientation aléatoire des dipdles, nous avons calculé la distribu-
tion angulaire de la puissance émise pour un dipdle paralléle et un dipole orthogonal.
Nous avons ensuite sommeé les deux figures, pondérées par les composantes d’émission
dipolaires (voir Eq. 2.21, p.85).

En présence d’'un substrat réfléchissant (film d’argent plan) ou partiellement réflé-
chissant (lame de verre), les fluorophores émettent préférentiellement dans les directions
de lespace pour lesquelles les ondes directes et réfléchies sont en phase (voir Fig. 1.15,
p. 27). La figure d’interférence entre les ondes directes et réfléchies dépend de la dis-
tance au substrat réfléchissant (Drexhage 1970, Kuhn 1970). D’apreés la Figure 4.4, la
distribution de I’émission sur le film métallique est centrée en des angles plus faibles
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FiGc. 4.4: Puissance rayonnée (unités arbitraires) en fonction de 1’angle polaire 6 (la
puissance rayonnée est intégrée sur le domaine [0; 27] de ’angle azimutal ¢) calculée pour
une assemblée de dipodles orientés aléatoirement situés a d; = 60 nm (ligne noire continue)
et dy = 225 nm (ligne noire en pointillés) de la surface d’argent et une assemblée similaire
de dipoles directement adsorbés sur un substrat de verre (ligne rouge). Notez que ces
derniéres données sont multipliées par un facteur 10 dans le but de rendre la comparaison
plus aisée.

(01 ~ 42° pour d; = 60 nm et 6 ~ 31° pour dy = 225 nm) que sur le verre (6; ~ 52°).
Cette modification est favorable a la collection aux petits angles (i.e., avec un objectif
de faible ouverture numeérique), en particulier pour d = 225 nm. L’efficacité de collec-
tion, pour une ouverture numérique (O.N.) donnée, est calculée par intégration de la
distribution angulaire de la puissance émise entre 6,,;, = 0 et 0,,,, = arcsin(O.N.).

4.1.3.2 Efficacité de collection

La variation relative de l'efficacité de collection &(d)/Eyerre (sur le film d’argent plan
par rapport & une lame de verre nue) est calculée en fonction de I’épaisseur de la couche
séparatrice d, pour un objectif d’ouverture numérique O.N. = 0,4 (valeur typique pour
un objectif & air standard de grossissement x40). La Figure 4.5 présente le résultat du

calcul pour un dipole orthogonal (ligne fine rouge) et un dipole paralléle (ligne épaisse
bleue).

Les oscillations de I'efficacité de collection vérifient I’observation faite précédemment
quant a la modification de la distribution angulaire d’émission. Lorsque varie d, I’angle
d’émission maximale change et le lobe entre et sort (partiellement ou entiérement)
du cone de collection limité par 'angle 6,,,, = arcsin(O.N.). De fait, plus 'ouverture
numérique est faible, plus £(d)/&yerre est sensible a la distance d.

Sur la Figure 4.5 sont indiquées les positions des maxima du rendement quan-
tique des dipoles orthogonaux (fleches rouges) et paralléles (fleches bleues), détermi-
nées d’apres la Figure 4.2 (p.106). Pour 'orientation paralléle, les maxima des fonc-
tions &(d) /Everre €6 Q(d)/Querre coincident quasiment. Il existe des distances optimales
(e.g., dy = 67 nm et do = 264 nm) pour lesquelles 1’émission du dipole paralléle
est amplifice (Q(d1)/Querre = 2,04 et Q(ds)/Querre = 1,33) et lefficacité de collec-
tion améliorée (£(d1)/Everre = 2,52 et £(d2)/Everre = 2,59). Dans le domaine étudié
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FiGc. 4.5: Variation relative théorique de l’efficacité de collection (£(d)/&yerre) calculée
pour un dipdle orthogonal (ligne fine rouge) et un dipéle paralléle (ligne épaisse bleue)
séparés d’un substrat miroir d’argent par une couche d’alumine d’épaisseur d. La lumiére
émise est collectée au moyen d’un objectif d’ouverture numérique O.N. = 0, 4. Les fléches
indiquent les positions des maxima de rendement quantique du dipodle orthogonal (fleches
rouges) et du dipole paralléle (fléches bleues), déterminées d’aprés la Figure 4.2.

(d € [0;300] nm), ce n’est pas le cas pour l'orientation orthogonale. Aux distances
(dy = 47 nm et dy = 234 nm) pour lesquelles I"émission du dipdle orthogonale est
maximale (Q(d1)/Querre = 2,35 et Q(ds)/Querre = 1,23), lefficacité de collection est
diminuée (&(dy)/Everre = 0,17 et £(ds) /Eperre = 0,10). La présence d’un film métallique
plan est donc nettement plus favorable & la détection des dipoles paralléles qu’a celle
des dipdles orthogonaux (dans le domaine étudié d € [0;300] nm).

On a donc intérét, par la suite, a choisir une configuration d’illumination qui ex-
cite efficacement les dipdles dont ’émission est favorisée (i.e., les dipoles paralléles).
La configuration optimale est donc l'illumination en incidence normale. Les films mé-
talliques plans sont donc particuliecrement bien adaptés a l'exaltation du signal en
épi-fluorescence pour de faibles angles d’incidence, i.e., avec des objectifs de faible
ouverture numérique.

4.1.3.3 Rendement quantique apparent

La sensibilité a la détection des fluorophores est liée au rapport du nombre de
photons détectés (i.e., émis dans le cone de collection de 'objectif) et du nombre
de photons absorbés par les fluorophores. Ce rapport dépend a la fois des efficacités
d’émission radiative et de collection, et correspond a un rendement quantique apparent
~. Nous avons calculé le rendement quantique apparent y(d) d’un dipédle (fluorophore
de type Cyanine 3) situé prés d’un substrat d’argent, en supposant que la lumiére
était collectée a travers un objective d’ouverture numérique O.N. = 0,4. Puis nous
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I’avons normalisé par rapport au rendement quantique apparent Ve d'un dipole
adsorbé directement sur un substrat de verre. Les orientations paralléle et orthogonale
du dipole ont été traitées séparément. La Figure 4.6 présente les résultats de ce calcul
en fonction de ’épaisseur de la couche séparatrice d’alumine d.
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F1G. 4.6: Variation relative du rendement quantique apparent. Calcul théorique du ren-
dement quantique apparent d’un dipéle séparé d’un substrat miroir d’argent par une
couche séparatrice d’épaisseur d, normalisé par rapport a celui d’un dipéle directement
adsorbé sur un substrat de verre. On considére que la lumiére émise est collectée au
moyen d’un objectif d’ouverture numérique 0,4. La ligne fine rouge et la ligne épaisse
bleue correspondent respectivement aux dipoles d’orientation orthogonale et paralléle,
par rapport au plan de la surface du substrat.

Conformément a ce que les Figures 4.2 et 4.5 permettaient de prévoir, les rendements
quantiques apparents des dipoles paralléles (ligne bleu en trait gras) et orthogonaux
(ligne rouge en trait fin) varient "en opposition de phase". D’aprés la Figure 4.1 (p.105),
dans le domaine étudié d € [0;300] nm, les maxima du rendement quantique apparent
sont proches des ventres du champ d’excitation pour les dipoles paralléles, et proches
des nceuds du champ d’excitation pour les dipdles orthogonaux. Cette particularité a
peu d’influence sur l'efficacité des substrats miroirs tant que l'efficacité d’excitation du
dipole parallele est beaucoup plus grande que celle du dipdle orthogonal, ce qui est le
cas en incidence normale (voir Eq. 2.21, p.85).

4.1.4 Amplification du signal
4.1.4.1 Facteur d’exaltation : comparaison modéle/expérience

Nous avons menez une étude expérimentale sur 1'effet de ’exaltation de fluorescence
pour des molécules de colorant Cyanine 3, en fonction de la distance au miroir. Pour ce
faire, nous avons évaporé ce colorant sur des lames de microscope préalablement cou-
vertes d’un film d’argent plan, d’épaisseur 60 nm. Une couche séparatrice d’alumine,
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d’épaisseur croissante, a été préparée comme décrit précédemment dans le Chapitre 2
(voir 2.1, p.53). Des observations optiques ont été menées sur les substrats miroirs
et sur les lames de verre nues, afin d’estimer I"amplification du signal. La Figure 4.7
représente le facteur d’exaltation en fonction de I’épaisseur de la couche d’alumine,
calculé a partir du modele et mesuré expérimentalement, et les résultats de ’analyse
de ce graphe sont résumés dans le Tableau 4.1. Expérimentalement, nous avons relevé
un facteur d’exaltation maximal G = 26,7 pour une distance optimale d; = 59 nm
(premier pic dans le graphe de la Fig. 4.7), et G = 28,3 pour ds = 225 nm (second
pic). Sur le domaine de distance sondé (d € [0;300] nm), nous avons trouvé un bon
accord entre 'expérience et le modéle, avec notamment des différences relatives (diff.
rel.) inférieures ou égales a 12% sur les maxima d’exaltation. En outre, les calculs théo-
riques ont fourni une estimation trés juste des distances optimales (diff. rel.< 2%).
La largeur & mi-hauteur (FWHM) a été calculée pour les pics d’exaltation expérimen-
taux et théoriques (voir Tab. 4.1). Tel que 'on peut le voir sur la Figure 4.7, les pics
expérimentaux sont plus larges que les pics théoriques (diff. rel.< 25%). Cependant,
cette différence était prévisible étant donné que le modéle simule une émission de fluo-
rescence monochromatique alors que le spectre de fluorescence posséde en réalité une
largeur finie (c’est une bande spectrale, pas une raie).

Cyanine 3, A= 543 nm
Modéle: QO =01; Moo= 570nm ; O.N.=04
—-+—-Expérience
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F1G. 4.7: Facteur d’exaltation théorique et expérimental. Signal de fluorescence calculé
pour une assemblée de dipdles orientés aléatoirement, situés 4 une distance d de la surface
d’argent. La collection est réalisée au moyen d’un objectif de microscope d’ouverture
numérique 0,4. Le signal de fluorescence est normalisé par rapport a celui d’une assemblée
de dipodles similaire directement adsorbés sur un substrat de verre. Les calculs théoriques
(ligne continue noire) sont comparés aux mesures expérimentales (croix rouges et ligne
en pointillés) lesquelles ont été obtenues pour un film de Cyanine 3 évaporé sur un
substrat miroir.

La différence observée entre les valeurs expérimentales et théoriques des facteurs
d’exaltation peut provenir de I’erreur sur la mesure expérimentale du signal de fluores-
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1¢" pic 274 pic
Expérience Modéle Diff. rel. | Expérience Modéle Diff. rel.
d; (nm) 58 59 0,02 225 225 <0,01
G 26,7 30,2 0,12 28,3 31,0 0,09
FWHM (nm) 43,6 32,9 0,25 39,4 33,0 0,16

TAB. 4.1: Analyse du graphe (Fig. 4.7) représentant le facteur d’exaltation G en fonction
de D’épaisseur de la couche séparatrice (dj=1,2 : deux premiéres distances optimales).
FWHM : largeur & mi-hauteur du pic d’exaltation. Diff. rel. : différence relative entre
les valeurs expérimentale et théorique.

cence de référence I7'0  En effet, sur le verre, le signal de fluorescence est relativement
faible. La différence peut également étre due & une erreur sur l'estimation du rende-
ment quantique initial (Qy. Les valeurs de @)y utilisées pour la simulation sont issues
de la littérature (Lindsey 2004), et ont été mesurées pour le colorant en solution dans
I’éthanol. Les processus d’interactions moléculaires dans le solvant réduisent le rende-
ment quantique des fluorophores, et il est probable que @)y soit supérieur dans l'air.
Un accord optimal entre expérience et théorie est obtenu pour le premier pic en pre-
nant Qo = 0,2 (G*(d,) = 26, 7), mais I'accord pour le second pic est alors moins bon
(G*™(d;) = 31,1). Si Pon suppose que l'on fait également une erreur sur /% et que
I'on se référe au rapport d’amplitude des deux pics d’exaltation plutot qu’a 'amplitude
du premier pic pour ajuster ()y, alors on peut estimer que le rendement quantique de

la Cyanine 3 dans 'air est Qg = 0, 14.

4.1.4.2 Influence de ouverture numérique de collection

Du fait que les lobes d’émission présentent des formes différentes pour les deux
types de substrats, ’amélioration de la sensibilité a la détection dépend de la partie
du lobe qui est prise en compte, i.e., de 'ouverture numérique de ’objectif au moyen
duquel la lumiére est collectée. Dans la Figure 4.8, ’exaltation totale du signal de fluo-
rescence, résultant des trois contributions décrites précédemment (excitation, émission,
collection), a été calculée pour les distances optimales d; = 60 nm et dy = 225 nm, et
représentée en fonction de 'ouverture numérique de I'objectif de collection. Ce facteur
d’exaltation correspond au rapport entre les courbes noire et rouge de la Figure 4.4
(p.109), intégrées sur un domaine donné de I’angle polaire #. Ce domaine angulaire est
borné par I’angle polaire maximal de collection 6,,,;.

On constate que le facteur d’exaltation décroit lorsque 'ouverture numérique aug-
mente. A d = 60 nm, on obtient une exaltation d’un facteur G' = 30, 2 pour O.N. = 0, 4,
et G = 24,7 pour O.N. = 0,9 (soit une baisse de 18%). Pour d = 225 nm, on obtient
une exaltation d'un facteur G = 30,5 a O.N. = 0,4, et G = 18,4 a O.N. = 0,9
(soit une baisse de 40%). Ces résultats confirment ce que nous avons montré dans la
sous-section 4.1.3.1. Les différences observées entre la variation du facteur d’exaltation
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en fonction de 'ouverture numérique a d; = 60 nm et & dy = 225 nm sont dues a la
différence de forme des lobes d’émission. En effet, nous avons vu que la distribution
angulaire de la puissance émise a dy = 225 nm est centrée sur un angle plus petit qu’a
d; = 60 nm (voir § 4.1.3.1, p.108).

Conformément & ce que nous avons démontré dans la sous-section 4.1.3 (p.108), les
films d’argent plans se révelent étre d’un intérét particulier pour I'amélioration de la
sensibilité a la détection avec des objectifs de faibles ouvertures numériques.

40 -40
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Fic. 4.8: Facteur d’amplification théorique du signal de fluorescence G =
(IE1?/|Everrel?) (7/verre) €n fonction de I'ouverture numérique O.N. de 'objectif de col-
lection.

4.1.5 Exaltation de la fluorescence biphotonique

Dans la sous-section précédente (§ 4.1.4), nous avons considéré le processus linéaire
de fluorescence monophotonique (i.e., I’émission d’un photon de fluorescence aprés ab-
sorption d'un photon d’énergie supérieure) et étudié comment la présence d’un film
métallique plan peut le modifier. De maniére générale, la modification locale du champ
électromagnétique est susceptible d’influencer tous les processus optiques. Nous mon-
trons, en étudiant le cas de la fluorescence biphotonique, que ces effets sont particulié-
rement intéressants pour l’exaltation des processus optiques non-linéaires.

Pour I'étude expérimentale de la fluorescence biphotonique, nous avons utilisé la
Rhodamine B afin de pouvoir réaliser des mesures de durées de vie de fluorescence.
La Rhodamine B posséde en effet une durée de vie (75 ~ 3 ns) plus longue que celle
de la Cyanine 3 (75 ~ 0,3 ns). La durée de vie de la Cyanine 3 est trop proche de la
résolution temporelle de notre dispositif de mesure (§, ~ 55 ps) pour pouvoir analyser
les modifications du déclin de fluorescence.
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4.1.5.1 Meécanismes de ’exaltation

La fluorescence biphotonique est 1’émission d’un photon de fluorescence suite a I’ab-
sorption simultanée de deux photons d’énergie plus faible (absorption biphotonique). Le
flux de photons émis par fluorescence biphotonique dépend quadratiquement du flux de
photons incident (processus non-linéaire). L’amplification du champ d’excitation joue
donc un roéle crucial dans 'exaltation de la fluorescence biphotonique.

Afin d’évaluer cette contribution a l’excitation, nous avons étudié la variation du
champ électrique en présence d’'une interface réfléchissante air/argent, en considérant
un systéme identique a celui utilisé pour modéliser I'excitation monophotonique (voir
§ 4.1.1, p.104). La Figure 4.9 présente la variation relative de I'intensité au carré du
champ d’excitation |E(d)|*/|Eyerre|?, calculée a la surface de la couche d’alumine en
fonction de son épaisseur d (ligne noire, axe vertical de gauche), pour une excitation
monochromatique & A.,. = 859 nm. La variation relative du taux d’excitation des fluo-
rophores est directement reliée & |E|*/|Eyerre|*. L’augmentation du taux d’excitation
est maximale & dy ez = 106 nm (| E|*/|Eperre|* = 39,2), et est 6,3 fois plus grande que
dans le cas de I'excitation monophotonique (|E|?/|Eyerre|> = 6,2 & Aeze = 543 nm).

T E T : T T T T T T T T 5

| —Dipdle paralléle
40 —— Dipéle orthogonal

0 T T & T T T ’ T T T T T O
0 20 40 60 80 100 120 140
d (nm)

FIG. 4.9: Variation relative de l’intensité au carré du champ d’excitation (|E|*/|Eyerre]t),
calculée au niveau du dipéle, en fonction de 1’épaisseur de la couche séparatrice d (ligne
noire, axe vertical de gauche), en considérant une excitation monochromatique a A.,. =
859 nm. Variation relative du rendement quantique apparent (7/Yyerre), calculée pour un
dipole orthogonal (ligne fine rouge, axe vertical de droite) et un dipodle paralléle (ligne
épaisse bleue, axe vertical de droite) en fonction de 1’épaisseur de la couche séparatrice
d (émetteurs type Rhodamine B : Q9 = 0,53 Afjy0 = 565 nm).

La Figure 4.9 montre également la variation relative du rendement quantique ap-
parent Y(d)/vyerre (axe vertical de droite), calculée pour des fluorophores de type Rho-
damine B, pour 'orientation orthogonale (ligne fine rouge) et paralléle (ligne épaisse
bleue) du dipole d’émission. Les différences observées dans les oscillations de v(d) /Vyerre
entre la Figure 4.9 et la Figure 4.6 (p.111) proviennent de la différence de rendement
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quantique initial entre les deux colorants étudiés (Rhodamine B : @y = 0,5; Cya-
nine 3 : Qo = 0,1). L’émission de fluorescence est modélisée de maniére totalement
indépendante du mode d’excitation. Pour les dipoles les plus efficacement excités (di-
poles paralléles), le rendement quantique apparent atteint un maximum vy /vyerre = 4, 04
& dy e, = 71 nm. Les positions d; ¢z €t d e qui maximisent respectivement les contri-
butions a I'excitation et a I’émission sont donc relativement distantes I'une de 'autre.

Dans le cas de la fluorescence biphotonique, les longueurs d’onde d’excitation et
d’émission différent quasiment d’un facteur deux (Aeze S 2Af10). D'un point de vue
spectral, la situation est semblable a celle d'une molécule de trés grand déplacement
de Stokes. La variation du facteur d’exaltation, en fonction de la distance a la surface
métallique, est donc moins simple que dans le cas de la fluorescence monophotonique
étudié précédemment.

Comme le montre la Figure 4.9, & la position optimale d’excitation des fluorophores
(diewe = 106 nm, |E[*/|Eyerre|* = 39,2), P'émission et la collection de la fluorescence
ne sont pas optimales mais sont néanmoins amplifiées (7/Yyerre = 1,76). A la position
optimale d’émission et de collection de la fluorescence (dj e, = 71 nm, v/Yyerre = 4, 04),
I'exaltation a I'excitation des fluorophores est comparable & celle observée dans le cas
de I'excitation monophotonique (|E|?/|Eyerre|* = 6,4). Le domaine de distance étudié
(d € [0;140] nm) n’est donc probablement pas le plus adapté a l'exaltation de la

fluorescence biphotonique.

4.1.5.2 Comparaison expérience/théorie

Nous avons entrepris I’étude expérimentale des mécanismes d’exaltation, a l'exci-
tation et & I’émission, de la fluorescence biphotonique. Pour cela, nous avons réalisé
des mesures de d’intensité et de durée de vie de fluorescence, grace a un dispositif de
microscopie multiphotonique résolue en temps décrit dans le Chapitre 2 (§ 2.3.2, p.76).
Comme pour les expériences précédentes (voir 4.1.4, p.111), nous avons évaporé un co-
lorant (ici la Rhodamine B) sur des lames de microscope préalablement couvertes d'un
film d’argent plan, d’épaisseur 60 nm. Une couche séparatrice d’alumine permet de
controler la distance fluorophore/métal. Les fluorophores sont excités & Aeze = 859 nm.

La fluorescence étant un processus d’émission spontanée, les variations du taux
d’excitation des fluorophores n’affectent pas la durée de vie de leur état excité. Par
conséquent, les mesures de durées de vie de fluorescence permettent de sonder spé-
cifiquement les processus de couplage a I’émission, tandis que les mesures d’intensité
renseignent sur la somme des contributions a ’exaltation.

