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La biophotonique est une discipline scientifique relativement nouvelle, se situant a
I'interface entre 1'optique-photonique, la chimie, les sciences de la vie et la médecine.
Elle propose tout simplement de révolutionner notre approche au vivant, au diagnostic
et au soin en utilisant les instruments issus de la photonique. Ainsi, la biophotonique a
permis de grandes avancées dans le domaine du diagnostic génétique et de la protéomique
en laboratoire, avec I'avenement des biopuces a fluorescence par exemple. La mise au
point de nouvelles techniques de microscopie a aidé les chercheurs a mieux comprendre
les mécanismes de la cellule. Le suivi des processus cellulaires, extrémement complexes, a
été facilité grace a I'invention des quantum dots et des techniques d’immobilisation et de
détection en surface. Parallelement, un champ totalement nouveau de la médecine, que
I’on pourrait nommer « médecine personnalisée » a vu le jour, dont deux exemples sont les
méthodes de criblage haut- débit en génétique et protéomique et les progres enregistrés
dans le domaine des nanoparticules et leur utilisation comme vecteurs de thérapies.

La biophotonique a été définie de maniere consensuelle dans le « livre blanc » de la

biophotonique réalisé en 2003 par Optics Valley et la Genopole d'Evry [7] :

« La biophotonique est lapplication de 'optique-photonique dans le domaine
spectral allant des micro-ondes a 'ultraviolet, voire aux rayons X, pour l’ana-

lyse ou la modification d’objets biologiques par nature complexes. »

Cette définition est tres large, et recouvre un domaine pluridisciplinaire nécessitant I'inter-
vention de physiciens, de chimistes, de biologistes et de médecins. Cette pluridisciplinarité
est la piece centrale de la problématique de la biophotonique, et le développement d’outils
et de concepts nouveaux passe par la mise en adéquation des besoins et des attentes des
médecins et des biologistes avec les solutions apportées par les physiciens et les chimistes.

C’est également I'aspect pluridisciplinaire de la biophotonique qui a freiné son dévelop-
pement et sa visibilité aux yeux du grand public, en Europe notamment. La nécessité de
faire cohabiter dans un méme lieu les spécialistes de différents domaines fait qu’il n’existe
que tres peu de centres spécialisés en biophotonique en Europe, et le paysage est de fait
tres segmenté. Des initiatives nationales ou européennes récentes, comme le réseau d’ex-
cellence financé par la commission européenne Photonics/Life [8], tentent désormais de
« combler le fossé » existant entre la recherche en biophotonique et son application plus
large, en matiere de santé par exemple.

Le domaine des biocapteurs représente bien I'aspect fortement pluridisciplinaire de la
biophotonique. Ce sont des systemes permettant au sein d’un seul appareil de mesure,
de convertir un phénomene biologique en un signal électrique. Le signal biologique est
capturé grace a un récepteur biochimique immobilisé sur une surface fonctionnalisée, dont

la nature est dépendante du phénomene a observer. Par exemple, il peut s’agir d’enzymes,



d’antigenes, de protéines, de fragments d’ADN etc. L’association de 'analyte au récepteur
est transformée en signal électrique par le biais d’'un mécanisme de transduction, comme
les méthodes électrochimiques [9], ampérométriques [10], piézoélectriques (microbalances
a quartz [11]), ou optiques. Seuls les systemes a transduction optique entrent dans le cadre
d’étude de la biophotonique. Plus précisément, notre travail portera sur les systemes a
résonance de plasmon de surface, qui permettent une transduction directe, c’est a dire
sans utiliser de marqueur — fluorescent ou autre.

Les biocapteurs a résonance de plasmon de surface (SPR pour surface plasmon reso-
nance) se sont fortement développés ces dix dernieres années, et deux branches principales
de capteurs, basées sur leurs applications, peuvent étre délimitées [12]. Les biocapteurs a
SPR « de terrain » sont spécifiques a une application donnée et facilement transportable,
comme par exemple les biocapteurs a fibre optique [13, 14]. En revanche, les biocapteurs
a SPR « de laboratoire » sont plus encombrants, mais aussi plus versatiles. On parle alors
généralement plus volontiers de systemes de biopuces ou lecteurs de biopuces, ou le sys-
teme représente a la fois la surface sensible fonctionnalisée chimiquement et le systeme
de transduction. Le terme « biopuce » indique également qu’il s’agit de systemes multi-
plexés, c’est a dire capables de donner une information sur un ensemble d’interactions
biochimiques en parallele.