La Figure 4.10a présente la variation expérimentale du signal de fluorescence (ligne
en pointillés rouge, axe vertical de droite) comparée au facteur théorique d’amplification
du signal (ligne continue noire, axe vertical de gauche) calculé d’aprés le modéle. La
Figure 4.10b montre les durées de vie de fluorescence mesurées expérimentalement
(croix rouges, axe vertical de droite) ainsi que la variation relative théorique de la
durée de vie (ligne continue noire, axe vertical de gauche).
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FiG. 4.10: Intensité (a) et durée de vie (b) de fluorescence biphotonique d’un film de
colorant (Rhodamine B) déposé sur un film de 50 nm d’argent et séparé de la surface
du métal par une couche d’alumine d’épaisseur variant de 0 & 140 nm par pas de 20 nm.
La fluorescence du colorant est induite par absorption biphotonique (A, = 859 nm,
Afiluo = 565 nm). Les données expérimentales (croix et ligne en pointillés rouges) sont
comparées aux données théoriques (ligne continue noire) calculées a 1’aide du modéle
dipolaire : facteur d’exaltation théorique Gaopr(d) (a) et variation relative théorique de
la durée de vie des fluorophores 7(d)/Tyerre (b). 7(d)/Tyerre €st calculé pour différentes
valeurs du rendement quantique initial (Qy = 0,1/0,2/0,3/0,5).
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D’apres le modéle, le signal de fluorescence détecté est amplifié d’un facteur maxi-
mal Goprp = 78 & d; = 98 nm (Fig. 4.10a). On trouve expérimentalement une distance
optimale d; = 92 nm en accord avec le modele (& 6% pres). Comme pour la Fi-
gure 4.7 (comparaison expérience/théorie pour I'exaltation de fluorescence monopho-
tonique, p.112), le pic de la courbe Gypp(d) mesuré expérimentalement est plus large
que celui de la courbe théorique, en raison de la largeur finie de la bande spectrale
d’émission du fluorophore.

Les variations expérimentales de la durée de vie suivent les mémes tendances que
la simulation. Toutefois, ’amplitude de ces variations, qui dépend du rendement quan-
tique initial Q)¢ de la Rhodamine B, est relativement faible par rapport a ce que prévoit
le modéle pour Qo = 0,5 (Fig. 4.10b). Rappelons que cette valeur de o, utilisée pour
les simulations, est donnée dans la littérature pour le colorant en solution dans I’étha-
nol (Lindsey 2004) et est susceptible de changer lorsque les molécules sont adsorbées
sur une lame de verre ou une couche d’alumine. Nous avons calculé 7(d)/Tyerre pour
différentes valeurs de Qo (Qo = 0,1/0,2/0,3/0,5 en Fig. 4.10b). Les données expéri-
mentales tendent & montrer que dans les conditions de I'expérience, les fluorophores
ont un rendement quantique initial inférieur a 0,5 (0,1 < Qp < 0,5). Des mesures
supplémentaires sont nécessaires pour vérifier cette observation.

Trés prés du métal (d < 20 nm), la durée de vie est fortement réduite, en raison du
fort couplage aux plasmons de surface. Lorsque d tend vers 0, la chute simultanée du
signal et de la durée de vie révélent I’'augmentation du transfert d’énergie vers le métal.
D’aprés la théorie de Chance et al. (Chance 1975b, Chance 1975¢, Chance 1976), la
durée de vie est nulle en d = 0 (contact direct avec le métal), ce que ne montre pas
la simulation présentée en Figure 4.10b. En effet, dans le modéle, la distribution de
I’énergie émise par le dipole n’est pas intégrée sur toutes les composantes tangentielles
du vecteur d’onde, mais "uniquement" de u = 0 & u = 20 (voir § 1.3.1.3, p.28). La
quasi-totalité de ’énergie émise est comprise dans cet intervalle, sauf lorsque le dipdle
se couple avec des modes non-radiatifs de trés large vecteur d’onde : les ondes de perte
(Whitmore 1982). On retrouve bien une durée de vie quasi-nulle si ’on étend, dans le
modeéle, le domaine d’intégration de 1’énergie émise par le dipole.

Entre d = 40 nm et d = 80 nm, la hausse du signal conjuguée a la baisse de la durée
de vie traduit 'augmentation du taux d’émission radiative (Chance 1974). On mesure
un minimum local de durée de vie 7., = (1,31 £0,04) ns a d,, ., = 80 nm, ce qui
est proche de la position théorique d.,, = 71 nm a laquelle 'interaction avec le dipole-
image est la plus favorable a ’émission du dipole parallele, i.e., 1a o le rendement
quantique apparent est maximal.

La distance théorique d.,. a laquelle le champ d’excitation est localement le plus
intense (deze ~ 106 nm) ne coincide pas avec de,,. Expérimentalement, le signal de
fluorescence atteint un maximum pour d; ~ 92 nm (d; ~ 98 nm d’aprés le modele),
soit une distance comprise entre d.,, et d.... Cela confirme I'action complémentaire des
mécanismes d’exaltation a ’excitation et & ’émission, dans I’amplification du signal de
fluorescence biphotonique.
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4.2 Effet miroir pour les échantillons fluorescents
d’épaisseur micrométrique

Dans la section 4.1, nous avons étudié les propriétés de fluorescence de molécules po-
sitionnées & une distance donnée d’un miroir métallique. Pour cela, nous avons couvert
un film d’argent plan d’une couche séparatrice d’épaisseur homogéne et réalisé un dé-
pot de colorant de faible densité surfacique, i.e., un échantillon fluorescent d’épaisseur
"infiniment fine". Dans la section 4.2, nous traitons le cas des échantillons fluorescents
d’épaisseur finie, i.e., présentant une distribution de distance fluorophore-métal (Le
Moal 2007a, Le Moal 2007b). En particulier, nous considérons des échantillons aux di-
mensions typiques des échantillons biologiques (cellules, sections tissulaires, etc.). Les
applications biomédicales présentées au Chapitre 7 (p.161) mettent en jeu des cellules
épithéliales dont 1’épaisseur est d’environ 15 & 20 pum, et des sections de tissu d’épais-
seur 5 pum. De maniére générale, la taille des cellules biologiques est comprise entre
1 et 10 pm pour les cellules procaryotes; 10 et 100 um pour les cellules eucaryotes.
En clinique, les microtomes électriques servant a préparer les sections de tissu biolo-
gique permettent typiquement de réaliser des coupes de 2 a 25 pum d’épaisseur. Pour
les calculs théoriques présentés dans la section 4.2, nous avons choisi de modéliser un
échantillon fluorescent d’épaisseur 5 pm.

4.2.1 Particularités des échantillons d’épaisseur micrométrique

Nous avons vu précédemment que le taux d’émission d’un fluorophore oscille lorsque
sa distance par rapport au miroir varie (voir § 4.1.2, p.105). Cependant, ’amplitude de
ces oscillations décroit avec la distance, en raison de la portée limitée de l'interaction
du dipole avec son image dans le miroir. Par conséquent, I'exaltation a I’émission joue
surtout un role pour les échantillons de faible épaisseur (petite devant la longueur
d’onde d’émission). L’amélioration de la sensibilité a la détection, pour les échantillons
épais, est principalement liée a 'augmentation du taux d’excitation des fluorophores
et de l'efficacité de collection de la fluorescence.

Dans le cas d'une onde plane arrivant en incidence normale sur un miroir plan
parfait, I'intensité du champ local (somme des champs incident et réfléchi) a pour ex-
pression |E|? = 4| Ey|?sin?(2wd/\) ot ) et d sont respectivement la longueur d’onde du
champ et la distance au miroir (voir § 4.1.1, p.104). Lorsque la distance au miroir est
telle que les champs incident et réfléchi sont en phase au niveau du fluorophore, alors son
taux d’excitation est quatre fois plus grand qu’en 1’absence du miroir (|E|*/|Ey|* = 4).
Dans le cas d'un échantillon épais, il faut intégrer I'intensité du champ local sur le
domaine de distance d € [0;t] ou ¢ est I'épaisseur de 'échantillon. Si ¢ est grand devant
A, alors I'intensité moyenne du champ local est deux fois plus grande que l'intensité du
champ incident ( fot |E|?dd ~ 2| Ep|?). En supposant une distribution homogene de fluo-
rophores dans le volume de I’échantillon, le taux d’excitation moyen des fluorophores
est alors deux fois plus élevé que dans ’espace libre. Si I’on considére que le coefficient
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de réflexion d’une lame de verre n’est pas totalement nul (de 'ordre de 4% dans le vi-
sible en incidence normale), alors on peut s’attendre a ce que le gain a l’excitation sur
une lame miroir par rapport a une lame de verre nue, [; |E|?/|Eyerre|?dd, soit inférieur
a 2. Le calcul donne une augmentation moyenne du taux d’excitation des fluorophores,
en présence du miroir, d’un facteur 1,97.

Le gain sur lefficacité de collection di a la présence du miroir est également moindre
pour les fluorophores situés loin de la surface du substrat. Nous avons montré précé-
demment que la présence d'une surface réfléchissante redirige la lumiére émise par les
fluorophores vers la lentille de I'objectif, améliorant ainsi Uefficacité de collection (voir
§ 4.1.3, p.108). La contribution de ce phénoméne a 'exaltation du signal dépend de la
distance séparant les fluorophores de la lame. Lorsqu’une molécule est déposée sur une
lame de microscope standard, 68% a 77% de sa fluorescence est émise dans la lame de
verre, en raison du couplage de son champ proche avec le substrat (Enderlein 1999). La
portée de cette interaction est limitée a des distances typiquement inférieures & 100 nm.
Une efficacité de collection multipliée par un facteur ~ 4 est attendue lorsque la dis-
tance fluorophore-substrat est de cet ordre. Pour des distances plus grandes, I’émission
est isotrope en moyenne. La redirection de la lumiére émise apporte une amélioration
plus modeste de 'efficacité de collection, typiquement d'un facteur ~ 2.

Il s’agit maintenant de savoir si (et dans quelle mesure) l'utilisation de lames mi-
roirs améliore la sensibilité a la détection lorsque cette méthode est appliquée aux
échantillons d’épaisseur micrométrique, tels que des cellules biologiques. Pour apporter
une premiére réponse a cette question, nous avons adapté le modéle utilisé précédem-
ment pour les dépots de colorant (d’épaisseur "infiniment fine") & un nouveau systéme,
d’épaisseur finie. Les détails du modéle sont fournis dans le Chapitre 2 (voir § 2.4.5,
p.85).

4.2.2 Amplification moyenne du signal

La Figure 4.11 présente I’amplification moyenne du signal, calculée en fonction de
I’épaisseur ¢t de I’échantillon. Deux ouvertures numériques différentes ont été considé-
rées, a savoir 0,4 (ligne noire) et 0,55 (ligne rouge). Une amplification moyenne d’un
facteur ~ 3,9 a été obtenue pour ¢t = 5 um, avec pour paramétres une excitation mono-
chromatique & ... = 489 nm et des fluorophores aux caractéristiques similaires a celles
du biomarqueur eGFP! (Q=0,6, Aeze = 508 nm). Typiquement, pour des valeurs de ¢
supérieures a quatre longueurs d’onde dans le milieu de I’échantillon (¢ 2 1,5 pm pour
nqg = 1,65), Pamplification du signal moyen de fluorescence varie peu avec I’épaisseur de
I’échantillon. Une variation relative de £5% est observée sur l'intervalle ¢ € [1,5; 5] pm.
Lorsque ’épaisseur de ’échantillon varie, la distribution angulaire évolue, modifiant
alors l'efficacité de collection. Cette variation est moins importante lorsque la lumiére
est collectée au moyen d’un objectif de plus grande ouverture numérique (variation
relative de £3% pour une ouverture numérique de 0,55). On peut donc attendre un

LeGFP : enhanced Green Fluorescent Protein.
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facteur d’exaltation relativement constant pour un échantillon dont 1’épaisseur varie
d’une région a l'autre, ce qui est le cas généralement dans les applications d’image-
rie cellulaire. En outre, le modéle donne des résultats similaires lorsque 1'on remplace
les caractéristiques de la eGFP par celles du biomarqueur Mitotracker Red CMXRos
(Aeze = 579 nm et A, = 599 nm) et du marqueur Alexa 633 (Aeze = 632 nm et
Aem = 647 nm), notamment des facteurs d’exaltation de ~ 3,9 (Mitotracker) et ~ 3,8
(Alexa 633).

8- Modele
eGFP (489/508, Q=0,6)

T ON.=04 ——O.N.=0,55
5
n
=)
©
<
2
s
2 24
i

O|"'| UBUS U DY

0 1 2 3 4 5

Epaisseur de I'échantillon, t (um)

Fi1G. 4.11: Exaltation théorique du signal de fluorescence, calculée en moyennant le fac-
teur d’exaltation de fluorescence sur I’épaisseur de I’échantillon ¢. La distribution des
fluorophores dans le volume de ’échantillon est supposée homogéne. Les caractéristiques
des fluorophores sont similaires a celles des marqueurs eGFP. La lumiére émise est collec-
tée au moyen d’un objectif d’ouverture numérique 0,4 (ligne noire) / 0,55 (ligne rouge).
Une amplification moyenne d’un facteur ~ 3,9 est prévue par le modéle pour un échan-
tillon d’épaisseur ¢t =5 pym.

4.2.3 Distribution angulaire de 1’émission de fluorescence

Un autre point important, pour 'application de cette méthode a 'imagerie cellu-
laire, est son efficacité avec des objectifs de faible grossissement. Dans le cas des dépots
de colorant, nous avons démontré l'intérét particulier des substrats miroirs d’argent
pour 'amélioration de la sensibilité a la détection avec des objectifs de faible ouverture
numérique. Des recherches similaires ont été menées sur 'exaltation de fluorescence
appliquée aux échantillons épais.

4.2.3.1 Lobes d’émission

La Figure 4.12 est un graphe représentant la distribution angulaire de la puissance
rayonnée (figure spatiale de rayonnement intégrée sur l’angle azimutal), calculée pour
un échantillon d’épaisseur 5 pm, marqué de maniére homogéne avec des fluorophores.
Le calcul a été fait pour deux substrats différents, & savoir un miroir d’argent (ligne
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noire) et une surface de verre (ligne rouge). Les graphes présentés dans les Figures 4.4
(p.109) et 4.12 ont été construits de maniére comparable. Les paramétres du modeéle
sont une illumination en incidence normale, & A... = 489 nm, et des fluorophores de
type eGFP.

1,0
0,8
0,6
0,4

0,2
0,0

Puissance rayonnée

F1G. 4.12: Puissance rayonnée (en unités arbitraires) en fonction de ’angle polaire (la
puissance rayonnée est intégrée sur le domaine [0;27] de l’angle azimutal ¢) calculée
pour un échantillon d’épaisseur t = 5 um déposé sur un substrat d’argent (ligne noire) et
un substrat de verre (ligne rouge). La distribution des fluorophores dans le volume de
I’échantillon est supposée homogéne.
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F1G. 4.13: Distribution de la puissance émise par rayonnement dans le demi-espace su-
périeur pour des fluorophores de type eGFP, en présence d’un miroir d’argent et d’une
couche séparatrice d’alumine d’épaisseur 1079 nm (lobe rouge), 2104 nm (lobe vert) et
3129 nm (lobe bleu), et dans ’espace libre (pointillés noirs, puissance x10). u.a. : unités
arbitraires.
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Rappelons que le graphe de la Figure 4.4 (p.109) a été calculé en considérant une
assemblée de fluorophores tous positionnés a la méme distance (d; = 60 nm) d’une
surface miroir d’argent. Dans le cas de fluorophores homogénement distribués dans un
échantillon d’épaisseur micrométrique (Fig. 4.12), ’émission de fluorescence n’est pas
distribuée de maniére similaire. En particulier, elle est beaucoup moins directionnelle.

La Figure 4.13 montre la distribution angulaire de la puissance émise par des fluo-
rophores placés a des distances micrométriques d’un miroir d’argent. Ces distances
(ds = 1079 nm, dy5 = 2104 nm et dgs = 3129 nm) correspondent respectivement aux
huitiéme, quinzieme, et vingt-deuxiéme maxima d’exaltation rencontrés lorsque 1’'on
éloigne les émetteurs du miroir (d; ~ (25 — 1)&). Ces distributions d’émission sont &
comparer a celle d’un dipéle orienté aléatoirement dans ’espace libre (ligne en pointillés
noirs, données multipliées par un facteur 10). En présence d’un miroir, les fluorophores
émettent préférentiellement dans les directions ou l'interférence entre les ondes directes
et réfléchies par le miroir est constructive (Drexhage 1970, Kuhn 1970). C’est pourquoi
I’émission est beaucoup plus directionnelle que celle d’un dipole dans ’espace libre.
Le lobe d’émission du dipoéle est "modulé" par une fonction qui dépend de la distance
au miroir. Par conséquent, lorsque 1’on intégre la distribution angulaire d’émission sur
toutes les distances au miroir (Fig. 4.12), on recrée l'enveloppe du lobe d’émission du
dipole en ’absence de miroir. C’est pourquoi, une fois intégrée, la distribution angulaire
d’émission dans le demi-espace supérieur est relativement similaire, que le substrat soit
transparent ou réfléchissant.

4.2.3.2 Efficacité de collection

Dans le cas de I’échantillon épais, la puissance émise aux grands angles est plus im-
portante que dans le cas du film de colorant. L’efficacité de collection est donc limitée
lorsque la lumiére est collectée au moyen d’un objectif de faible ouverture numérique.
Cependant, 'utilisation d’une surface réfléchissante améliore la sensibilité a la détec-
tion, méme avec un objectif de faible ouverture numérique, tel que cela est illustré par
la Figure 4.14. L’exaltation du signal de fluorescence en fonction de 'ouverture numé-
rique (O.N.) de collection, représentée en Figure 4.14, a été calculée de la méme maniére
que pour la Figure 4.8. Contrairement au résultat qui avait été obtenu pour les dépots
de colorant (voir Fig. 4.8, p.114), exaltation du signal reste ici relativement constante
en fonction de I’O.N. de l'objectif (variation relative de 1% pour 0,3 < O.N. < 1,0).

Toutefois, on remarque une sensible variation pour 0,05 < O.N. < 0,3 (variation
relative de l'ordre de 3%), due soit au fait que le coefficient de réflexion de la lame de
verre varie en fonction de I'angle (alors que celui du miroir est théoriquement constant),
soit au fait que la distribution angulaire d’émission n’est pas intégrée sur toutes les
distances au miroir mais "uniquement" de 0 & 5 pm. Ce dernier point peut également
expliquer qu'il subsiste une légére modulation du lobe d’émission (voir Fig. 4.12).

Pour conclure, on s’attend a ce que 'utilisation de substrats miroir d’argent, a la
place des lames de verre standard, améliore la sensibilité & la détection du signal de
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F1G. 4.14: Facteur d’exaltation théorique du signal de fluorescence en fonction de I’ou-
verture numérique de ’objectif de collection (paramétres du modéle : idem Fig. 4.12).

fluorescence d’un facteur ~ 3,9, méme lorsque la lumiére est collectée au moyen d’un
objectif de faible ouverture numérique.

4.3 Photostabilisation des fluorophores

Précédemment, nous avons montré que la présence d’une surface métallique in-
fluence les processus d’émission radiative d’un fluorophore (voir § 4.1.2, p.105). Les
changements de la durée de vie de ’état excité modifient également la photostabilité
du fluorophore. L’étude expérimentale de ce phénomeéne est présentée dans la section
qui suit.

4.3.1 Effets électromagnétiques

Lorsque une molécule est dans 1’état excité, elle a une certaine "probabilité" de
participer & une réaction chimique qui entraine la perte de ses propriétés de fluorescence.
Cette probabilité dépend de propriétés intrinséques a la molécule, ainsi que des espéces
chimiques présentes dans son environnement proche (Beer 1972, Dubois 1996). 11 est
possible d’accroitre la durée de photostabilité de la molécule (i.e., de diminuer le taux
de photoblanchiment I';) en réduisant la puissance d’excitation, mais le nombre moyen
de photons émis par la molécule avant photodestruction reste alors inchangé. En effet,
ce nombre total de cycles de fluorescence est proportionnel a la durée de vie de I'état
excité, laquelle est indépendante du taux d’excitation. Par contre, la durée de vie
de T’état excité est sensible aux interactions électromagnétiques qui agissent sur les
processus d’émission de la molécule.
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4.3.2 Mesure expérimentale de la photostabilité des fluorophores

Nous avons étudié I'influence d’une surface métallique plane sur le photoblanchi-
ment des fluorophores. Pour cela, nous avons mesuré ’atténuation progressive du signal
de fluorescence d’un dépot de colorant (Rhodamine B), déposé sur une lame de verre et
sur un film plan de 70 nm d’argent couvert d’une couche séparatrice d’alumine, et excité
par une source laser continue (Aeze = 532 nm). Une série d’acquisitions est réalisée dans
le temps, & partir de I'instant ot une zone de 1’échantillon est exposée a la lumiére du
laser. Les déclins temporels obtenus sont ensuite analysés par ajustement de fonctions
bi-exponentielles y(t) = Ay exp(—t/7;) + Agexp(—t/T3), ou T; et T3 sont les durées de
photostabilité (voir Fig. 4.15). On définit ensuite une durée moyenne de photostabilité
T = (A7 + A7) /(Ay + As) qui correspond au temps moyen durant lequel la molé-
cule émet avant d’étre photodétruite. La valeur a Uorigine ;s = y(0) = A; + A et
I'intégrale du déclin ey = fooo y(t)dt = A1T; + As7; donnent respectivement 'inten-
sité instantanée et un terme proportionnel au nombre total de photons de fluorescence
émis par les molécules avant photoblanchiment. Les rapports Yinst = (Linst/Linst0) €t
Vinteg = (Linst/ Linteg0), ot I'indice "0" renvoie aux mesures faites sur la lame de verre,
correspondent respectivement au facteur d’exaltation instantané (i.e., le facteur calculé
précédemment pour un fluorophore idéal de photostabilité infinie) et ’augmentation
du nombre total de photons détectés. Les résultats de cette étude sont résumés dans le
Tableau 4.2. Les incertitudes correspondent aux marges de confiance du fit exponentiel.

1 50 - Equation:
1 inst y=A,.exp(-t/T,) +A,.exp(-t/T)
| R® = 09971
7 A, 50+3
1 OO 1 T, (185+36) s
1 A, 1214
' (162 1,1)s
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Fi1G. 4.15: Effet du photoblanchiment sur 1’émission de fluorescence. Variation de ’inten-
sité du signal de fluorescence au cours du temps, mesurée pour un film de colorant (Rho-
damine B) déposé sur une lame de verre, sous excitation laser continue (A.;. = 532 nm,
incidence normale). Mesures expérimentales (+) et fonction biexponentielle (—). ;s ¢
intensité du signal a ¢ = 0. [;,4c4 : aire sous la courbe. u.a. : unités arbitraires.
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Pour un flux de photons incidents identique (i.e., une méme puissance laser), la
durée moyenne de photostabilité des fluorophores est plus courte sur le substrat métal-
lique que sur la lame de verre (e.g., & Oepe = 0°, 7g = 66+ 14 set 7 = 31,54+2,05s). On
observe, sous excitation en incidence normale (f.,. = 0°), une exaltation d’un facteur
Yinst ~ 20 et une durée de photostabilité deux fois plus petite (7 /7y ~ 0,5). Dans cette
configuration, le nombre de photons détectés avant photodestruction du fluorophore est
environ dix fois plus grand que sur une lame standard (Vinzey ~ 10).

Il est possible, en remplacant la lame de verre par un substrat métallisé, d’obtenir
un signal de fluorescence de méme intensité, tout en diminuant par ~ 20 la puissance
d’excitation et en multipliant par ~ 10 la durée moyenne de photostabilité du colorant.
Ceci est d'un grand intérét, notamment pour les applications biomédicales ou 1'utilisa-
tion d'un produit anti-fading était jusqu’ici nécessaire pour lire un grand nombre de
fois une lame.

Qe.rc 76 (5) T(S> Yinst /yinteg

0° 66+14 31,5420 20,6+1,4 9,94+29
45° 44,6 4+7,2 30,2422 21,44+1,8 14,5+3,9

TAB. 4.2: Mesure expérimentale de la photostabilité des fluorophores.

4.3.3 Influence de la configuration d’excitation

Le Tableau 4.2 montre qu'un facteur i, encore plus grand (Vintey ~ 15) est
obtenu lorsque que l'excitation est en incidence oblique (e.g., O = 45°). Un des
éléments pouvant expliquer cette différence est que I'incidence oblique est plus favorable
a l'excitation des dipoles orthogonaux que l'incidence normale. Les molécules dont le
dipole d’excitation/émission est orienté perpendiculairement a la surface se couplent
plus efficacement aux plasmons de surface que celles dont le dipdle est paralléle. Les
durées de vie de fluorescence de ces molécules sont donc théoriquement plus courtes,
et le nombre de cycles d’absorption/émission effectués avant photodestruction plus
élevé. Toutefois, si le couplage aux plasmons de surface favorise la photostabilisation
des fluorophores, il est également source de pertes d’énergie (transfert d’énergie non-
radiatif au substrat) et limite ainsi 'efficacité de détection des fluorophores (voir § 4.1.2,
p.105). Une baisse de durée de vie n’est donc pas systématiquement associée a une
augmentation du nombre de photons émis avant photodestruction : seule I'amplification
des processus radiatifs permet d’accroitre ce nombre.

Dans la présente étude, nous avons considéré que le nombre moyen de photons émis
par la molécule avant photodestruction est indépendant de la puissance d’excitation.
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Les mesures ont donc été réalisées a une puissance d’excitation donnée. Cependant, la
réactivité de la molécule excitée dépend également de la température (Galvan-Gonzalez
1999). Des effets thermiques, liés a la durée et a I'intensité de I’excitation, peuvent donc
induire une modification de la photostabilité des fluorophores. Par conséquent, une
étude en fonction de la puissance d’excitation est nécessaire pour pouvoir généraliser
les observations faites.

4.4 Modification des couplages intermoléculaires

4.4.1 Auto-extinction de la photoluminescence

La baisse de I'intensité du signal, lorsque la densité de fluorophores augmente, est
couramment observée en spectroscopie de fluorescence. Ce phénoméne, nommé auto-
extinction de la photoluminescence (ou self-quenching), est di au transfert d’éner-
gie incohérent entre des molécules distribuées aléatoirement (Knoester 1987). L’auto-
extinction intervient dans un systéme de molécules photoluminescentes identiques,
lorsque deux molécules proches I'une de 'autre agissent comme un piége pour I’énergie
d’excitation (Beddard 1976, Penzkofer 1986). Pour une distribution bidimentionnelle
aléatoire de molécules (e.g., un film de fluorophores évaporé sur un substrat plan), le
taux de transfert d’énergie non-radiatif est inversement proportionnel a la puissance
quatre de la distance intermoléculaire. Un modéle simple pour décrire I’auto-extinction,
en fonction de la densité moléculaire, est de supposer que deux molécules forment un
piége d’énergie d’excitation lorsque la distance les séparant est inférieure a un rayon
critique R,. Cette vision extrémement simplifiée permet néanmoins de prévoir les mo-
difications des propriétés optiques d’une distribution aléatoire de molécules photolu-
minescentes, induites par la formation de diméres ou d’excimers de ces molécules. En
particulier, de fortes baisses du rendement quantique sont prévues lorsque la distance
intermoléculaire est inférieure a Ry (Knoester 1987).

Il est possible de limiter cette baisse de signal, en modifiant I’environnement élec-
tromagnétique des molécules. En effet, la réduction de la durée de vie de 1'état excité,
induite par la présence d’'une surface métallique, permet de favoriser la relaxation des
molécules par couplage aux modes électromagnétiques (photons, plasmons de surface),
et de réduire les effets de 'auto-extinction (Philpott 1975).

Nous avons étudié la fluorescence de films de colorants (Fuchsine basique et Cya-
nine 3) de différentes densités, déposés sur une lame de verre et un substrat métallisé,
et comparé les facteurs d’exaltation de fluorescence (mesurés a la distance optimale
dy ~ 60 nm). Les résultats de cette étude sont présentés dans la Figure 4.16a.

Pour les deux colorants étudiés, on observe une hausse du facteur d’exaltation
lorsque la densité surfacique pg de fluorophores augmente et la distance intermoléculaire
moyenne 7 ~ (pg)~*/? diminue. Pour la Cyanine 3, on mesure une exaltation dun
facteur ~ 19 pour ps = 2,1-107* MC (¥ ~ 70 nm) et ~ 35 pour pg = 0,12 MC (7 ~
3 nm). Ce phénomeéne est lié a la variation du rendement quantique des fluorophores. La
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F1G. 4.16: Auto-extinction des fluorophores. (a) Facteur d’exaltation de fluorescence d’un
film de colorant (Cyanine 3 et Fuchsine basique) déposé sur un substrat métallisé (Ag
50 nm + Al,O3 60 nm) pour différentes densités surfaciques de fluorophores. Les densités
surfaciques sont déterminées par mesure optique de I’extinction, et sont ici exprimées
en monocouches (MC) en supposant 1 MC = 10*cm~2. (b) Facteur d’exaltation de
fluorescence théorique, calculé pour un fluorophore (A.zc = 543 nm, A, = 570 nm) séparé
d’un substrat d’argent par une couche d’alumine d’épaisseur optimale (d; ~ 60nm), en
fonction du rendement quantique initial. Les données expérimentales de la Figure 4.16b
sont représentées en fonction du rendement quantique évalué comme le rapport du signal
de référence (fluorescence sur le verre) sur la densité surfacique de molécules (Signal/ps).

formation de pieges de I’énergie d’excitation, par interaction entre les molécules, limite
les possibilités de couplage aux modes électromagnétiques et réduit ainsi leur rendement
quantique. Etant donné la distribution statistique de distances intermoléculaires, un
faible nombre de molécules est impliqué dans la formation de piéges (Knoester 1987),
et la baisse du signal détecté traduit la variation du "rendement quantique moyen".

La Figure 4.16b présente la variation du facteur d’exaltation en fonction du rende-
ment quantique des fluorophores, calculée avec le modéle dipolaire pour la Cyanine 3.
Plus le rendement quantique initial (Qy est bas, plus ’exaltation peut étre importante.
La comparaison des facteurs d’exaltation expérimentaux (Fig. 4.16a) et de la varia-
tion théorique du facteur d’exaltation en fonction du rendement quantique (Fig. 4.16b)
permet d’évaluer le rendement quantique moyen des fluorophores en fonction de la
densité du dépot de colorant. D’aprés le modeéle, le film de Cyanine 3 le plus dense
(ps = 0,12 MC) correspondrait a une valeur de Qg comprise entre 0,01 et 0,1 tandis
que le film le moins dense (pg = 2,1-10~* MC) correspondrait & une valeur de Q
proche de 0,5.

Cette méthode indirecte est peu précise. Afin de vérifier ces estimations, nous avons
évalué expérimentalement la variation relative du rendement quantique des fluoro-
phores. Pour cela, le signal de fluorescence est mesuré sur le verre puis divisé par la
densité surfacique de fluorophores. A un facteur multiplicatif pres, ce rapport est égal
au rendement quantique moyen des fluorophores. Les résultats sont comparés au mo-
déle, dans la Figure 4.16b. Des variations comparables sont constatées, avec toutefois
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des différences relatives de +25% entre le modéle et I'expérience.

Nous avons vu précédemment que les réductions de durée de vie peuvent modifier
le seuil de saturation des fluorophores, ce qui peut induire une hausse du signal de
fluorescence. Afin de vérifier si la variation apparente du rendement quantique des
fluorophores est ici lié au déplacement de leur seuil de saturation, nous avons mesuré
le facteur d’exaltation de la fluorescence d’un dépot de colorant (Fuchsine basique)
de densité relativement élevée (ps = 0,33 MC soit 7 ~ 2 nm), en fonction de la
puissance d’illumination (de 0,03 mW et 2 mW). Les résultats de cette étude sont
présentés dans la Figure 4.17. Le facteur d’exaltation (G = 32 4 3) est constant (3
8% pres) en fonction du flux de photons incident, et prend des valeurs aléatoirement
distribuées autour de la valeur moyenne G = 32. Ces observations vérifient que les
mesures sont réalisées dans le régime d’excitation linéaire des fluorophores (i.e., loin
du seuil de saturation). L’influence de la surface métallique sur 1’auto-extinction n’est
donc pas liée a la saturation des fluorophores, mais uniquement & la compétition entre
les processus d’émission électromagnétique (par couplage aux modes photoniques et
plasmoniques) et les processus intermoléculaires de transfert d’énergie incohérent.

50
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FiG. 4.17: Facteur d’exaltation de fluorescence d’un film de colorant (Fuchsine basique)
de densité 0,33 MC déposé sur un substrat métallisé (idem) pour différentes puissances
d’excitation (Source : laser Gre Ne a 543 nm, puissance comprise entre 0,03 mW et
2 mW).

On note que l'effet de 'auto-extinction, sur un substrat métallique, intervient pour
des distances intermoléculaires moyennes 7 de I’ordre de 10~7 m. Les interactions entre
molécules, impliquées dans I'auto-extinction, sont généralement efficaces pour des dis-
tances intermoléculaires de 'ordre de 10~ m. Toutefois, la distance 7 est une moyenne
et la distribution de distances intermoléculaires est large. En effet, la position des fluoro-
phores sur la surface est aléatoire lorsque le dépot est réalisé par évaporation thermique
du colorant. D’autre part, l'efficacité globale des couplages intermoléculaires varie en
1/r*. Tl est donc probable que augmentation moyenne du facteur d’exaltation, obser-
vée pour les dépdts de colorant de densité croissante, soit due a une faible proportion de
fluorophores ayant un ou plusieurs trés proches voisins, a des distances intermoléculaires
de 'ordre du nanomeétre. Il est difficile, dans ces conditions, d’étudier expérimentale-
ment 'effet d’un substrat métallique sur les processus de 'auto-extinction entre deux
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molécules. Par contre, nous pouvons conclure & un effet global de réduction apparente
de l'auto-extinction, en présence du film d’argent plan.

4.4.2 Transfert résonant d’énergie de Forster

La présence d’une interface réfléchissante est susceptible de modifier les processus
d’émission, quels que soient les modes électromagnétiques auxquels se couple la molé-
cule excitée pour émettre. Nous avons étudié précédemment 'effet d’un substrat miroir
sur I’émission par couplage aux modes photoniques (fluorescence) et aux plasmons de
surface (transfert d’énergie au substrat). La modification de I’émission des fluorophores
influence également les interactions résonantes telles que le transfert résonant d’énergie

de Forster (FRET) (Agarwal 1998) (voir § 1.3.1.5, p.31).

4.4.2.1 Approche expérimentale

Nous avons étudié le FRET pour un couple de fluorophores moléculaires d’usage
courant en biologie (Berney 2003, Jares-Erijman 2003) : Cyanine 3 (donneur) et Cya-
nine 5 (accepteur). Ces deux colorants ont été déposés sur un miroir d’argent (film
continu plan) et séparés de I'interface réfléchissante par une couche d’alumine d’épais-
seur contrdlée. Le substrat miroir forme ainsi une demi-cavité optique (Andrew 2000).

Le spectre d’émission du donneur et le spectre d’absorption de l’accepteur se re-
couvrent partiellement, et présentent respectivement un maximum aux longueurs d’onde
A = 570 nm et A = 649 nm. Une source laser émettant & A = 488 nm permet d’ex-
citer efficacement le donneur tout en limitant I’excitation directe de l'accepteur. Les
extinctions molaires du donneur et de l'accepteur a A = 488 nm sont respectivement
3,6-101 M~tem™' et 4,0-10° M ~tem™! (soit deux ordres de grandeur de différence). En
pratique, on vérifie que le signal de fluorescence de ’accepteur en 1’absence de donneur
est négligeable.

Deux approches expérimentales différentes ont été suivies pour évaluer 'efficacité
de FRET et I'influence du film métallique sur ce processus. Les résultats et la fiabilité
de ces deux méthodes sont discutés. Nous n’avons pas étudié les durées de vie de
fluorescence, car celles des fluorophores Cyanine 3 et Cyanine 5 sont trop courtes pour
pouvoir mesurer avec précision leur variation pour toutes les distances au substrat.
Dans un premier temps, nous avons examiné la variation relative de 'amplitude des
pics d’émission du donneur (Ip) et de 'accepteur (14). 14 est proportionnel au taux
d’excitation de 'accepteur (i.e., le taux de FRET) I'prpr et & son rendement quantique
apparent v4, lequel prend en compte le rendement d’émission du fluorophore ainsi que
efficacité de détection de la fluorescence émise (voir § 4.1.3.3, p.110). Plus v est
élevé, plus I'énergie transférée est efficacement convertie en photons de fluorescence
et détectée. Le rapport I4/Ip dépend en outre du taux d’émission du donneur I'py
et de lefficacité avec laquelle cette émission est détectée, en présence de 'accepteur,
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épa =Ep(Tp/Tpa).
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Le rapport 14/Ip ne donne donc pas directement efficacité de FRET ngpgpr, définie
comme le rapport I'rrer /T pa, mais renseigne sur la modification apparente du FRET.

(4.1)

4.4.2.2 Modification apparente du FRET

La Figure 4.18a présente les spectres de fluorescence du film de colorants Cya-
nine 3/Cyanine 5, sous excitation & A = 488 nm, sur une lame de verre (Ref.) et le
substrat miroir. Les spectres ont été mesurés dans les mémes conditions d’excitation
et de détection, de telle sorte qu’ils puissent étre comparés entre eux (notez que le
spectre mesuré sur le verre est multiplié par un facteur 10 pour faciliter la lecture de la
figure). Les intensités de fluorescence 14 et I et le rapport 14/1p sont reportés dans
les Figures 4.18b et 4.18c, en fonction de la distance au métal d.

L’examen de la Figure 4.18a révéle que le processus de FRET est modifié, en ap-
parence, par la présence du film d’argent, et que cette influence dépend de la distance
au métal. Pour certaines distances (e.g., & d = 160 nm et d = 300 nm) seul le pic
d’émission de 'accepteur est visible dans le spectre de fluorescence.

Le taux de FRET ne dépend pas uniquement du taux d’émission du donneur, mais
également du recouvrement des spectres d’émission du donneur et d’absorption de
I'accepteur. Comme nous 'avons vu précédemment (voir Eq. 2.13, p.82), le modéle de
loscillateur dipolaire forcé prévoit des déplacements de la fréquence d’oscillation en
fonction du champ local. Le taux de FRET est donc susceptible d’étre modifié par ce
déplacement. D’autre part, on observe sur la Figure 4.18a des changements dans le
spectre d’émission de 'accepteur mesuré expérimentalement. On constate un déplace-
ment spectral du pic d’émission de +20 nm vers le rouge & d = 160 nm, par rapport
a son émission sur le verre (Ref.). Cette observation ne peut pas étre simplement ex-
pliquée par l'interaction des fluorophores avec leur image dans le miroir, car la théorie
dipolaire prévoit un tel déplacement de I’émission lorsque cette interaction est construc-
tive, ce qui n’est pas le cas & d = 160 nm. L’hypothése la plus probable est que cette
modification apparente soit liée & la variation du rendement quantique apparent des
fluorophores, qui dépend a la fois de la distance au miroir et de la longueur d’onde. En
effet, la distribution angulaire de ’émission et, par conséquent, I’efficacité de collection
sont différentes pour chacune des composantes spectrales de 1’émission.

Comme le montre la Figure 4.18b, le signal de fluorescence du donneur présente
deux maxima d’exaltation aux distances d; = 50 nm et dy = 220 nm. Ces positions
sont proches des maxima de Pamplification théorique du signal (di* = 50 nm et di* =
205 nm) prévus par le modele pour la Cyanine 3 & Aye = 488 nm et Agyy, = 570 nm.
Pour le signal de fluorescence de I’accepteur, on observe deux maxima principaux a
dy ~ 65 nm et dy ~ 225 nm, et deux maxima secondaires a d; ~ 160 nm et d, =
300 nm. La variation du rapport d’intensité I,/Ip, observée dans la Figure 4.18c, n’est
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FiG. 4.18: (a) Spectres de fluorescence d’un film de colorants (Cyanine 3 + Cyanine 5)
déposé sur une lame de verre (Ref.) et sur un miroir d’argent couvert d’une couche
d’alumine de différentes d’épaisseurs d (de 0 & 300 nm par pas de 20 nm), sous excitation
laser a4 A ~ 488 nm. (b) Intensité des pics d’émission de la Cyanine 5 (I4) et de la Cyanine 3
(Ip). (c) Rapport d’intensité [4/Ip. u.a. : unités arbitraires.
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F1G. 4.19: Mesure expérimentale de ’efficacité de FRET. (a) Images de fluorescence d’un
film de colorants (Cyanine 3 4+ Cyanine 5) déposé sur un miroir d’argent couvert d’une
couche d’alumine. Emission du donneur Cyanine 3 excité a A = 488 nm (image verte) et de
I’accepteur Cyanine 5 excité a A = 633 nm (image rouge) avant et aprés photoblanchiment
partiel de ’accepteur (pré- et post-bleach) (b) Cartographie du gradient d’épaisseur de
la couche d’alumine. (c) Image de ’efficacité de FRET.
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pas en accord avec celle du taux d’émission du donneur calculée avec le modéle de
l'oscillateur dipolaire. On mesure expérimentalement une valeur maximale de 14/Ip
pour d = 100 nm, alors que théoriquement, pour une orientation dipolaire paralléle,
['p est maximal & di* ~ 65 nm et d* ~ 225 nm.

Le rapport d’intensité I4/Ip (Fig. 4.18¢c) permet de décrire globalement la modifi-
cation apparente du FRET, mais il ne donne pas directement acces a I'information sur
la variation de l'efficacité de FRET, notamment parce que ce rapport dépend d’autres
grandeurs (v4 et {p) qui varient en fonction de la distance d.