Un des aspects les plus intéressant des biopuces a SPR est leur caractere multidimen-
sionnel [15]. Il est par exemple possible de suivre la dynamique d’interaction de plusieurs
dizaines de protéines différentes en parallele (imagerie), et de caractériser les propriétés
spectrales de certains composés absorbant immobilisés en surface [16]. 11 est également pos-
sible, au prix d’un balayage angulaire et spectral différentiel de la biopuce, de remonter &
une information concernant la conformation moyenne des biomolécules immobilisées [17].
Néanmoins, l'information sur 'orientation des biomolécules est statique, et il n’est pas

possible de suivre en temps-réel un changement de conformation des biomolécules.

Ajouter une nouvelle dimension aux systemes de biopuces a imagerie par réso-
nance de plasmon de surface, en y adjoignant la mesure dynamique de I’anisotro-

pie résultante de I'orientation moyenne des édifices biomoléculaires & observer est

I’objectif principal de notre travail, et sera 1’objet principal du présent manuscrit.

La biopuce peut-étre rendue anisotrope de plusieurs fagons différentes. Il est possible
de disposer des biomolécules anisotropes uniformément sur la surface, et d’observer I’ali-
gnement préférentiel moyen, ou parametre d’ordre de celles-ci. Il est également possible
de structurer la couche de biomolécules déposées de maniere anisotrope. Une troisieme

solution consiste a structurer la puce elle-méme de maniere a alterner des bandes « ac-

3



Introduction générale

tives »et des bandes « passives »chimiquement ou physiquement parlant, de maniere a
donner une réponse anisotrope au capteur. De plus, 'alternance de bandes actives et pas-
sives a des échelles nanométriques devrait contribuer a créer une exhaltation locale du

champs évanescent.

Le second objectif de notre travail est d’étudier les possibilités en termes de
structuration chimique et physique de la biopuce a des échelles micrométriques

et nanométriques, et d’observer le comportement des plasmons de surface dans

ce type de puces a haut facteur de forme.

Le présent manuscrit est articulé autour de quatre chapitres.

Le premier chapitre consiste en un état de ’art des techniques de biopuces a trans-
duction optique centré sur deux principales techniques utilisées a I’heure actuelle : la
fluorescence, et la résonance de plasmon de surface. Une partie du chapitre est consacrée
aux techniques de mesure de ’anisotropie de systemes biologiques.

Le second chapitre présente le développement numérique et expérimental d’un sys-
teme de biopuces, basé sur I'imagerie par résonance de plasmon de surface, possédant les
caractéristiques requises pour mesurer ’anisotropie d’un systeme biologique de maniere
dynamique. Les performances et la stabilité d'un tel systeme sont détaillées.

Le troisieme chapitre quand a lui concerne les applications de 'utilisation d’un tel
systeme. La méthodologie de mesure est tout d’abord illustrée. La premiere application
concerne la détection de I'orientation de biomolécules dans un flux de liquide. Une seconde
application s’intéressera a la mesure de I'anisotropie induite par un champ électrique dans
une monocouche d’alkanethiols. Enfin, nous observerons 'effet d'un champ magnétique
externe sur l'orientation de filaments de billes magnétiques microniques greffées sur la
surface de la biopuce.

Le quatrieme et dernier chapitre s’intéresse a la structuration des substrats. Apres
avoir modélisé une biopuce structurée dans son épaisseur, nous aborderons la probléma-
tique du dépot de métal sur la surface de verre, afin de réaliser des échantillons possédant
des structures microniques aussi bien que nanométriques. Ces structures seront caracté-
risées par imagerie a résonance de plasmon de surface multispectrale afin d’observer le
comportement de propagation anisotrope des plasmons de surface.