4.4.2.3 Retour de fluorescence aprés photoblanchiment de I’accepteur

Une seconde approche expérimentale, pour I’étude du FRET, consiste a mesurer le
retour de la fluorescence du donneur aprés photoblanchiment de 'accepteur. La mé-
thode consiste a éclairer (sans exciter directement I’accepteur) une zone de 1’échantillon
avec une puissance suffisamment élevée et durant une période suffisamment longue pour
photodétruire une partie significative des fluorophores, puis & comparer les changements
d’intensité de fluorescence du donneur et de ’accepteur induits par cette action. Plus
le FRET est efficace, plus le taux d’excitation de l'accepteur est élevé et sa durée de
photostabilité est courte. Au fur et & mesure de la photodestruction des accepteurs,
la densité d’accepteurs autour de chaque donneur diminue et le rendement de FRET
baisse. Cela se traduit par une hausse du signal de fluorescence du donneur. L’efficacité
de FRET est évaluée en calculant le rapport (1% — I%°) /1% ou 15 et 1% sont
les intensités de fluorescence du donneur mesurées avant et aprés la photodestruction
partielle des accepteurs. Lorsque la proportion d’accepteurs photodétruits tend vers 1,
ce rapport d’intensité tend théoriquement vers nprpr. Par cette approche, la mesure de
I'efficacité de FRET est indépendante de v4, puisque I’on ne mesure pas la fluorescence
de 'accepteur. Les résultats de cette étude sont présentés en Figure 4.19.

La fluorescence (Fig. 4.19a) est détectée aux longueurs d’onde d’émission du don-
neur (image verte) et de I'accepteur (image rouge), avant (pré-bleach) et aprés (post-
bleach) la phase d’illumination a forte puissance. Le film de colorant (Cyanine 3 : 0,05
MC + Cyanine 5 : 0,05 MC) est séparé de la surface métallique par un couche d’alumine
dont I’épaisseur varie de 40 nm & 280 nm, du coin droit en haut vers le coin gauche
en bas de I'image de fluorescence (voir Fig. 4.19b). La cartographie de l'efficacité de
FRET (Fig. 4.19¢) est réalisée en calculant (1% — I77¢) /1%,

Sur le verre, on mesure (pour cette densité de fluorophores) nprgro ~ 0,23. Sur
le miroir d’argent, nprpr varie en fonction de la distance a la surface métallique. On
observe deux maxima, & d; ~ 60 nm et dy ~ 200 nm, ol NrrETmez ~ 0,75, et un
minimum local & d ~ 90 nm ol NrrETmin ~ 0, 13.

4.4.2.4 Bilan

Les variations de l'efficacité de FRET mesurées par cette seconde méthode ne sont
pas en accord avec les modifications apparentes observées par la premiére méthode. Par
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exemple, le second maximum de nprpr (& d2 ~ 200 nm) correspond & un minimum du
rapport [4/Ip. D’autre part, les maxima de nrprpr ne coincident pas avec les maxima
du taux d’émission du donneur. Cette observation tend a montrer que cette seconde
approche ne fournit pas directement la variation de l'efficacité de FRET. Une raison
probable de cette erreur est liée au fait que cette seconde méthode est, a l'origine,
développée pour des applications biologiques, dans lesquelles donneurs et accepteurs
sont localisés en des zones bien définies de I’échantillon, et non distribués sur ’en-
semble du substrat. Etant donnée la large distribution de distances donneur-accepteur,
I’excitation prolongée des donneurs provoquent la photodestruction des accepteurs les
plus proches et, de fait, modifie cette distribution. Plus les donneurs sont excités et les
proches accepteurs photodétruits, plus la distance moyenne donneur-accepteur apres
illumination est augmentée. Par conséquent, les régions de 1’échantillon ou la hausse du
signal des donneurs est la plus importante correspondent aux régions ou les donneurs
sont les plus excités, i.e., 1a ou ’épaisseur de la couche d’alumine est telle que les fluo-
rophores sont dans un ventre de champ d’excitation (d’aprés le modéle, di* = 50 nm et
d = 195 nm a A\, = 488 nm). On trouve effectivement les maxima de nprpr proches
des positions optimales d’excitation du donneur prévues par le modéle.

Aucune des deux approches ne permet donc d’accéder directement au taux de FRET
entre le donneur et ’accepteur. La premiére méthode permet toutefois de caractériser
I’amplification apparente du FRET. Cette approche est intéressante pour une applica-
tion biophysique. Elle n’est cependant pas suffisante pour comprendre I'influence d une
surface métallique sur le processus de FRET. Cette influence est certainement com-
plexe, puisque la présence du film d’argent modifie non seulement les durées de vie des
donneurs, mais également les rendements quantiques des deux fluorophores, ainsi que
leurs spectres d’émission.

4.5 Conclusion du Chapitre 4

On peut identifier trois mécanismes contribuant a l’exaltation du signal de fluores-
cence détecté en présence d’un substrat métallique plan : (i) exaltation a I'excitation
qui, par l'interférence constructive des champs incident et réfléchi, accroit le taux d’ex-
citation des fluorophores; (ii) 'exaltation a I’émission, résultat de I'interaction entre le
dipole d’émission et son image dans le miroir, qui éléve le taux d’émission radiative;
(iii) la redirection de la lumiére émise vers le demi-espace supérieur qui apporte un gain
d’efficacité de collection. Nous avons montré que la distance séparant le fluorophore de
la surface miroir et l'orientation relative du dipdle d’émission sont deux paramétres
cruciaux pour ces trois mécanismes. Nous avons mesuré expérimentalement une exal-
tation du signal de fluorescence d’un facteur 20 & 30 (pour un fluorophore standard
type Cyanine), en présence d’un substrat métallique plan.

En outre, la présence d’un substrat métallique plan influe également sur la photo-
stabilité du fluorophore, ceci est une conséquence de la modification de la durée de vie
de 'état excité. L’étude expérimentale de ce phénomene, également sensible & la dis-
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tance de séparation et a l'orientation du dipole d’émission, révéele une baisse apparente
du rendement de photoblanchiment d’un facteur ~ 10.

L’utilisation d’un substrat métallisé permet de modifier, dans une certaine mesure,
les interactions entre fluorophores, ou leurs effets apparents. Il est intéressant de pouvoir
les réduire lorsque ceux-ci sont a l'origine de 'atténuation (ou de Iextinction totale)
du signal de fluorescence (e.g., pour 'auto-extinction de la photoluminescence) ou, au
contraire, de les amplifier lorsque la détection est justement basée sur I'interaction entre
les molécules (e.g., pour le FRET). En apparence, on raccourcit ou on allonge la portée
de l'interaction. Dans le cas du FRET, le couplage au plasmon de surface peut jouer
le role déterminant de médiateur de 'interaction, en propageant 1’énergie sur des dis-
tances grandes devant le rayon de Forster, sans émission de photon. Malgré les récentes
découvertes réalisées dans le domaine de la plasmonique (Ditlbacher 2002b), le potentiel
de l'utilisation des plasmons de surface comme vecteur du couplage intermoléculaire
est encore largement sous-exploité.

De nouvelles études (notamment des mesures résolues en temps avec des fluoro-
phores aux durées de vie plus longues) sont nécessaires a la compréhension des pro-
cessus de couplage intermoléculaire en présence d'une surface métallique. Il reste a
concevoir un modeéle théorique pour calculer le taux de FRET en présence d’un film
métallique.

Dans la section du Chapitre 4 qui est consacrée a 'amplification du signal de fluo-
rescence (§ 4.1, p.104), nous avons traité les films métalliques plans comme de simples
miroirs. Cependant, nous avons vu dans le Chapitre 1 que le champ proche d’un émet-
teur dipolaire peut se coupler aux plasmons de surface et transférer une partie de son
énergie a ces modes non-radiatifs (voir § 1.3.1.3, p.28). Dans le Chapitre 5, nous mon-
trons comment tirer profit de ce couplage en convertissant en photons I’énergie donnée
aux plasmons de surface. Le controle de la rugosité de surface permet en effet de maitri-
ser la diffusion des plasmons de surface hors du plan du film métallique, et d’accroitre
encore davantage 1’émission de fluorescence.



Chapitre 5

Effet plasmonique sur un film
métallique nanorugueux

Lorsqu’elle est placée prés d’un substrat métallique, a une distance petite devant la
longueur d’onde d’émission, une molécule excitée transfére une partie significative de
son énergie au substrat, sans émettre de photon. Ce processus non-radiatif est lié au
couplage du champ proche de la molécule avec les plasmons de surface et est, a priort,
défavorable a la détection de la molécule, en raison de la nature non-radiative des
plasmons de surface (voir § 1.3.1.3, p.28). La proportion d’énergie transmise au substrat
peut étre modifiée en changeant la position et I'orientation relative de la molécule mais,
si le substrat métallique est parfaitement plan, cette énergie est invariablement dissipée
sous forme de chaleur dans le métal.

La maitrise de la conversion radiative des plasmons de surface est donc un enjeu
majeur de I'exaltation de fluorescence. Cela implique notamment de pouvoir controéler
les processus de diffusion des plasmons de surface hors du plan du substrat, ce qui
peut étre accompli en rendant rugueuse la surface métallique a ’échelle nanométrique.
Les composantes de Bragg, associées aux fréquences spatiales de la surface métallique,
peuvent s’ajouter au vecteur d’onde du plasmon de surface, pour réaliser ’accord de
phase avec les vecteurs d’onde des modes photoniques.

Dans la premiére section du Chapitre 5, nous présentons l’élaboration de films
d’argent nanorugueux (§ 5.1.1, p.138). La topographie des films nanorugueux a été
mesurée par microscopie a force atomique (AFM), et leur rugosité a été caractérisée
par analyse de ces images (§ 5.1.2, p.138). Dans la seconde section du Chapitre 5,
nous examinons le role joué par la rugosité de surface dans l'interaction entre des
fluorophores et un film métallique nanorugueux. Le lien entre morphologie de surface
et propriétés optiques (§ 5.2.1, p.143), ainsi que U'influence de la distance séparant les
fluorophores de la surface du métal (§ 5.2.2, p.144), sont étudiés expérimentalement.
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5.1 Elaboration et caractérisation des films
nanorugueux

5.1.1 Structuration du film métallique

La rugosité d'un film métallique déposé sur une lame de verre peut étre maitrisée
en controlant les parameétres expérimentaux du dépot, notamment le flux atomique et
la température du substrat durant le dépot. Le flux atomique a une influence sur le
nombre de sites de germination formés sur la surface. Toutefois, la gamme de morpho-
logies différentes accessibles en faisant varier ce paramétre est relativement restreinte.
L’élévation de la température du substrat permet d’activer la coalescence des nanopar-
ticules, et d’accroitre la rugosité du film. Cependant, elle repousse le seuil de percola-
tion, ce qui rend plus difficile la formation d’un film continu. Il est donc nécessaire de
procéder en deux étapes pour controler la rugosité des films métalliques et le taux de
couverture du métal sur le substrat.

Nous avons développé une méthode qui consiste a superposer deux films métal-
liques. Un premier dépot est réalisé sur un substrat chauffé, afin de former un film
d’ilots de métal. Puis un second dépot est réalisé, aprés que le substrat a été refroidi
a température ambiante, pour recouvrir les ilots d'un film métallique continu. Le film
nanorugueux ainsi formé présente des variations topographiques dont 'amplitude est
proche de la taille des ilots, mais présente un taux de couverture plus grand. Cette
méthode permet d’obtenir un film quasi-continu d’une rugosité grande devant celle
pouvant étre obtenue par la formation d’un film métallique en une seule étape.

5.1.2 Etude topographique des films nanostructurés

Nous avons étudié, par microscopie de force atomique (AFM), la topographie de
surface d’une lame de verre couverte de films d’argent formés sous différentes conditions
expérimentales : dépot sur substrat chauffé (7., = 300°C, épaisseur nominale e 4, = 20,
40 et 60 nm); dépdt a température ambiante (Tien, = Tomp, €4, = 60 nm); dépodt en
deux étapes (e, = 20, 40 et 60 nm & T,., = 300°C, puis ey = 60 nm & T,cp, = Topmp)-
La Figure 5.1a (p.140) résume la méthode d’élaboration des films nanorugueux. Les
sept types de films métalliques, ainsi que la zone référence de verre nu, sont réalisés
sur une seule et unique lame de verre, en découvrant graduellement la surface de la
lame durant le dépdt a 'aide de caches (voir § 2.1.1.5, p.57). Cette fagon de procéder
assure une grande reproductibilité des mesures. Les Figures 5.1b-f sont les images AFM
obtenues dans les zones de I’échantillon définies dans le schéma de la Figure 5.1a.

5.1.2.1 Paramétres de rugosité

Le Tableau 5.1 présente les parameétres de rugosité, calculés & partir des images
AFM suivant une méthode décrite dans le Chapitre 2 (voir § 2.1.2.2, p.59). Rappelons
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que R, et R,_, sont respectivement la moyenne quadratique et ’amplitude pic-a-pic
de la déviation du profil de la surface. o est la période spatiale caractéristique de
cette déviation, obtenue par analyse spectrale des images AFM. Les paramétres R,
et o permettent de caractériser la rugosité de surface dans l'espace direct (R,) et
I'espace de Fourier (). Ils renseignent notamment sur les composantes spectrales et
spatiales de la lumiére qui pourront se coupler fortement aux plasmons de surface du
film nanorugueux. Le paramétre R,,_, est donné ici a titre indicatif, mais n’apporte pas
d’information supplémentaire sur les propriétés optiques de la surface métallique.

Ref. Dépot d’argent Rugosité
Flg 5.1 Tech = 300°C Tech = Tamb Rq Rp_v o
(nm) (nm) (nm) (nm) (nm)
(b) 20 0 5,9 46 25
(c) 40 0 12,5 90 93
(d) 60 0 16 110 110
(e) 0 60 3,5 27 47
(f) 20 60 6,5 49 29
(g) 40 60 11,5 80 85
(h) 60 60 16 118 110

TAB. 5.1: Paramétres de rugosité de films d’argent réalisés, sur une lame de verre, en
deux étapes (dépot a T.., = 300°C puis dépodt & Te.p, = Tump), en fonction de la quantité
de métal déposée a chacune des deux étapes.

L’examen de la topographie des films d’argent déposés a chaud (Fig. 5.1b-d) révélent
une augmentation en taille verticale et latérale (notez les différences d’échelle verticale
entre les images AFM) et en distance inter-ilots, avec la quantité de métal déposée.
Cette évolution morphologique se traduit par une augmentation des deux paramétres de
rugosité R, et o. Pour le film d’épaisseur 20 nm (Ref. Fig. 5.1b), on mesure R, = 5,5 nm
et o = 55 nm. Pour le film d’épaisseur 60 nm (Ref. Fig. 5.1d), on mesure une rugosité
de déviation quadratique 3 fois plus grande (R, = 16 nm) et de période spatiale
caractéristique 2 fois plus longue (0 = 110 nm).

La comparaison des images AFM (e-h) de la Figure 5.1 met en évidence une modi-
fication importante de la morphologie du film d’argent lorsque celui-ci est déposé sur
des ilots d’argent (Fig. 5.1f-h) plutdt que directement sur la lame de verre (Fig. 5.1e).
Cette modification est décrite en terme de variation relative des paramétres de rugosité
R, et o, dans le Tableau 5.2 (p.141). Le dépot préliminaire d'un film d’ilots d’argent
d’épaisseur 60 nm permet de quadrupler la déviation quadratique (R, x 4,6) et de
doubler la période spatiale caractéristique (o x 2,3) de la rugosité de surface. L’aug-
mentation progressive de la rugosité du film nanorugueux, avec la quantité de métal
préalablement déposé a chaud sur le substrat, démontre la possibilité de contréler la
rugosité par cette technique de dépot en deux étapes.
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Fic. 5.1: Films d’argent nanorugueux formés sur une lame de verre. (a) Schéma de
fabrication. (b-h) Topographie de surface (images AFM) sur une zone de 5 ym x 5 pm.
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D’aprés les images AFM, la topographie des films d’ilots d’argent formés a T,., =
300°C, avant (Fig. 5.1b-d) et aprés (Fig. 5.1f-h) dépot de métal & Toop, = Tomp, est
visiblement semblable. Cela est confirmé par la comparaison des paramétres de rugosité.
Une fois le film d’ilots d’épaisseur 20 nm (Ref. Fig. 5.1b) recouvert de 60 nm d’argent
(Ref. Fig. 5.1f), R, et o n’ont respectivement varié que de 18% et 7% (R, = 6,5 nm et
o =59 nm). Pour le film d’ilots d’épaisseur 60 nm (Ref. Fig. 5.1d), des parameétres R,
et o identiques sont mesurés aprés recouvrement par 60 nm d’argent (Ref. Fig. 5.1h,
R, = 16 nm et 0 = 110 nm). Dans ce dernier cas, cela ne permet pas d’affirmer
que le film d’ilots (Ref. Fig. 5.1d) et le film nanorugueux (Ref. Fig. 5.1h) auront des
propriétés optiques strictement similaires, puisque nous n’avons pas l'information sur
la continuité du film. En effet, sur les images AFM, les films d’ilots métalliques ne
peuvent pas étre distingués des films continus, car cette technique d’imagerie n’est pas
sensible a la nature du substrat et ne permet pas de reconnaitre le verre ou le métal. Le
taux de couverture © 4, du métal sur le verre est évalué par une étude en microscopie
électronique en transmission (TEM).

Ref. Dépot d’argent Rugosité

Fig. 5.1 | Top =300°C Toop = Tume | Ry/Ry oo™t
(am) (am)

(e) 0 60 1 1

(f) 20 60 1,9 1,3

(g) 40 60 3,3 1,8

(h) 60 60 4,6 2,3

TAB. 5.2: Variation relative des paramétres de rugosité des films d’argent nanorugueux
formés par dépoét d’un film continu sur un film d’ilots métalliques, en fonction de I’épais-
seur nominale du film d’ilots, par rapport aux paramétres d’un film d’argent directement
déposé sur une lame de verre a la température ambiante.

Nous avons réalisé, sur des grilles de microscopie couvertes d’une sous-couche d’alu-
mine, des films d’argent dans les mémes conditions expérimentales que pour I’étude en
AFM. L’analyse des clichés de TEM confirme qu’un film d’argent d’épaisseur 60 nm,
formé & T..,, = Tymp, est parfaitement continu (O 4, = 1). Lorsqu’il est formé a T, =
300°C, le dépot présente une morphologie de film d’ilots en-dessous du seuil de perco-
lation (©4, = 0,82). Une fois recouvert de 60 nm d’argent déposés a Teer, = Tomp, la
continuité du film d’ilots est modifiée. Le taux de couverture est augmenté (0 4, = 0, 94)
et le film est totalement percolé (voir Fig. 5.2).

Les similitudes observées dans les images AFM et les paramétres de rugosité, et la
variation du taux de couverture observée en TEM aprés recouvrement des films d’ilots
d’argent, montrent que la méthode de formation des films nanorugueux en deux étapes
permet de controler de maniére relativement indépendante la rugosité et la continuité
des films.
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Fic. 5.2: Images TEM (grossissement x160000) de films meétalliques réalisés par dépot
de 60 nm d’argent a T.., = 300°C (a), et par dépots successifs de 60 nm d’argent a
Teen, = 300°C et de 60 nm d’argent & Toep, = Tump (b). Stade de croissance : (a) film d’ilots;
(b) film percolé. Taux de couverture : (a) O4, =0,82; (b) ©4, =0,94.

5.1.2.2 Distribution de fréquences spatiales

La distribution de fréquences spatiales, ou "spectre de k", renseigne sur les possibi-
lités de couplage entre la lumiére et les plasmons de surface, permises par la rugosité
de la surface métallique. Les vecteurs de Bragg, associés a la périodicité de la surface,
peuvent en effet permettre ’accord de phase entre les vecteurs d’ondes de la lumiére
et des plasmons de surface. Cette condition est nécessaire a l’excitation cohérente des
plasmons de surface par la lumiére, et a la diffusion des plasmons hors du plan de la

surface.

@ (b) s,
k/2n)=1/o

-
o
3 5l % 5] —— plasmon
o ~ : de surface
E I e & —— photon
= & 1]
E

0 H g 1 3 : 0 3111‘5’3
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k/(2m) (um?) K@) =14 (um™)

Fi1Gc. 5.3: (a) : Distribution de fréquences spatiales de la surface d’un film d’argent nano-
rugueux. La fréquence spatiale k/(27) = 1/0 correspond au maximum de la distribution.
La ligne bleue permet de visualiser la largeur & mi-hauteur de cette distribution. (b) :
Courbes de dispersion de la lumiére (ligne rouge) et des plasmons de surface (ligne noire)
a l'interface argent/alumine. Les traits en pointillés rouges indique 1’énergie d’un photon
de longueur d’onde Ay = 550 nm dans ’espace libre (hc/Ag = 2,25 €V).

Le "spectre de k" est obtenu en calculant la transformée de Fourier de la fonc-
tion d’auto-corrélation de I'image AFM, puis en l'intégrant radialement (voir § 2.1.2.2,
p.59). La Figure 5.3a est le "spectre de k" calculé pour le film nanorugueux réalisé
par dépot successif de deux films de 60 nm d’argent, a T,., = 300°C puis T.cp, = Tyomp
(image AFM Fig. 5.1h). Cette distribution présente un maximum pour la fréquence
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spatiale k/(27) = 1/0 = 9,1 ym~'. La largeur & mi-hauteur de la distribution est de
10,4 pum~t. Afin de décrire davantage cette distribution, nous avons utilisé la largeur
a mi-hauteur pour diviser la distribution en trois domaines de fréquence spatiale (voir
pointillés bleus en Fig. 5.3a). 71% de la distribution est contenue dans U'intervalle centré
sur la fréquence 1/0 ([3,8;14,2] um™'). Les domaines des basses et hautes fréquences
spatiales ([0;3,8] um™! et [14,2;40] um™!) correspondent respectivement aux 13% et
16% restants. La Figure 5.3b présente les courbes de dispersion de la lumiére et des
plasmons de surface a l'interface argent/alumine. D’apreés la Figure 5.3b, le domaine
d’énergie correspondant aux maxima d’absorption et d’émission des fluorophores étu-
diés (he/XNg = 2,1—2,3 eV) est associé a des plasmons de surface de fréquences spatiales
ksp/(2m) = 3,2 — 3,6 um~'. Ceci correspond au domaine des basses fréquences spa-
tiales du spectre de la surface nanorugueuse. Toutefois, 'amplitude de la distribution
a ksp/(2m) = 3,2 um~! est seulement deux fois plus faible qu’a ksp/(27) = 1/0. On
attend donc un couplage relativement fort entre la lumiére incidente et les plasmons
de surface, et une diffusion des plasmons de surface hors du plan relativement efficace
grace a la rugosité du film métallique.

Le Tableau 5.1 montre que le film d’argent formé en une seule étape, par dépot
d’argent sur une lame verre a température ambiante, ne présente pas une rugosité
nulle (R, = 3,5 nm), mais les fréquences spatiales de sa surface (1/0 = 21 um™!) sont
trop élevées pour permettre une diffusion efficace des plasmons de surface.

5.2 Couplage avec les fluorophores

5.2.1 Influence de la morphologie du film métallique

Afin d’étudier les propriétés optiques des films d’argent nanorugueux, nous avons
couvert, les échantillons présentés en Figure 5.1 d’une couche d’alumine d’épaisseur
60 nm et d'un film de colorant (Rhodamine B). Cette épaisseur d’alumine correspond
a la distance optimale sur un substrat miroir. Le facteur d’exaltation est calculé en
comparant les signaux de fluorescence mesurés sur un substrat métallique et une lame
de verre. Les résultats sont rassemblés dans le Tableau 5.3.

Pour les échantillons étudiés, les résultats obtenus montrent une augmentation du
facteur d’exaltation de la fluorescence avec la rugosité du film métallique. D’autre part,
ces résultats révélent I'importance de la continuité du film métallique. Considérons le
support couvert d'un film d’ilots d’argent de 40 nm d’épaisseur : l'ajout d’un film
continu d’argent ne modifie pas significativement ses parameétres de rugosité (variation
relative < 10%), mais double quasiment le facteur d’exaltation de fluorescence (x1,8).
Ce phénoméne est encore plus prononcé pour le film d’ilots d’argent de 20 nm d’épais-
seur (exaltation x2,1), mais disparait pour celui de 60 nm d’épaisseur. En effet, la
réponse optique d’un film d’ilots tend vers celle d’un film continu au fur et & mesure
que la taille et la densité d’ilots croient, la transition entre les deux types de compor-
tement optique étant associée au seuil de percolation (voir Chap. 1, § 1.3.3.4, p.40).
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Ref. Dépot d’argent Exaltation

Fig. 5.1 | Top, =300° Toopp=Tws | G GG
(nm) (nm)

(b) 20 0 17

(c) 40 0 27

(d) 60 0 50

(e) 0 60 28 1

() 20 60 35 1,3

(2) 40 60 48 1,7

(h) 60 60 52 1,9

TAB. 5.3: Facteurs d’exaltation de fluorescence G sur des films d’ilots d’argent et des films
d’argent nanorugueux formés par dépots d’argent en deux étapes successives (dépot a
Teern, = 300°C puis dépot a Toep, = Tump), en fonction de la quantité de métal déposée a
chacune des deux étapes. G/G,. : augmentation relative du facteur d’exaltation pour les
films d’argent rugueux, par rapport au film d’argent plan.

Notez qu’ici (& T,e, = 300°C) le seuil de percolation est atteint pour une épaisseur de
métal plus grande que lorsque le film métallique est formé a température ambiante, car
I’élévation de température favorise la formation de particules plus sphériques et moins
aplaties.

5.2.2 Influence de la distance sur le couplage métal-fluorophore

Aprés avoir étudié amplification du signal de fluorescence sur les films d’argent
nanorugueux en fonction de leur morphologie, nous présentons l'influence d’un autre
paramétre jouant un roéle crucial dans le couplage métal-fluorophore : la distance de
séparation. L’exaltation de la fluorescence sur un substrat miroir plan peut étre dé-
crit simplement en termes d’interférences, tandis qu'un substrat métallique rugueux
conjugue effets d’interférences et réémission de 1’énergie donnée aux plasmons de sur-
face. Le facteur d’exaltation est donc susceptible de suivre des lois, en fonction de la
distance, différentes sur les deux types de substrats.

La Figure 5.4 présente 'image de fluorescence d’un dépot de colorant (Cyanine 3)
évaporé sur un film d’argent plan (moitié basse de l'image) et un film d’argent na-
norugueux (moitié haute de l'image). Le film nanorugueux a été formé par dépots
successifs d’un film de 50 nm d’argent a T.., = 200°C et d’un film de 50 nm d’argent a
T.cn = Tymp- Les fluorophores sont séparés du métal par un gradient d’épaisseur d’alu-
mine (de 0 & 300 nm par pas de 20 nm). La Figure 5.5 présente la variation du facteur
d’amplification, calculée a partir de la Figure 5.4, pour le premier pic d’exaltation.

Les deux premiers maxima d’exaltation sont observés pour d; ~ 60 nm et dy ~
200 nm sur le film d’argent plan, et pour d; ~ 52 nm et dy ~ 205 nm sur le film
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Fi1G. 5.4: Image de fluorescence d’un film de colorant (Cyanine 3) évaporé sur un film
d’argent plan (moitié basse de I'image) et sur un film d’argent nanorugueux (moitié
haute de I’image) préalablement recouverts d’une couche d’alumine d’épaisseur variant
de 0 4 300 nm par pas de 20 nm. Le film nanorugueux est préparé par dépo6ts successifs
d’un film de 50 nm d’argent a T.., = 200°C et d’un film de 50 nm d’argent a T..,, = Toump-

d’argent nanorugueux (voir Fig. 5.4). L’émission de fluorescence est modulée par l'in-
terférence des champs d’excitation incident et réfléchi par la surface. Cependant, sur le
substrat rugueux, la fluorescence n’est pas totalement éteinte aux positions d’interfé-
rences destructives. Par exemple, a d ~ 140 nm, le signal de fluorescence est multiplié
par un facteur ~ 6,5 sur le film rugueux, par rapport a une lame de verre, et par un
facteur ~ 0,06 sur le film plan. Cette différence est due a la diffusion du champ d’ex-
citation par les anfractuosités de la surface rugueuse et, probablement, a la plus large
distribution de distances fluorophore-métal. Un des avantages du substrat rugueux,
par rapport au miroir plan, est qu’il n’y a plus de distance pour laquelle le champ
d’excitation s’annule, et a laquelle les fluorophores ne pourraient étre détectés.

L’exaltation de fluorescence est moins sélective spatialement sur le film nanorugueux
que sur le film plan. Cette sélectivité en fonction de la distance au film métallique est
évaluée en mesurant la largeur & mi-hauteur (FWHM) du pic d’exaltation (Fig. 5.5).
On constate que le pic d’exaltation est environ 40% plus large sur le film nanorugueux.
Cette particularité constitue un avantage lorsqu’il s’agit de détecter, sur un méme
substrat métallisé, deux fluorophores dont les longueurs d’onde d’excitation différent
de plusieurs dizaines de nanométres (e.g., pour les colorants Cyanine 3 et Cyanine 5
couramment utilisés ensemble comme marqueurs dans les puces & ADN).

Au premier pic d’exaltation (d = d;), le signal est amplifié d'un facteur G; ~
26 sur le film d’argent plan et Gy ~ 45 sur le film d’argent nanorugueux, soit un
gain d’exaltation de % ~ 1,7 apporté par la rugosité de surface. Cette contribution
supplémentaire a 'amplification du signal est le résultat de 'amplification locale du
champ d’excitation, et de la conversion radiative de 1’énergie des plasmons de surface

(voir Chap. 1, § 1.3.3, p.35).

Au second pic d’exaltation (d = dy), le gain apporté par la rugosité est plus faible
(x1,3) qu’au premier pic d’exaltation (x1,7). Le couplage aux plasmons de surface
décroit exponentiellement avec la distance a la surface métallique. L’extension des
champs associés aux plasmons de surface est, dans le diélectrique d’indice ng4, de 'ordre
de ﬁ (Raether 1988) (voir Chap. 1, § 1.2.3, p.16). Cela explique que ce couplage joue
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F1G. 5.5: Facteur d’exaltation de fluorescence calculé a partir de la Figure 5.5, en fonc-
tion de I’épaisseur de la couche séparatrice, sur le film d’argent plan et le film d’argent
nanorugueux. Les deux courbes sont représentées avec des échelles verticales différentes
afin de pouvoir comparer la largeur a mi-hauteur (FWHM) du premier pic d’exalta-
tion. La largeur du pic & mi-hauteur est indiquée par une double fléche et sa valeur en
nanometres.

un role majeur a d = d; ~ ﬁ et relativement mineur a d = dy ~ %.

Enfin, on note que la température du substrat, pendant le premier dépot d’argent, a
une influence sur 'efficacité d’exaltation des films nanorugueux formés par la technique
de dépot en deux étapes. Des amplifications sensiblement plus grandes ont été mesurées
dans le cas ot T, = 300°C (G = 52) que dans le cas ou T, = 200°C (G = 45). Une
température plus élevée permet de former sur le substrat des particules plus grosses
et moins aplaties, qui donnent vraisemblablement un relief plus important au film
nanorugueux. Une étude en AFM des paramétres de rugosité des films nanorugueux, en
fonction de la température de formation du film d’ilots, est nécessaire pour déterminer
une température optimale, qui renderait cette technique d’élaboration la plus efficace

possible.

5.3 Conclusion du Chapitre 5

La structuration du film métallique, & I’échelle nanométrique, est d'un grand inté-
rét car elle fait du couplage aux plasmons de surface (processus a priori défavorable
a la fluorescence car non-radiatif) un facteur d’exaltation du signal. En particulier, la
formation d’une rugosité quasi-aléatoire permet un couplage lumiére/plasmon optimal
et parfaitement adapté aux applications d’imagerie en biologie, puisqu’elle est compa-
tible avec les dispositifs de microscopie standard. Les films métalliques nanorugueux
combinent les avantages des films plans (effet miroir) et des films d’agrégats métal-
liques (effet plasmonique), tout en étant plus polyvalents que les réseaux métalliques
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périodiques.

Nous avons proposé une technique d’élaboration de films nanostructurés en deux
étapes de dépot successifs, respectivement a température élevée puis a température
ambiante. Nous avons étudié en AFM la topographie des films nanorugueux formés
de cette facon, et avons caractérisé leur rugosité de surface au moyen de deux pa-
ramétres choisis pour leur lien avec les propriétés optiques des surfaces métalliques.
Ces deux paramétres sont la moyenne quadratique R, du profil de la surface et sa
période spatiale caractéristique o. Nous avons montré que cette technique d’élabora-
tion permet, en adaptant la quantité de métal déposée, de controler la rugosité du
film formé, et d’ajuster le paramétre o pour que la périodicité de la surface métallique
soit favorable au couplage entre la lumiére et les plasmons de surface. Pour cela, le
vecteur de Bragg doit étre de 'ordre du vecteur d’onde des plasmons de surface, i.e.,
l ~ k2 ~ 1 —10 pm~'. Nous montrons qu'un film nanorugueux, formé par depot
de 60 nm d’argent a T.., = 300°C puis de 60 nm d’argent & température ambiante,
présente des parametres de rugosité R, = 16 nm et o = 110 nm (; =9,1 pum™1), et
fournit une amplification du signal de fluorescence d’un facteur 52, soit un gain d’un
facteur 1,9 par rapport a un film d’argent plan (pour la Rhodamine B et une couche
d’alumine séparatrice de 60 nm). Ce gain est di a I'excitation résonante des plasmons
de surface par la lumiére incidente, et & la diffusion des plasmons hors du plan de la
surface métallique (conversion radiative de ’énergie des plasmons) (Le Moal 2006).

L’exaltation de fluorescence sur les films métalliques nanorugueux présente égale-
ment 'avantage d’étre moins sélective en fonction de la distance fluorophore/métal, ce
qui est un atout considérable pour ’amplification, sur un méme substrat, de plusieurs
fluorophores s’excitant ou émettant a des longueurs d’onde différentes.

Nous avons testé plusieurs autres méthodes pour accroitre la rugosité d’un film
métallique, notamment la structuration du substrat de verre avant dépot d’un film mé-
tallique continu. L’action chimique (attaque a l’acide fluorhydrique), physique (gravure
par faisceau d’électrons) et mécanique (microabrasion par jet de microbilles d’alumine),
sont des options pour la structuration du verre. Ces méthodes se sont révélées ineffi-
caces car elles ne permettent pas de structurer la surface a des fréquences spatiales
suffisamment élevées. La rugosité obtenue par attaque chimique est conditionnée par
la démixion du verre, et la rugosité obtenue par microabrasion dépend fortement de la
taille des microbilles utilisées. Celles-ci sont généralement beaucoup trop grosses (plu-
sieurs dizaines de micrométres) comparées aux nanostructures que 1’on souhaite former
a la surface du substrat.

On peut également envisager de couvrir la surface du substrat avec des nanoob-
jets dont la taille correspond a la rugosité souhaitée pour le film métallique (e.g., en
déposant des nanobilles de silice par spin-coating sur une lame de verre).

L’étude expérimentale présentée dans la Chapitre 5 a permis de valider la technique
d’élaboration des films rugueux. Le perfectionnement de cette technique nécessite de
nouvelles études systématiques, notamment sur I'influence de la température de dépot
et du taux de couverture.
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Chapitre 6

Applications aux puces a ADN

La détection de fluorescence est devenue la méthode de choix pour une majorité
d’applications aux sciences de la vie. Nous décrivons ici le développement et 'utilisation
de substrats métallisés qui exaltent significativement le signal de fluorescence, pour des
applications biomédicales.

Comme nous ’avons montré dans le Chapitre 4, la présence d’une surface métallique
plane modifie le comportement optique des fluorophores (voir § 4.1, p.104). Les effets
d’exaltation a l'excitation et a I’émission sont particuliecrement avantageux pour des
études de processus biologiques se déroulant relativement prés de la surface ou, du
moins, & une distance bien définie (voir § 4.1.4, p.111). De tels processus peuvent
étre la reconnaissance d’entités a la surface d’un biocapteur ou I’hybridation d’un brin
d’ADN a la surface d'une puce. D’autre part, la structuration de la surface métallique a
I’échelle nanométrique permet d’accroitre 'efficacité de I'exaltation de fluorescence ainsi
que son confinement spatial (voir Chap. 5, p.137). Nous présentons dans le Chapitre 6
I’application des surfaces métalliques planes et nanostructurées aux puces & ADN. Cette
étude a été menée en collaboration avec l'entreprise Genescore.

6.1 Préparation des puces a ADN

6.1.1 Démonstration de principe

Nous avons fait une démonstration de principe, en appliquant nos substrats a la
détection d’'une séquence unique d’ADN, en I'absence d’autres séquences différentes.
Pour cela, nous avons utilisé des oligonucléotides sens et anti-sens. Dans ce cas, toutes
les sondes sont identiques, toutes les cibles sont également identiques, et les cibles et
les sondes sont des séquences de bases parfaitement complémentaires (Foy 2001).

Les oligonucléotides cibles sont marqués avec des fluorophores et ’hybridation des
cibles avec les sondes fixées sur la lame est détectée par excitation de la fluorescence

149
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de ces fluorophores. Sur les puces & ADN, deux fluorophores différents sont générale-
ment utilisés, pour comparer I'expression des génes dans deux échantillons différents.
Avec notre méthode d’hybridation non-spécifique, les deux fluorophores sont détectés
en concentrations égales au niveau de chacun des spots de la puce. Pour mener une
étude rigoureuse de 'exaltation de fluorescence et éliminer les phénomenes de crosstalk
(détection parasite due aux limites du filtrage spectral), nous avons souhaité réaliser
deux séries de spots différentes — respectivement marquées Cyanine 3 et Cyanine 5 —
sur une méme puce. Pour cela, nous avons marqué les sondes plutdt que les cibles,
et réalisé I’hybridation avec des oligonucléotides cibles non-marqués. Pour les expé-
riences n’impliquant qu'un seul fluorophore, nous avons appliqué la méthode décrite
précédemment.

6.1.2 Mesure de I’épaisseur de la couche de polymére

Lorsqu’on utilise des lames miroirs pour amplifier le signal de fluorescence, il est
nécessaire d’ajuster la distance séparant les fluorophores de la surface réfléchissante. En
effet, I'intensité de la fluorescence dépend de la position des fluorophores par rapport
aux ventres et nceuds du champ local d’excitation (voir § 4.1.1, p.104). Dans notre
étude, cette distance est contrélée par une couche d’alumine. Dans les puces & ADN
développées par Genescore, les oligonucléotides-sondes sont greffés sur une couche de
polymeére (polyéthylene glycol, PEG) préalablement déposée sur les substrats de verre
(voir § 2.2.1.2, p.68). La présence de cette couche de polymeére est a prendre en compte
pour déterminer I'épaisseur optimale de la couche d’alumine permettant de maximiser
I’amplification du signal de fluorescence. Il est nécessaire d’évaluer I’épaisseur équiva-
lente d’alumine correspondant a la couche de PEG (eppq).

Pour ce faire, nous avons déposé une couche de PEG sur la moitié d’un substrat de
type miroir plan. Le substrat est une lame de verre couverte d’un film d’argent (60 nm)
et d'un gradient d’épaisseur d’alumine (de 0 & 95 nm par pas de 5 nm). Un colorant
(Rhodamine B, 0,1 MC) est ensuite évaporé sur la totalité de la surface.

La Figure 6.1 montre 'image de fluorescence (a) de cet échantillon, réalisée au
moyen du lecteur de puces & ADN, et les profils d’intensité (b) mesurés en fonction
de I'épaisseur de la couche d’alumine, dans la zone du substrat couverte (ligne rouge)
du polymére et dans celle qui ne 'est pas (ligne noire). Les deux courbes obtenues
sont décalées I'une par rapport a 'autre, d’un intervalle directement relié a 1’épaisseur
de la couche de polymeére. L’épaisseur équivalente eppg est évaluée en ajustant aux
profils d’intensité la courbe théorique calculée au moyen du modéle présenté dans le
Chapitre 4, en entrant comme parameétres les caractéristiques de la Rhodamine B.

La courbe théorique obtenue avec le modéle s’ajuste bien a la variation du signal de
fluorescence mesurée expérimentalement dans la zone "sans PEG" (les deux courbes
sont centrées en d; = 58 nm). Un bon ajustement avec la variation du signal mesurée
dans la zone "avec PEG" est obtenu en décalant la courbe théorique dun intervalle
Ad = (8,5 £ 0,5) nm vers l'origine. La méthode décrite donne eppe avec une préci-
sion nanométrique : eppg = Ad = (8,5 + 0,5) nm. L’incertitude sur eppq est liée a
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la nature du gradient d’alumine. Notre dispositif expérimental nous permet de réali-
ser uniquement un gradient en marches (I’épaisseur varie par palier). La précision de
cette méthode peut étre améliorée en réalisant un gradient continu et en controlant a
posteriort ’épaisseur de la couche d’alumine.

Cette méthode est basée sur le méme principe que la microscopie a contraste d’in-
terférences en fluorescence (Fluorescence Interference-Contrast microscopy, FLIC). La
technique FLIC a été développée par Fromherz et al. pour mesurer I'épaisseur de cel-
lules biologiques (Iwanaga 2001, Kiessling 2003, Lambacher 2004). Elle utilise comme
substrat réfléchissant une puce de silicium (Si/SiO2). En utilisant une lame miroir d’ar-
gent plutét qu'une puce de silicium, nous avons bénéficié des effets de I'exaltation de
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FIG. 6.1: Evaluation de ’épaisseur équivalente epp d’une couche de polyéthyléne glycol
(PEG), par imagerie a contraste d’interférences en fluorescence. (a) Image de fluores-
cence. (b) Profils d’intensité (en unités arbitraires) mesurés dans la zone sans PEG (ligne
noire) et dans la zone avec PEG (ligne rouge), et variation théorique du signal de fluo-
rescence en fonction de 1’épaisseur de la couche d’alumine d (ligne en pointillés noirs) et
décalée d’un intervalle Ad = 8,5 nm vers l’origine (ligne en pointillés rouges).

6.2 Amplification du signal de fluorescence

Deux techniques d’amplification du signal sur les puces & ADN, basées sur des
substrats métallisés, sont présentées dans cette étude. La premiére (§ 6.2.1), qui utilise
des lames miroirs, tire profit de phénomeénes d’interférence pour accroitre les taux
d’excitation et d’émission des sondes fluorescentes, et de la redirection de la lumiére
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émise pour améliorer lefficacité de collection. La seconde (§ 6.2.2), qui utilise des
lames métallisées nanorugueuses, trouve un bénéfice supplémentaire dans le couplage
aux plasmons de surface.

6.2.1 Sur un film métallique plan

Nous présentons ici la premiére méthode. Nous avons réalisé une puce a ADN sur
une lame de verre dont la moitié a été préalablement recouverte d’un film d’argent
d’épaisseur 50 nm et d’une couche d’alumine avec un gradient d’épaisseur allant de
0 & 130 nm par pas de 10 nm. Des oligonucléotides tous identiques (les sondes) sont
greffés en grand nombre en des zones définies de la puce (les spots). Quatre séries de
quatre rangées de spots sont formées sur la lame : deux séries sur la partie métallisée
et deux autres sur la partie inerte. Dans une des séries de chaque partie de la lame, les
oligonucléotides sont marqués avec des fluorophores Cyanine 3; dans 'autre, ils sont
marqués avec des fluorophores Cyanine 5. La Figure 6.2a présente schématiquement
I’emplacement des séries de spots sur les zones métallisées et non-métallisées de la lame,
et indique le sens croissant du gradient d’épaisseur de la couche d’alumine.

L’image de fluorescence de la puce est réalisée dans le scanner de lecture. Les Figures
6.2b et 6.2c correspondent respectivement a la détection de la Cyanine 3 et de la
Cyanine 5. Les images (d-g) sont les détails de I'image de fluorescence : marquage
Cyanine 3 sur miroir plan (d) et sur verre nu (e) ; marquage Cyanine 5 sur miroir plan
(f) et sur verre nu (g). Le signal étant trés faible sur le verre, la puissance d’excitation
¢té multipliée par 16 pour 'acquisition des images (e) et (g).

On observe que la présence du film d’argent permet soit d’exalter, soit d’atténuer le
signal de fluorescence, suivant 1’épaisseur de la couche séparatrice d’alumine. Il existe
une épaisseur optimale qui maximise le facteur d’exaltation. On mesure, pour la Cya-
nine 3 comme pour la Cyanine 5, un facteur d’exaltation maximal Goysz ~ Geys ~ 24,
proche de la valeur théorique calculée avec le modeéle présenté dans le Chapitre 4
(G g~ 28,41 et G5 ~ 28,6).

Comme nous 'avons montré dans le Chapitre 4 (voir § 4.1, p.104), cette exaltation
de fluorescence est due a 'action conjuguée de trois mécanismes : 'interférence des
champs incident et réfléchi (exaltation a I'excitation) ; I'interaction du dipole d’émission
avec son image dans le miroir (exaltation a 1’émission) ; la redirection du lobe d’émission
vers 'entrée de 'objectif du scanner (amélioration de 'efficacité de collection).

Conformément au modéele, I'épaisseur d’alumine optimale est plus grande pour la
Cyanine 5 (dgLy5 ~ 74 nm) que pour la Cyanine 3 (d’gy3 ~ 59 nm). A priori, ce dé-
calage est un handicap puisque, sur une puce, il faut pouvoir détecter la présence des
deux fluorophores au niveau de chacun des spots. Cependant, d’aprés le modéle, il
existe une épaisseur optimale (cl'Zwly&Cy5 ~ 66 nm) permettant d’assurer simultanément,

'Le gain théorique Gtchy3 ~ 28,4 a été calculé en considérant la valeur du rendement quantique
initial de la Cyanine 3 (Qo = 0, 14) obtenue précédemment (voir § 4.1.4.1, p.111) par ajustement du
modéle aux données expérimentales.
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pour les deux fluorophores, un facteur d’exaltation égal & ~ 89% du facteur maximal
obtenu pour chaque type de fluorophore séparément. En considérant le facteur d’exal-
tation mesuré expérimentalement, on peut prévoir dans ce cas un signal exalté d'un
facteur Ggfy&cw ~ 0,89 x 24 ~ 21 sur I'’ensemble de la puce, pour les deux marqueurs
fluorescents.

Fi1Gc. 6.2: Puce a ADN réalisée sur un substrat miroir, constitué d’une lame de verre
couverte d’un film d’argent plan et d’une couche séparatrice d’alumine. (a) Schéma de
la puce indiquant ’emplacement des spots marqués Cyanine 3 et Cyanine 5, la partition
entre les zones métallisées et non-métallisées du substrat, et le sens croissant du gradient
d’épaisseur de la couche d’alumine. (b-g) Images de fluorescence réalisées dans un lecteur
de puces a ADN de type scanner. (b-c) Images de fluorescence de la puce a ADN :
détection de la Cyanine 3 (b) et de la Cyanine 5 (c). (d-g) Détails de la puce a ADN :
spots marqués Cyanine 3 sur le miroir (d) et sur le verre nu (e) ; spots marqués Cyanine 5
sur le miroir (f) et sur le verre nu (g). Pour les images (e) et (g), la puissance d’excitation
a été augmentée d’un facteur 16.

6.2.2 Sur un film métallique nanostructuré

Comme nous l’avons vu dans le Chapitre 5 pour les dépots de colorants (voir § 5.2.2,
p.144), le controle de la rugosité de la surface métallique donne la possibilité d’amplifier
davantage le signal de fluorescence, en faisant du couplage aux plasmons de surface une
source d’exaltation plutot que d’atténuation de I’émission radiative. Nous comparons
ici l'efficacité des films métalliques plans et nanostructurés comme substrats amplifiant
le signal de fluorescence pour les puces a ADN.



154 CHAPITRE 6. Applications aux puces & ADN
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F1G. 6.3: Puce & ADN réalisée sur un substrat métallisé, constitué d’une lame de verre
couverte d’un film d’argent nanorugueux et d’une couche séparatrice d’alumine. (a)
Schéma de la puce indiquant ’emplacement des spots marqués Cyanine 3, la partition
entre les zones métallisées (film plan et film nanorugueux) et non-métallisées du sub-
strat, et le sens croissant du gradient d’épaisseur de la couche d’alumine. (b) Image de
fluorescence de la puce a ADN. (c-e) Détails de la puce & ADN : sur le film d’argent
nanorugueux (c), le film d’argent plan (d), le verre nu (e). Les conditions d’observation
sont identiques pour les images (c-e).

Nous avons réalisé une puce & ADN sur une lame de verre présentant trois zones
différentes (voir Fig. 6.3a) : une zone de verre nu; une zone couverte d'un film d’argent
plan ; une zone couverte d'un film d’argent rugueux réalisé suivant la méthode décrite
dans le Chapitre 5 (§ 5.1.1, p.138). Les régions métallisées de la lame sont couvertes
d’une couche d’alumine avec un gradient d’épaisseur allant de 0 & 300 nm par pas de
20 nm.

L’image de fluorescence de la puce (marquage Cyanine 3 uniquement) est réalisée
dans le scanner de lecture, sous excitation a A, = 543 nm (Fig. 6.3b). Pour les trois
zones de la puce, un détail de I'image de fluorescence est présenté (Fig. 6.3c-e). Notez
que les conditions d’excitation et de détection sont les mémes pour ces trois images.
Ici, le gradient d’épaisseur d’alumine va jusqu’a 300 nm, ce qui permet de voir les deux
premiers pics d’exaltation de fluorescence en fonction de la distance d.

L’augmentation de la rugosité du film d’argent permet d’accroitre le facteur d’exal-
tation de fluorescence. Cet effet est di au couplage de la lumiére incidente avec les
plasmons de surface (effet plasmonique a 'excitation) et a la conversion radiative de
I'énergie transférée par les fluorophores au film métallique (effet plasmonique & 1’émis-
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sion).

Similairement & ce qui a été observé pour les films de colorants (voir Chap. 5,
§ 5.2.2, p.144), le signal est amplifié pour toutes les distances comprises entre 0 et
300 nm. Un maximum d’exaltation GG; ~ 42 est mesuré pour le premier pic d’exaltation,
soit un facteur ~ 1,7 fois plus grand que sur un film d’argent plan. Ce coefficient
supplémentaire gagné grace a la rugosité est semblable a celui mesuré avec les films
de colorant (~ 1,7). Comme pour les films de colorant, U'effet de la rugosité est plus
modeste pour le second pic d’exaltation : le facteur d’exaltation est alors ~ 1,1 fois
plus grand que sur un film d’argent plan (~ 1,3 pour les films de colorant).

6.2.3 Dispersion du signal de fluorescence

Comme nous 'avons vu dans le Chapitre 5 (p.137), les processus qui permettent le
couplage du champ incident avec les plasmons de surface, et la conversion radiative de
I’énergie qui leur est transmise, sont multiples et complexes. Notamment, la rugosité
perturbe la propagation des plasmons a la surface du film. La localisation des plasmons
de surface dans les anfractuosités du film métallique fait apparaitre de fortes résonances
a lexcitation, lesquelles sont associées a d’intenses champs électriques évanescents (les
points chauds). I est nécessaire, pour toutes les applications en imagerie, que 'am-
plification du signal de fluorescence soit homogéne. Dans le cas des puces & ADN, en
particulier, il est essentiel que les études quantitatives (e.g., mesure de 'expression
d’un géne) puissent étre réalisées indifféremment sur un substrat standard et une lame
métallisée. Pour le vérifier, nous avons comparé les distributions des signaux de fluo-
rescence mesurés pour des spots identiques sur trois types de substrats différents : une
lame de verre, une lame miroir, et une lame métallisée nanorugueuse.

La Figure 6.4 montre les résultats de cette étude. Pour chacun des substrats, une
région de (2 x 2) mm?, contenant neuf spots, est sélectionnée (Fig. 6.4a,c,e). Pour les
lames métallisées, la couche d’alumine recouvrant le film d’argent est d’épaisseur opti-
male (50 nm) pour assurer le maximum d’exaltation. En outre, la puissance d’excitation
est réduite pour obtenir un signal d’émission comparable & celui mesuré sur la lame
de verre. La distribution du signal est calculée dans la région sélectionnée?, a 'aide de
la fonction Histogram du logiciel ImageJ® (Fig. 6.4b,d,f). Les données expérimentales
(ligne noire) sont analysées par ajustement d’une fonction de distribution gaussienne
(ligne rouge). La dispersion du signal est évaluée par le parameétre 0 /1, 0U 0 €t L0y
sont respectivement 1’écart-type et la valeur moyenne de la distribution gaussienne.

Les images de fluorescence (Fig. 6.4a,c,e) ont été réalisées avec le scanner de lecture
des puces & ADN, en choisissant la résolution latérale maximale de I’appareil : 1 pixel
= (5 x 5) pm?. Sur la lame de verre (Fig. 6.4a), les variations du signal observées au

2L’analyse statistique du signal est réalisée sur une zone de (2x2) mm? de la puce, soit (400 x400) =
160000 pixels (résolution de I'image : 1 pixel = 5 pm).

3Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA,
http ://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2006.
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Fic. 6.4: Dispersion du signal de fluorescence sur une puce a ADN. (a,c,e) Détails
d’images de fluorescence de puces & ADN réalisées sur (a) une lame de verre stan-
dard, (c¢) une lame miroir d’argent, (e¢) un film d’argent rugueux (dans les conditions
maximisant I’exaltation de fluorescence). La résolution des images est de 5 um (1 pixel
=5 um x 5 pum). L’intensité du signal est représentée en ordonnées (axe vertical) et
codée en niveaux de gris. Afin de mettre en évidence le contour des spots, le niveau
de signal le plus bas est codé en blanc. Les zones de la puce représentées en (a), (c)
et (e), correspondent chacune a une aire de 4 mm?, soit 160000 pixels, et présentent
une sélection de 9 spots identiques. (b,d,f) Histogrammes de l’intensité des signaux de
fluorescence détectés sur ces trois types de puces, réalisés par analyse statistique des
images (a), (c) et (e). Les histogrammes sont étudiés par ajustement d’une distribution
gaussienne. Les résultats de cette étude sont présentés dans le Tableau 6.1.
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niveau des spots sont dues & une densité inhomogéne de sondes greffées a la surface
du substrat. Cette inhomogénéité se traduit par une large distribution du signal de
fluorescence (Fig. 6.4b). Le pic centré sur l'origine de la distribution est associé¢ au
bruit de fond détecté entre les spots. L’analyse des distributions est indispensable
pour déterminer si les variations de signal observées sur les deux autres images de
fluorescence (Fig. 6.4c,e) sont uniquement dues a la densité hétérogéne de sondes, ou
si elles sont induites par la présence du film métallique. Les résultats de cette analyse
sont présentés dans le Tableau 6.1.

Substrat R? 0 /Loy
Verre nu 0,998 0,42 40,02
Film plan (Ag) 0,963 0,38 +0,01

Film nanorugueux (Ag) 0,965 0,35+ 0,01

TAB. 6.1: Analyse des distributions en intensité du signal de fluorescence mesuré sur une
puce & ADN, avec pour substrat une lame de verre nue, un film d’argent plan, et un
film d’argent nanorugueux (Fig. 6.4). R? : coefficient de détermination pour I’ajustement
d’une fonction de distribution gaussienne. o/I,,,, : dispersion relative de ’intensité du
signal.

Tout d’abord, le coefficient de détermination R?, qui renseigne sur 'accord entre
le modéle de distribution gaussienne et les données expérimentales, est proche de 1 et
différe peu d’un substrat a I'autre. Cela indique que la distribution du signal est effec-
tivement de type gaussien, sur un substrat standard comme sur une lame métallisée.
Le taux d’excitation est donc suffisamment faible pour que la distribution du signal ne
soit pas modifiée par la saturation des fluorophores. Dans ces conditions, ’exaltation
de fluorescence est parfaitement linéaire.

D’autre part, la dispersion du signal est relativement constante. Le calcul donne
0 /Loy = (0,42£0,02) sur la lame de verre, 0/, = (0,38+0,01) sur la lame miroir,
et 0/Lnoy = (0,35 £ 0,01) sur la lame métallisée nanorugueuse. La présence du film
métallique n’induit pas d’élargissement de la distribution du signal. On peut conclure
que les variations de signal observées sur les images de fluorescence (Fig. 6.4c,e) sont
uniquement dues & 'inhomogénéité de la densité de sondes.

L’existence des points chauds implique que l'exaltation de fluorescence est hété-
rogéne a ’échelle des structures de surface du film nanorugueux (typiquement 10 —
100 nm). Mais a I’échelle de la résolution maximale des scanners de lecture de biopuce
(typiquement quelques micrométres), ces variations locales sont moyennées et I’ampli-
fication du signal détecté est homogéne. De plus, la distance séparant les fluorophores
du film métallique (50 & 60 nm) est un facteur supplémentaire d’amortissement des
variations locales du champ d’excitation.
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6.3 Conclusion du Chapitre 6

Dans ce chapitre, nous avons fait une démonstration de principe de l'intérét d’uti-
liser des lames métallisées comme substrats pour les puces & ADN. Nous avons mesuré
expérimentalement une amplification du signal d’un facteur G = 24 sur un film d’ar-
gent plan (pour les marqueurs Cyanine 3 et Cyanine 5) et d’un facteur G = 42 sur un
film d’argent nanorugueux (pour le marqueur Cyanine 3). Ces valeurs de gains vérifient
les résultats présentés dans les Chapitres 4 et 5, obtenus pour des films de colorants.
Notez que le facteur d’exaltation obtenu pour la Cyanine 3, sur un film d’argent nano-
rugueux, est plus de deux fois supérieur & celui obtenu sur les lames Amplislide™™ de
Genewave (Geys = 20, voir Fig. 1.25, p.51).

Les positions optimales des sondes par rapport au métal sont différentes pour les
marqueurs Cyanine 3 et Cyanine 5, car elles dépendent des longueurs d’onde d’excita-
tion. Grace au modeéle dipolaire, nous avons montré qu’une position intermédiaire per-
met d’amplifier la fluorescence des deux marqueurs sur une méme puce, d’'un méme fac-
teur G ~ 21, ce qui est utile pour le marquage bicolore Cy3/Cy5 couramment utilisé
sur les puces & ADN. Sur un film d’argent nanorugueux, cette condition sur la distance
optimale est moins stricte, en raison de la distribution de distances fluorophore-métal
(voir Fig. 5.5, p.146), ce qui est un avantage pour le marquage bicolore. Les résul-
tats présentés dans ce chapitre ont été obtenus en utilisant un dispositif commercial
standard (lecteur de puces & ADN ScanArray Lite, Perkin Elmer Life Sciences). Cest
un avantage considérable par rapport aux systémes d’excitation en ondes évanescentes
(Budach 1999, Neuschéfer 2003) qui nécessitent un dispositif spécifique et cotiteux.

Nous avons montré que la présence du substrat métallique ne modifie ni la nature
gaussienne de la distribution du signal (liée & I'hétérogénéité de la densité de sondes au
niveau des spots), ni sa dispersion. Le caractére linéaire de I’exaltation de fluorescence
permet de réaliser des mesures quantitatives reproductibles sur une lame meétallisée
comme sur une lame de verre nue.

La photostabilisation des fluorophores en présence d’un substrat (voir § 4.3, p.124)
est également un avantage pour I'application des substrats métallisés aux puces & ADN.
En raison du photoblanchiment des fluorophores, le signal de fluorescence baisse en in-
tensité a chaque lecture de la puce, ce qui limite les multiples lectures et les mesures
quantitatives. En particulier, si la puce n’est pas lue en entier mais qu’'une région d’in-
térét est analysée un plus grand nombre de fois (ou avec une puissance d’excitation plus
grande), alors il n’est plus possible de quantifier de maniére fiable ’expression des génes
sur ’ensemble de la puce. Une réduction significative de I'effet du photoblanchiment,
sur les lames métallisées, est donc un gain de fiabilité pour les mesures quantitatives.

Sur un substrat métallisé, la sensibilité & la détection du signal de fluorescence
est grandement améliorée, permettant ainsi de réaliser des mesures quantitatives plus
fiables et de suivre I’évolution de l’expression des génes avec plus de précision. En
outre, de plus faibles quantités de matériel génétique sont alors nécessaires pour le
diagnostic médical tout au long d’une cure pour évaluer l'efficacité d’un traitement
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génique. Ce point est également d’un grand intérét pour des applications en embryo-
logie. Des biopsies anténatales de plus petites tailles seront nécessaires, réduisant la
perturbation et la mise en danger du développement futur du feetus. Enfin, pour des
rapports signal-a-bruit comparables, une amplification du signal de fluorescence offre
la possibilité de réduire la puissance de la source d’excitation, réduisant ainsi les effets
de photoblanchiment. Une puce & ADN peut alors étre lue plusieurs fois avec des ré-
sultats reproductibles. Dans un futur proche, les substrats actifs pourraient également
contribuer & I'amélioration des puces basées sur la microfluidique ou les systémes "
labo-sur-puces " (lab-on-a-chip), pour des applications dans le diagnostic de maladies,
la découverte de médicaments ou la recherche toxicologique (Shi 2002).
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Chapitre 7

Application a I'imagerie cellulaire et
tissulaire

Dans le Chapitre 6, nous avons démontré I'intérét technologique et pratique de
I'utilisation de surfaces métalliques planes et nanostructurées comme substrats pour
les puces & ADN.

Jusqu’a maintenant, 1'utilisation de substrats métallisés exaltant la fluorescence
était limitée aux biocapteurs et aux biopuces (Stranik 2005, Sabanayagam 2007). Ces
substrats (en général des films d’ilots d’argent), disponibles dans le commerce, sont
congus pour exalter le signal émis par les fluorophores situés trés prés de la surface.
L’effet d’exaltation est en effet confiné dans la zone des quelques dix premiers nano-
metres (Mayer 2001). Par conséquent, ces substrats ne sont pas destinés a étre utilisés
avec des échantillons biologiques d’épaisseur micrométrique. Pour de tels échantillons,
de simples lames de microscopes traitées pour réfléchir la lumiére (dépdt d’un film
métallique continu et plan) fournissent d’efficaces substrats exaltant la fluorescence.

La distribution de distance fluorophore-miroir est beaucoup plus large lorsque ’échan-
tillon fluorescent est une cellule biologique de taille micrométrique. L’exaltation de la
fluorescence, moyennée sur 1’épaisseur de 1’échantillon, est alors principalement due a
I’amélioration de efficacité de collection (Mattheyses 2005), en particulier avec des ob-
jectifs de microscope a air de faible grossissement (§ 4.2, p.119). L’utilisation de lames
miroirs apporte un gain suffisant pour réaliser une imagerie de haute sensibilité tout
en conservant un large champ d’observation et une grande profondeur de champ, deux
avancées majeures pour les analyses de routine et & haut débit (application & 1’examen
diagnostique). Nous avons appliqué cette technique a I'imagerie de cellules épithéliales
pour la cancérologie (§ 7.1, p.162), et a I'imagerie de sections tissulaires et 1’analyse
cytogénétique pour le diagnostic médical (§ 7.2, p.169).

Ces lames miroirs fournissent une exaltation significative du signal pour I'imagerie
d’échantillons biologiques d’épaisseur micrométrique, avec des objectifs de microscope
standard & air. Un champ d’observation plus large et une profondeur de champ plus
grande peuvent ainsi étre conservés, ce qui est d'un grand intérét pour I'imagerie cel-
lulaire et tissulaire, pour I'analyse biologique et le diagnostic médical.

161
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7.1 Imagerie de cellules épithéliales pour la
cancérologie

Nous avons appliqué notre méthode a I'imagerie de fluorescence de cellules de rein de
chien, lesquelles sont des sujets modéles pour I’étude des structures intracellulaires dans
les cellules épithéliales, tout particuliérement dans le contexte de la recherche contre
le cancer (Vasiliev 2004, Kim 2005, Burgess 2005). Des études statistiques, menées
sur des cellules épithéliales, permettent d’évaluer la proportion de cellules présentant
une structure interne anormale, en fonction de perturbations externes ou de I'action de
médicaments. De telles études nécessitent a la fois un large champ d’observation (faible
grossissement) pour disposer d’une population statistique représentative, et d’un fort
contraste (signal et rapport signal-a-bruit élevés) pour réaliser un diagnostic précis.
Nous avons mené des travaux théoriques et expérimentaux afin de démontrer 'intérét
des substrats miroirs pour ’amélioration de la brillance et du contraste de I'image de
fluorescence (Le Moal 2007a).

7.1.1 Images de fluorescence

Nous avons fait croitre une monocouche de cellules de rein de chien sur une lame
maroir, a savoir une lame de microscope préalablement couverte d’un film d’argent plan
d’épaisseur 60 nm (voir méthodes § 2.2.2, p.71). Les cellules ont été marquées avec des
sondes fluorescentes suivant la technique d’immunofluorescence décrite précédemment.
Les microtubules des cellules ont été marqués avec la eGFP ; les appareils de Golgi avec
I’Alexa 633 ; les mitochondries avec le Mitotracker Red CMXRos.

La Figure 7.1 est une superposition (en fausses couleurs) de trois images de fluores-
cence obtenues avec trois jeux de filtres différents (voir Tab. 2.2, p.75), chaque image
correspondant a la détection de 'un des trois biomarqueurs utilisés dans le marquage
des cellules (rouge pour la eGFP, vert pour 1’Alexa 633, et bleu pour le Mitotracker).
Le signal de fluorescence a été collecté au moyen d’un objectif x20 & air, d’ouverture
numérique 0,4, en configuration d’épifluorescence. Dans la Figure 7.1, le film d’argent
a été partiellement arraché de telle sorte qu’'une fine bande est dépourvue de métal et
laisse apparaitre le verre nu (région sombre en bas de I'image). Le signal provenant des
cellules situées dans cette bande sans métal sert de référence pour évaluer le facteur
d’exaltation. Une autre région du substrat (zone uniforme et sombre dans en haut a
droite de I'image) est dépourvue de cellules. Cette région est utilisée pour mesurer le
niveau moyen de bruit directement sur la surface de métal. L’observation de la Fi-
gure 7.1 révéle une augmentation significative de 'intensité du signal et du contraste
de I'image. En examinant la région dépourvue de cellules, on constate que la présence
du film métallique produit un fond lumineux relativement bas comparé au bruit de
fond enregistré dans la région sans métal. Ces premiéres observations plaident pour
une amélioration du rapport signal-a-bruit sur le miroir métallique.
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Fi1G. 7.1: Image de fluorescence plein-champ, en fausses couleurs, de cellules de rein de
chien sur une lame miroir (lame de verre couverte d’un film d’argent plan). Les signaux de
fluorescence des trois canaux de ’image tricolore sont associés aux microtubules (rouge),
aux appareils de Golgi (vert) et aux mitochondries (bleu). La fluorescence émise est
collectée au moyen d’un objective de microscope x20 d’ouverture numeérique 0,4. Une
région du substrat est dépourvue d’argent (bande horizontale sombre) de telle sorte que
P’échantillon est en contact direct avec la surface de verre nue. Les mesures réalisées
dans cette région sont utilisées comme référence pour le calcul des facteurs d’exaltation.
L’image représente une zone de dimensions 436 pum x 345 pm. Un zone d’intérét délimitée
en pointillés blancs est agrandie dans la Figure 7.2.
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Fi1c. 7.2: Agrandissement d’une région d’intérét extraite de la Figure 7.1 (cadre blanc)
présentant a la fois une partie métallisée (moitié haute) et une partie nue (moitié basse).
(a) Image de fluorescence en fausses couleurs (rouge, vert, bleu). (b-d) Images corres-
pondant au signal de fluorescence associé aux différents organites des cellules : (b) mi-
crotubules (marquage eGFP, canal rouge); (c) appareil de Golgi (marquage Alexa 633,
canal vert) ; (d) mitochondries (marquage Mitotracker, canal bleu). La zone représentée
a pour dimensions 76 um x 33 pum. Les profils d’intensité du signal, mesurés sur les deux
segments indiqués en Figure 7.2a, sont présentés en Figure 7.3.
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Cette amélioration aurait probablement pu étre obtenue en changeant uniquement
I’objectif du microscope par un objectif de plus grande ouverture numérique et de
plus fort grossissement, mais le champ de vision aurait été réduit. Ici, 'intensité et
le contraste de I'image de fluorescence sont amplifiés, tout en conservant une vision
large-champ permettant l'observation simultanée d’environ 200 cellules, ce qui est un
avantage considérable pour les études statistiques en cytologie.

La Figure 7.2 est un agrandissement d’une région d’intérét, extraite de la Figure 7.1,
qui comprend une zone métallisée (partie haute de I'image) et une zone non-métallisée
(partie basse de I'image). Les images de fluorescence (en niveaux de gris) correspondant
a chacun des canaux de l'image en fausses couleurs (Fig. 7.2a) sont présentées en
Figures 7.2b-d. Les signaux de fluorescence des marqueurs eGFP (Fig. 7.2b), Alexa 633
(Fig. 7.2c) et Mitotracker (Fig. 7.2d), détectés sur la partie métallisée de la lame miroir,
sont visiblement amplifiés par rapport & la partie non-métallisée. L’amplification du
signal permet de distinguer davantage de détails de la structure interne de la cellule.
Une localisation plus précise des mitochondries (Fig. 7.2d) et des appareils de Golgi
(Fig. 7.2c) est rendue possible par le gain de contraste de l'image. Alors qu’il est
relativement difficile, sur le verre, de déterminer ou "s’arrétent" les cellules, I'extrémité
des microtubules (Fig. 7.2b) apparait lisiblement sur la partie métallisée de la lame.

Un profil d’intensité du signal a été mesuré pour une cellule de chacune des deux
zones de la lame, de fagon a mettre en évidence I'amplification du signal. Les lignes
noires et rouges en Figure 7.3 représentent le signal mesuré (le long des segments
blancs) respectivement dans les zones métallisées et non-métallisées de la Figure 7.2a.
Une amplification d’un facteur 3 a 4 est estimée a partir de la Figure 7.3. Cette méthode
est directe mais peu précise : elle ne permet ni de calculer le facteur d’exaltation moyen,
ni de vérifier I’homogénéité de I’exaltation sur I’ensemble de 1’échantillon. Pour cela, il
est nécessaire de procéder a une étude statistique des variations du signal.
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Fi1G. 7.3: Profils d’intensité du signal de fluorescence mesurés le long d’une ligne tra-
versant deux cellules, I'une dans la zone métallisée (ligne noire), I’autre dans la zone
non-métallisée (ligne rouge) de la Figure 7.2a.
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7.1.2 Etude statistique de I’exaltation du signal

Nous avons étudié la distribution du signal de fluorescence, sur de larges zones
du substrat, en prenant en compte plus d’une centaine de cellules. La distribution en
intensité des pixels de I'image a été calculée dans des régions du substrat avec et sans
métal, & aide de la fonction Histogram du logiciel ImageJ !.

L’intensité moyenne de fluorescence et sa déviation standard ont été obtenues en
ajustant aux données expérimentales une fonction de distribution gaussienne. La Fi-
gure 7.4 présente la distribution du signal des sondes mitochondriales (Mitotracker Red
CMXRos) obtenue par analyse de la Figure 7.1; les résultats de cette étude sont résu-
més dans le Tableau 7.1. Les niveaux moyens de bruit sont mesurés dans les régions du
substrat dépourvues de cellules, afin de pouvoir déterminer les rapports signal-a-bruit.

Bruit Signal :
—— Argent
—— Verre

Distribution
gaussienne :

Signal (0-255)

Fi1G. 7.4: Distribution du signal de fluorescence des sondes mitochondriales (Mitotra-
cker Red CMXRos) mesurée dans les régions métallisée (lignes noires) et non-métallisée
(lignes rouges) de la Figure 7.1. Les données expérimentales (lignes continues) sont ana-
lysées par ajustement de fonctions de distribution gaussiennes (lignes en pointillés).

Une amplification du signal moyen d’un facteur 3,1 est calculée par cette méthode
statistique. Ce facteur d’exaltation est en bon accord (~ 20% d’erreur relative) avec
la valeur donnée par le modéle dipolaire dans le Chapitre 4 : soit un facteur théorique
3,9 pour le Mitotracker Red CMXRos et une ouverture numérique de 0,4 (voir § 4.2,
p.119). L’analyse statistique de I'image de fluorescence révéle également une améliora-
tion du rapport signal-a-bruit d’un facteur 1, 5. L’augmentation conjointe de 'intensité
du signal et du rapport signal-a-bruit est favorable & la détection, sur la lame miroir,
de détails de la structure de I’échantillon biologique indiscernables sur la lame de verre
nue (e.g., les terminaisons des microtubules).

'Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA,
http ://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2006.
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Bruit Signal moyen S/B moyen Déviation std. rel.

Verre 6,9 15,9 2.3 0,22
Miroir 14,4 48.9 3,4 0,17
Exaltation 2,1 3,1 1,5 0,8

TAB. 7.1: Analyse de la distribution du signal de fluorescence des sondes mitochondriales
(voir Fig. 7.4). S/B moyen : rapport signal-a-bruit moyen ; Déviation std. rel. : déviation
standard relative = demi-largeur & mi-hauteur (HWHM) de la distribution gaussienne
divisée par son amplitude.

Des déviations standard comparables ont été trouvées pour les deux régions du
substrat, ce qui plaide pour une exaltation homogéne de I’émission de fluorescence,
le signal étant amplifié indépendamment de son intensité. Les images de fluorescence
correspondant au marquage Alexa 633 ont été traitées de maniére similaire, et nous
avons trouvé une amplification du signal moyen d’un facteur 4,5, ce qui de nouveau
est proche du résultat théorique (erreur relative < 15%).

Les résultats obtenus pour les biomarqueurs Mitotracker Red CMXRos et Alexa 633
(mis en ceuvre pour le marquage des mitochondries et de I'appareil de Golgi) sont en
bon accord avec le modéle, alors que des facteurs d’exaltation plus faibles (~2,5) sont
obtenus pour les biomarqueurs eGFP (utilisés pour marquer les microtubules). Cette
différence peut avoir plusieurs origines. D’une part, la eGFP posséde un rendement
quantique élevé (@ ~ 0,6) et peut donc avoir bénéficié d'une exaltation a 1’émission
plus faible que les deux autres biomarqueurs. Cependant, nous avons montré que, dans
le cas d’'un échantillon d’épaisseur micrométrique, le facteur d’exaltation ne varie pas
significativement avec le rendement quantique des fluorophores (voir § 4.2, p.119).
D’autre part, la distribution des fluorophores dans le volume de ’échantillon n’est pas
homogéne, contrairement a ce qui a été supposé dans le modéle. Dans la cellule, les
biomarqueurs sont localisés au niveau des organelles marquées, lesquelles sont plus ou
moins proches de la surface du substrat, bénéficiant ainsi d’un effet d’exaltation plus
ou moins important. Une simulation plus réaliste devrait intégrer cette distribution
hétérogéne des fluorophores.

7.1.3 Influence de 'ouverture numérique a la collection

Le méme type d’étude a été réalisé sur des images de fluorescence obtenues avec
un objectif & air x40 et un objectif & huile x100, d’ouvertures numériques respectives
0,55 et 1,4. Alors que 'efficacité d’exaltation des substrats miroirs a été confirmée par
les mesures faites avec I'objectif d’ouverture numérique 0, 55, des résultats relativement
faibles ont été obtenus avec 'objectif de plus grande ouverture numérique. Une ampli-
fication d’un facteur ~ 1,6 seulement a été constatée pour le signal collecté avec ce
dernier objectif.
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En outre, I'utilisation d’une surface miroir avec un objectif de grande ouverture nu-
mérique induit une perte de contraste. Le niveau moyen de bruit reste relativement bas
sur les parties du substrat métallisées et dépourvues de cellules, mais le contour des cel-
lules apparait moins net sur la partie réfléchissante. Ce phénomeéne est principalement
da & une dégradation de la résolution spatiale de 'image (voir § 2.4.6, p.86).

La Figure 7.5 présente la variation du facteur d’exaltation du signal, calculée en
fonction de I'ouverture numérique de 1’'objectif de microscope, avec le modéle modi-
fié pour tenir compte de la perte de résolution de I'image. Cela correspond au facteur
d’exaltation apparent, qui peut directement étre comparé avec le facteur d’amplification
mesuré expérimentalement sur les images de fluorescence. Les valeurs expérimentales
sont reportées sur le graphe de la Figure 7.5, pour les trois marqueurs fluorescents et
trois ouvertures numériques différentes.
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FiGg. 7.5: Facteurs d’exaltation du signal de fluorescence mesurés expérimentalement
pour les trois biomarqueurs, avec trois objectifs de microscope d’ouvertures numériques
différentes, et calculé en fonction de l’ouverture numérique pour un fluorophore aux
caractéristiques similaires a la e GFP, en tenant compte de la perte de résolution latérale
(avec R = )\fluo)'

7.1.4 Limites du modéle

Nous I'avons montré, une des faiblesses du modéle utilisé est de ne pas tenir compte
de la distribution hétérogéne de fluorophores dans le volume de 1’échantillon biologique.
Une autre source d’erreur vient de la modélisation du systeme.

Le modéle proposé pour les échantillons épais considére un systéme & deux phases :
le milieu de l'échantillon et le métal (ou le verre, sur les lames standard). Il traite
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le miroir d’argent comme un demi-espace infini, 7.e., une couche d’argent d’épaisseur
infinie. Le modéle tient compte des pertes par absorption dans le métal, mais pas de
celles dues a la transmission. Or nous réalisons des films métalliques de coefficient de
transmission non nul, pour permettre I'imagerie des cellules en transmission. Les gains
théoriques a l'excitation et & I’émission sont donc légérement surestimés (de quelques
pourcents).

Le milieu de I’échantillon est également traité comme un demi-espace infini. Lorsque
la fluorescence est collectée au moyen d’un objectif a air, la distribution angulaire de
I’émission de fluorescence est corrigée en tenant compte de la réfraction a I'interface
entre le milieu de l'échantillon et l'air (lois de Snell-Descartes). Mais le modéle ne
tient pas compte de la réflexion au niveau de cette interface, laquelle peut modifier
significativement ['efficacité de collection, en particulier aux grands angles.

Il serait nécessaire, pour corriger le modéle de ces deux effets, de considérer un
systéme & quatre phases : le substrat de verre (demi-espace infini), un film d’argent
d’épaisseur finie, une couche d’épaisseur finie modélisant 1’échantillon, et I’air (demi-
espace infini). Les coefficients de Fresnel seraient calculés aux niveaux de trois inter-
faces : verre/argent, argent/eau, et eau/air. Ce modéle plus complexe permettrait de
simuler de maniére plus juste ’effet miroir dans le cas des échantillons épais.

D’autre part, on ne tient pas compte de 'atténuation de la lumiére aprées propa-
gation & travers ’échantillon. La densité de fluorophores est suffisamment faible pour
pouvoir négliger leur absorption, mais la structure des échantillons biologiques peut
localement absorber la lumiére de maniére significative (c’est d’ailleurs ce qui permet
de réaliser en transmission une image de contraste d’absorption des cellules). Les pertes
liées a ce phénomeéne dépendent de I’épaisseur de I’échantillon et de ses propriétés op-
tiques. Pour intégrer dans le modéle 'absorption de 1’échantillon et sa dépendance
spectrale, nous proposons de le modéliser comme un milieu homogéne d’indice com-
plexe.

7.2 Imagerie de sections tissulaires et analyse cytogé-
nétique pour le diagnostic médical

Nous avons appliqué les lames miroirs a l'imagerie histologique et ’analyse cyto-
génétique pour le diagnostic médical (Le Moal 2007b). L’étude présentée porte sur le
suivi de la réparation des microvaisseaux dans des greffes d'un donneur humain a un
receveur humain de sexe différent. Cette étude a été menée en collaboration avec le La-
boratoire de Pathologie de I'Hépital Saint-Louis, sous la direction du Professeur Anne
Janin.
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7.2.1 Contexte biomédical, limites et besoins

Au cours de la période qui suit une greffe d’organe, 1’évolution de la réparation
des microvaisseaux est un indicateur du rejet ou de la survie du greffon dans l'orga-
nisme receveur. Dans une série de biopsies, issues de greffons de poumon d’un donneur
femme transplantés chez un receveur homme, une analyse du génotype est réalisée
sur des cellules endothéliales impliquées dans la réparation des microvaisseaux, afin de
déterminer leur origine (donneur ou receveur). En combinant la détection par hybri-
dation in situ en fluorescence (FISH) au marquage immunohistochimique (réactions
anti-corps / anti-géne sur tissu biologique), les cellules endothéliales et leur génotype
ont été caractérisés sur la méme section de tissu (Meignin 2004). De cette fagon, un
lien de corrélation entre la présence de cellules endothéliales provenant du receveur et
le rejet de la greffe a été établi.

Lorsque I'imagerie de fluorescence est appliquée a ’examen diagnostique des cellules
et des tissus, le dispositif doit répondre & deux besoins technologiques majeurs. D'une
part, une imagerie plein champ, avec une large fenétre d’observation, est nécessaire
au diagnostic histologique, car celui-ci implique ’examen de I’architecture biologique
globale du tissu. D’autre part, une efficacité de collection élevée est souhaitée pour
I’analyse cytogénétique, celle-ci étant basée sur la détection de signaux de faible inten-
sité émis par les marqueurs fluorescents liées aux chromosomes X et Y. Afin d’établir
un diagnostic précis et complet, 'observateur (généralement le clinicien) est contraint
de passer plusieurs fois d’un objectif & air de faible grossissement, & un objectif & im-
mersion a huile de fort grossissement. Cette tache n’est pas aisée, a cause de la présence
de I'huile d’immersion, et est source de perte de temps. Ce dernier point est un incon-
vénient majeur, puisque la faible photostabilité des fluorophores moléculaires entraine
une atténuation progressive du signal durant la période d’illumination.

Nous montrons ici que l'utilisation de lames miroirs est une élégante solution aux
problémes du champ d’observation et de la profondeur de champ. Elle répond aux be-
soins de sensibilité a la détection des sondes fluorescentes, tout en permettant 'utilisa-
tion d’objectifs a air de faible grossissement, lesquels sont mieux adaptés au traitement
automatisé des échantillons pour ’analyse haut-débit.

7.2.2 Conditions expérimentales

L’étude est réalisée sur des sections de tissus d’épaisseur micrométrique, coupées
dans un échantillon pris dans la paraffine. Le marquage fluorescent de 1’échantillon
biologique est réalisé aprés que celui-ci a été fixé sur le substrat. Ce qui signifie que le
substrat est soumis aux conditions de température, de pH et de concentration en sels,
nécessaires au traitement biochimique de 1’échantillon.

Ces conditions favorisent la réaction de I’argent et de I’alumine avec les ions contenus
dans la solution. Comme pour I'application des substrats métallisés aux puces a ADN,
le protocole de préparation des échantillons détériore la lame miroir qui perd alors ces
propriétés optiques.
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Aprés plusieurs essais, nous avons pu montrer qu’une lame de microscope couverte
d’une sous-couche de 2 nm de chrome et d'un film d’or de 70 nm d’épaisseur résiste
parfaitement au protocole chimique décrit plus haut. En outre, nous avons vérifié que
ce type de surface permet une adhérence de ’échantillon biologique, sur le substrat,
équivalente a celle rencontrée sur une lame de verre nue. Sur chaque substrat, nous
avons pris soin de conserver une zone de référence sans métal, afin de pouvoir discuter
le gain apporté par 1'utilisation des lames miroirs.

7.2.3 Imagerie et analyse des échantillons
7.2.3.1 Images de fluorescence

Les Figures 7.6a et 7.6b présentent les images de fluorescence réalisées sur deux
régions de la méme section de tissu, sur la méme lame de microscope, dans une zone
sans métal (Fig. 7.6a) et une zone métallisée (Fig. 7.6b). Pour ces deux images, les
conditions d’excitation et de détection sont identiques. Les images en transmission
(Fig. 7.6c-d) ont été réalisées dans les mémes zones que les images de fluorescence
(Fig. 7.6a-b) et permettent, grace au marquage de contraste, de visualiser la structure
du tissu (paroi des microvaisseaux, organisation des cellules). Les images (Fig. 7.6a-d)
ont été obtenues au moyen d’un microscope équipé d’un objectif x40 a air, d’ouverture
numérique 0,4 (grossissement de I'image : 400 fois).

La comparaison des Figures 7.6a et 7.6b révele une exaltation du signal de fluo-
rescence qui permet notamment de mieux discerner les frontiéres du tissu a l'intérieur
des microvaisseaux. Cette exaltation, sur la zone métallisée de la lame, est due a I'aug-
mentation du taux d’excitation moyen des sondes fluorescentes et a la redirection de
la lumiére émise.

Dans la zone sans métal, le contraste est trop faible pour pouvoir discerner le mar-
quage génétique, et il est donc impossible d’établir I'origine des cellules (donneur XX
ou receveur XY). On est contraint d’utiliser un objectif & immersion & huile, de fort
grossissement (x100) et d’ouverture numeérique élevée (1,4), pour augmenter 'effica-
cité de collection et pouvoir détecter le signal de fluorescence des sondes génétiques. Ce
type d’objectif a pour inconvénients de fournir un champ de vision étroit et une faible
profondeur de champ (voir Chap. 1, § 1.4.1.3, p.44). Dans la zone métallisée, le signal
et le contraste de 'image sont exaltés, ce qui permet de détecter les sondes génétiques
avec un objectif a air, de faible grossissement et faible ouverture numérique. L’infor-
mation cytogénétique (origine de la cellule déterminée par la nature des chromosomes
sexuels) et I'information histologique (cartographie du tissu) sont ainsi accessibles si-
multanément. Cela rend instantanément apparentes les corrélations, nécessaires pour
le diagnostic, entre les deux niveaux d’analyse. En outre, la grande profondeur de
champ de l'objectif de faible ouverture numérique permet de sonder simultanément
toute I’épaisseur (5 pum) de la section de tissu.



172 CHAPITRE 7. Applications a I'imagerie cellulaire et tissulaire

B Ly ' @ f

4

FiG. 7.6: Images de fluorescence (a-b) et de contraste d’absorption (c-d) réalisées sur
une section de tissu (épaisseur 5 pm) déposée sur une lame de verre nue (a,c) et une
lame miroir (Cr 2 nm + Au 70 nm) (b,d), avec un microscope équipé d’un objectif
x40 a air, d’ouverture numeérique 0,4 (grossissement de 1’image : 400 fois). Les signaux
de fluorescence correspondant aux sondes ADN, utilisées pour la technique FISH (voir
Tab. 2.1, p.74), sont superposés en fausses couleurs (vert : chromosome X; rouge :
chromosome Y). Détail agrandi de I'image (b) : la présence des sondes génétiques des
deux chromosomes sexuels indique l'origine (XY : accepteur) de la cellule épithéliale
observée.

7.2.3.2 Images en transmission

Il est intéressant de noter qu’il est toujours possible d’examiner 1’échantillon biolo-
gique en transmission (voir Fig. 7.6d) comme sur une lame standard (Fig. 7.6¢), grace
a la finesse du film métallique. En utilisant la théorie de Fresnel et les données de
permittivité de 'or mesuré par Johnson et al. (Johnson 1972), nous avons calculé le
coefficient de transmission 7" d’un film d’or de 70 nm d’épaisseur, pris entre un milieu
d’indice n = 1,33 (I’échantillon) et un milieu d’indice n = 1,51 (la lame de verre),
pour un faisceau en incidence normale. Nous avons obtenu 7' ~ 29% a A = 530 nm
(naw = 0,56 +2,22) et T~ 16% a A = 590 nm (na, = 0,27 + 3,02).

Cette technique permet de comparer les informations fournies par les marquages
immunohistochimique et cytogénétique, sur une méme section de tissu, avec un unique
objectif de microscope a air et de faible grossissement. De cette maniére, une ana-
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lyse diagnostique haut-débit peut étre réalisée, ce qui est d’'un grand intérét dans un
contexte clinique.

7.3 Conclusion du Chapitre 7

7.3.1 Avantages pour I'imagerie biomédicale en laboratoire et
en clinique

En résumé, les lames miroirs constituent un moyen efficace d’exalter le signal de fluo-
rescence pour des échantillons d’épaisseur micrométrique. Elles permettent d’atteindre
suffisamment de sensibilité a la détection pour utiliser des objectifs de microscope a
air, de faible grossissement et de faible ouverture numérique, pour des applications qui
mettent en jeu des signaux d’intensité relativement faible. D’une part, une large fenétre
d’observation peut étre imagée avec une grande profondeur de champ, ce qui est essen-
tiel pour des échantillons épais tels que les cellules ou les tissus biologiques. Cela permet
d’examiner I’architecture d’un tissu sans avoir a déplacer latéralement 1’échantillon, et
de sonder toute son épaisseur sans avoir a modifier continuellement la focalisation du
microscope. D’autre part, un méme objectif a air peut étre utilisé pour détecter de
faibles concentrations de marqueurs fluorescents, ce qui évite les changements répéti-
tifs d’objectifs et permet de conserver les avantages pratiques liés a I’absence de liquide
d’immersion. L’utilisation de lames miroirs est donc d’un grand intérét pour simplifier
les applications de routine en milieu clinique, ainsi que le traitement automatisé des
lames, lorsque 'examen diagnostique est basé sur des informations obtenues a diffé-
rentes échelles (e.g., structure interne des cellules et architecture globale du tissu).

Les lames miroirs restent un outil trés polyvalent puisque leur propriétés sont bien
controlées et peuvent étre adaptées suivant le type d’application. Leur fabrication est
simple et de faible cofit, et leur utilisation ne nécessite pas de matériel spécifique.
Elles peuvent en effet étre utilisées avec les dispositifs standard de microscopie de
fluorescence.

7.3.2 Améliorations potentielles de la méthode
7.3.2.1 Stabilité chimique et photochimique

La réactivité chimique de surface du substrat est d’'une importance majeure, no-
tamment pour la croissance cellulaire. Dans la plupart des applications biologiques,
le choix du métal pour les traitements métalliques se porte vers l'or, en raison de sa
biocompatibilité élevée. En outre, couvrir les substrats avec de 1'or plutét que de l'ar-
gent prévient des inconvénients de l'oxydation. En effet, le film fin d’oxyde d’argent
qui peut se former & la surface du métal modifie ses propriétés optiques. Une fois pho-
toactivé, 'oxyde d’argent est réputé devenir photoluminescent, avec de larges spectres
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d’excitation et d’émission (Peyser 2001, Boyd 1986). Ce phénomeéne introduit du bruit
additionnel, lequel peut difficilement étre filtré et, malgré sa faible amplitude, altére
le rapport signal-a-bruit. La surface du substrat peut également étre protégée en la
couvrant d’une fine couche d’un matériau isolant et transparent agissant comme une
barriére a 'oxydation. Quoi qu’il en soit, la réactivité chimique de ce matériau isolant
doit étre compatible avec la croissance cellulaire.

7.3.2.2 Domaine spectral d’efficacité

Le principe de I'exaltation de fluorescence sur des substrats miroirs est basé sur leur
pouvoir de réfléchir la lumiére illuminant I’échantillon, ainsi que la lumiére émise par les
fluorophores. Leur efficacité est donc soumise a une condition simple : le film de métal
couvrant leur surface doit agir comme un miroir parfait, aux longueurs d’onde d’ex-
citation et d’émission. Typiquement, le coefficient de réflexion a I'interface métal/eau
chute pour les longueurs d’onde plus courtes que 340 nm (pour l'argent) et 580 nm
(pour l'or). A titre d’exemple, un trés faible effet d’exaltation est attendu pour un
échantillon marqué au DAPI (.. = 365 nm, A, = 420 nm) et placé sur un substrat
couvert d’un film d’or. D’autres métaux, tel que I’aluminium ou le platine, peuvent
étre mis en ceuvre pour étendre la réflectivité du substrat au domaine du proche ultra
violet.
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Conclusion générale

La détection de fluorescence est devenue une technique de référence pour ’analyse et
I'imagerie en biologie. Une large gamme de sondes fluorescentes, possédant des proprié-
tés spectrales diverses, est maintenant disponible. Les propriétés particuliéres de chaque
fluorophore sont obtenues par modification des structures chimiques. Cependant, les
techniques de fluorescence ont bénéficié d'un nouvel essor depuis que 'on sait modifier
et controler les propriétés des fluorophores en agissant physiquement sur leur proche
environnement. Une véritable ingénierie des processus d’excitation et d’émission s’est
développée, utilisant une large gamme d’"outils" (surfaces miroirs, films nanostructu-
rés, nanoparticules métalliques, etc.).

Dans ce travail, nous avons démontré 'efficacité des substrats métallisés comme
moyen d’amplifier le signal de fluorescence. Nous avons mis en évidence la pertinence de
leur utilisation pour améliorer la sensibilité a la détection, dans un contexte biomédical,
comme application aux puces & ADN et a I'imagerie des cellules et des tissus.

Films métalliques nanostructurés

Nous avons montré expérimentalement que la présence d’un film métallique nano-
structuré modifie les processus d’excitation et d’émission des fluorophores. L’excitation
résonante des plasmons de surface localisés dans les nanostructures du film induit une
amplification du champ local, qui éléve le taux d’excitation des fluorophores. Le controle
des parameétres morphologiques des films nanostructurés permet d’accorder leur réso-
nance plasmon aux bandes d’absorption des fluorophores, pour intensifier le couplage
a l'excitation.

L’amplification du champ local joue un role majeur dans ’exaltation des processus
d’excitation multiphotonique. Une amplification d’'un facteur 100 est mesurée expéri-
mentalement pour la fluorescence sous excitation biphotonique de I'Eosine déposée sur
un film d’or au seuil de percolation. Ce type de film nanostructuré est particuliérement
intéressant car sa résonance plasmon est dans le domaine d’excitation biphotonique des
colorants absorbant dans le visible (proche infra-rouge).

175



176 CHAPITRE 8. Conclusion générale

Le couplage fluorophore/métal induit également un déplacement spectral du pic
d’émission et une réduction des durées de vie de fluorescence. Nous montrons que
I’amplification totale de la fluorescence dépend fortement de la distance séparant les
fluorophores du métal, en raison de la compétition entre 'amplification du champ local
et le transfert d’énergie non-radiatif au métal. Pour un film d’argent proche du seuil
de percolation, cette distance optimale est d’environ 10 nm.

Films métalliques plans

Par la suite, nous avons étudié la modification de la fluorescence de colorants dépo-
sés sur des films d’argent plans, en contrdlant la distance fluorophore /métal grace a une
couche séparatrice d’alumine. Nous avons modélisé les fluorophores comme des oscilla-
teurs dipolaires et simulé leur émission, en prenant en compte les transferts d’énergie
non-radiatifs au métal (théorie de Chance, Prock et Silbey). Le modéle que nous avons
développé intégre les variations locales du champ d’excitation et simule la collection
de la lumiére émise au moyen d’un objectif de microscope, afin d’évaluer le facteur
d’amplification du signal détecté.

La distance et 'orientation relative des fluorophores par rapport au substrat sont
des paramétres-clés de l'interaction fluorophore/substrat. Aux distances optimales, la
présence du substrat éléve le taux d’émission radiative et redirige la lumiére émise vers
I’objectif. Nous avons montré, par I'expérience et le modéle, que les substrats miroirs
permettent d’amplifier le signal de fluorescence d'un colorant standard (Cyanine 3)
d’un facteur ~ 30, grace a 'augmentation du taux d’excitation (x6), du rendement
quantique (x2) et de lefficacité de collection (x2,5).

En modifiant la durée de vie des fluorophores, i.e., le temps qu’ils passent dans 1’état
excité, la présence du substrat change 'efficacité des processus de photoblanchiment et
de transfert résonant d’énergie d’excitation entre les molécules. Une augmentation du
nombre de photons émis avant photodestruction, d’un facteur 10 pour la Rhodamine B,
est mesuré sur un substrat miroir. En outre, 'augmentation du rendement quantique
permet de compenser partiellement 'auto-extinction des fluorophores observée lorsque
la densité moléculaire devient grande.

Par la suite, nous avons adapté le modéle dans le but de modéliser 1'effet des sub-
strats métallisés sur le comportement optique d’échantillons de type cellule biologique.
Nous avons assimilé 1’échantillon biologique & une couche d’eau contenant des molécules
fluorescentes distribuées de maniére homogéne. Une amplification du signal moyen d’un
facteur théorique ~ 4 est obtenue, pour des échantillons d’épaisseur micrométrique.

Films métalliques nanorugueux

Nous avons vu qu’'un substrat métallique nanorugueux présente un certain nombre
d’avantages sur les autres types de substrats métalliques utilisés en optique. Le sub-
strat nanorugueux conjugue l’effet miroir des surfaces métalliques planes et 'effet de
résonance plasmon propre aux agrégats métalliques, et produit ainsi une exaltation de
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fluorescence plus importante que ces deux types de systémes. Nous avons mesuré une
amplification de fluorescence d’un facteur 52 sur un film d’argent nanorugueux.

Puces a ADN

Nous avons démontré I'intérét d’utiliser des lames métallisées comme substrats pour
les puces & ADN. Nous avons mesuré expérimentalement, pour les marqueurs standard
Cyanine 3 et Cyanine 5, une amplification du signal d’un facteur 24 sur un film d’argent
plan, et d'un facteur 42 sur un film d’argent nanorugueux. Nous avons démontré le
caractére linéaire de 'exaltation de fluorescence sur ces substrats métallisés, condition
nécessaire a la reproductibilité des mesures quantitatives de I’expression de génes.

Imagerie cellulaire et tissulaire

Nous avons mené des mesures expérimentales sur des cellules de rein de chien mar-
quées avec des fluorophores, avec des objectifs de faible ouverture numérique. Les lames
miroirs permettent d’accroitre le signal et le contraste en imagerie cellulaire, grace
au gain d’efficacité de collection, tout en conservant un large champ d’observation et
une grande profondeur de champ. Ces mesures ont vérifié avec succes les résultats
théoriques. Enfin, nous avons présenté un exemple concret d’application au diagnos-
tic médical, pour lequel I'utilisation de substrats métallisés apporte une amélioration
significative de la sensibilité a la détection.

Perspectives

Les premiers travaux que nous avons menés sur la modification du FRET, sur un
film métallique plan, ont révélé la grande complexité de cette interaction. En effet,
la présence du substrat modifie a la fois le rendement quantique, la durée de vie, et
les spectres d’émission et d’absorption des fluorophores donneur et accepteur, qui sont
autant de parameétres dont dépend 'efficacité de FRET. D’autre part, le couplage aux
plasmons de surface est susceptible d’accroitre les distances d’interaction entre fluoro-
phores (Philpott 1975, Andrew 2004). C’est pourquoi nous avons entrepris I’étude du
FRET entre un donneur localisé (e.g., un quantum dot) et une distribution d’accep-
teurs (un dépot de colorant). Notre objectif est d’étudier, en imagerie de fluorescence et
de durée de vie de fluorescence (FLIM), la distribution spatiale du transfert d’énergie
autour du donneur, et de mettre en évidence I’augmentation de la portée du FRET en
présence du film métallique.

Sur les films non-continus de structure quasi-aléatoire, de fortes résonances op-
tiques, localisées a 1’échelle nanométrique, sont prévues par la théorie (Drachev 2001)
et ont été observées expérimentalement (Greésillon 1999, Ducourtieux 2001, Williame-
Mahieu 2005). Cette inhomogénéité du champ local contribue a 'exaltation des pro-
cessus optiques. Il serait intéressant de sonder la distribution du champ local, en mi-
croscopie optique en champ proche (SNOM), sur les films métalliques nanostructurés
et nanorugueux, en fonction de la distance au métal et des propriétés du milieu di-
électrique. Une des motivations de ce projet est d’étudier, a 1’échelle nanométrique,
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la distribution de 'exaltation de fluorescence a la surface des substrats nanorugueux
étudiés dans le Chapitre 5.

D’autre part, la réactivité chimique des substrats, leur résistance et leur passivité,
ainsi que les possibilités de fonctionnalisation de leur surface, sont autant de parameétres
essentiels pour leur utilisation en biologie. Ce travail de développement des substrats
est nécessaire avant qu’ils puissent étre utilisés pour des applications routiniéres en
laboratoire ou en clinique. Nous prévoyons de perfectionner 1’élaboration des substrats
miroirs, en collaboration avec nos collégues biologistes. Une des premiéres étapes de ce
programme est le développement de couches séparatrices et protectrices de polyméres
(e.g., Téflon). Un de nos objectifs est de pouvoir, & terme, utiliser les substrats mé-
tallisés dans les conditions de stringence nécessaires a I’hybridation de ’ADN dans les
applications de détection hétérogéne de ’ADN.

Enfin, la proximité d’une surface métallique modifie également la réponse optique
d’émetteurs non-fluorescents tels que les nanoparticules métalliques (NPs), qui sont
détectées grace aux intenses signaux de diffusion optique qu’elles émettent lorsqu’elles
sont excitées & la résonance plasmon (Bohren 1983). L’étude de I'exaltation de la dif-
fusion optique sur les substrats métallisés, initiée au cours de la présente theése, fait
I'objet d’une nouvelle thése de doctorat dans I'équipe MN,P, débutée en 2005 par
Yannick Goulam-Houssen. Les premiers travaux ont mis en évidence, sur les substrats
miroirs, une amplification du signal des NPs d'un facteur 5, en microscopie en champ
sombre. Cette approche originale est simple d’utilisation et applicable & un large do-
maine d’études biologiques, puisqu’elle ne nécessite pas d’équipement spécifique autre
qu’un modéle standard de microscope optique en champ sombre. Son application dans
le suivi de NPs uniques est prometteur car la taille des sondes, et leur faible ou instable
signal émis, étaient jusqu’ici une véritable limite technique. En outre, nous avons mis
en évidence la haute sensibilité du spectre de diffusion de la lumiére des NPs, a la
distance les séparant du miroir. Le marquage aux NPs, couplé avec soit la spectrosco-
pie de NPs uniques, soit 'imagerie champ sombre avec une caméra vidéo couleur, est
potentiellement un outil puissant pour la détection d’événements biologiques uniques
(changement de conformation d’une biomolécule, hybridation de ’ADN). Nous sommes
en train d’évaluer ces nouvelles approches sur plusieurs applications biomédicales : ima-
gerie cellulaire, marquage alternative et imagerie pour les puces & ADN, etc.
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Résumé :

La fluorescence d’une molécule est sensible & son environnement électromagnétique.
La présence d’une structure métallique modifie I'excitation et 1’émission des fluoro-
phores, par le jeu d’interférences et de couplages avec les plasmons de surface. Nous
avons élaboré et caractérisé des films métalliques de différentes morphologies (films de
nanoparticules, percolés, continus, plans, rugueux. . .). Leur influence sur la réponse op-
tique des fluorophores a été étudiée par la modélisation puis ’expérience, en fonction de
la distance fluorophore-métal et de 'orientation moléculaire. Une amplification d’un &
deux ordres de grandeur du signal détecté est observée, ainsi qu’une photostabilisation
des fluorophores et une modification des transferts d’énergie intermoléculaires. Nous
démontrons l'intérét de cette technologie pour améliorer la sensibilité dans les puces a
ADN et pour I'imagerie des cellules et des tissus.

Mots-clés : exaltation de fluorescence ; substrat miroir ; film métallique nanostruc-
turé ; plasmon de surface ; puces & ADN ; imagerie cellulaire.

Abstract :

Molecule fluorescence is subject to the influence of its electromagnetic environment.
Excitation and emission processes can be modified by the presence of a metallic struc-
ture, due to interference phenomena and coupling to surface plasmons. We elaborated
and characterized metal films ranging in morphology from nanoparticles to percolated,
continuous, plane and rough films. Their influence on fluorophore optical behavior was
investigated by experiment and theoretical model, as a function of fluorophore-to-metal
distance and molecular orientation. The detected signal is found to be amplified by one
to two orders of magnitude. We moreover report fluorophore photostabilization and the
modification of intermolecular energy tranfer processes. We demonstrate the interest
in this technology for sensitivity improvement of DNA chip and for application in cell
and tissue imaging.

Keywords : fluorescence enhancement ; mirror substrate; nanostructured metal
film ; surface plasmon ; DNA-chip; cell imaging.
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