Finalement, nous dresserons un bilan des points importants de ce travail, tout en

proposant des perspectives d’amélioration futures.
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Chapitre 1. Etat de lart

Introduction

L’analyse des interactions entre molécules d’origine biologique, tel I’ADN ou les pro-
téines est depuis de nombreuses années un des champs de recherche les plus importants en
biologie moléculaire. L’arrivée des biopuces a permis de grandes avancées dans la compré-
hension des mécanismes a l'origine des mutations génétiques et des répercussions qu’elles

ont sur le fonctionnement des protéines.

cibles

sondes

traitement des données

transducteur 1

F1GURE 1 — Hlustration du principe de fonctionnement d’une biopuce. Les sondes sont
immobilisées sur la surface de la biopuce par le biais d’une chimie de surface spécialisée.
Les cibles circulantes entrent en contact avec les sondes et le transducteur transforme le
signal chimique en signal informatique.

Le terme biopuce désigne une surface de verre ou de métal sur laquelle sont fixées des
molécules biologiques arrangées sous la forme d’une grille bidimensionnelle de plots. La
biopuce est alors placée en contact avec une solution contenant les molécules a analyser
(les cibles). Les molécules fixées sur la puce (les sondes) vont entrer en interaction plus
ou moins fortement avec les molécules cibles présentes dans le milieu a analyser. Apres
ringage, seuls les duplexes sonde - cible fortement accrochées entre eux vont rester sur
la surface de la puce. La sélectivité de I'accrochage permet de discriminer les duplexes
sonde - cible ayant une forte affinité entre-elles de ceux ayant une plus faible affinité. De
cette fagon et du fait de 'arrangement bidimensionnel de plots des sondes, nous pouvons
observer D'affinité des cibles avec un ensemble de sondes différentes en parallele. Ainsi, il

est possible de tester chaque cible pour un ensemble de sondes différent, et remonter par
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exemple a la cartographie du niveau d’expression d’un geéne ou d'un ensemble de genes ou
au diagnostic d’un ensemble de mutations génétiques chez des patients.

La lecture des informations contenues sur la biopuce passe par la mise en place d’un
systeme de transduction entre le signal chimique d’interaction et les données informatiques
générées (voir figure 1).

Il existe plusieurs mécanismes de transduction différents pour convertir le signal chi-
mique généré par la biopuce. Dans ce chapitre, nous allons passer en revue deux principaux
types de mécanismes de transduction optique : la fluorescence et la résonance de plasmon
de surface. Pour les biopuces a fluorescence, la lecture du niveau de fluorescence des mar-
queurs fixés sur 'ADN permet de déterminer la concentration de marqueurs par plot
de sonde, et donc remonter au niveau d’expression d’'un ensemble de génes par exemple.
Pour les biopuces a résonance de plasmon de surface, la variation de 'indice de réfraction
ou l'absorption de biomolécules sur la surface de la puce entraine une variation de la
réflectivité. Il s’agit donc d’une technique ne nécessitant pas 'usage de marqueurs.

La premiere partie de ce chapitre se veut une introduction générale aux deux types
de biopuces présentées ici, avec un accent mis sur les biopuces a résonance de plasmon
de surface, qui sont ’axe principal de notre travail. Le point de vue adopté ici est princi-
palement celui du biophotonicien, et les notions développées ici ne feront que peu appel
a des concepts de biologie moléculaire, et les applications biologiques ne seront que peu
abordées ici.

Dans la section 1.1, nous verrons le fonctionnement d’une biopuce a fluorescence dans
son application la plus répandue, a savoir la mesure du niveau d’expression de genes.
Nous étudierons les avantages de tels systemes, en termes de de densité d’information
et de débit notamment. Dans la section 1.2, nous verrons en détail le fonctionnement
des biopuces a résonance de plasmon de surface, leurs grandeurs caractéristiques, leurs
avantages et leurs limitations. Puis nous étudierons les aspects multimodaux inhérents a
de tels systemes, et les applications typiques des biopuces a SPR, notamment en termes
d’imagerie dynamique multidimensionnelle.

Le but de notre travail étant d’étendre les systemes de biopuces a résonance de plasmon
de surface pour rendre possible la détection de ’anisotropie de matériaux biologiques, la
seconde partie de ce chapitre est donc naturellement consacrée a 1’étude des systemes
capables de mesurer ’anisotropie optique de matériaux.

La section 1.3 est consacrée tout d’abord a la définition de I’anisotropie optique, puis
nous passerons en revue trois systemes expérimentaux : deux sont purement dédiés a
la caractérisation d’échantillons (I’ellipsométrie et la microscopie a polarisation), et le

troisieme présente une démarche similaire a celle entreprise dans notre travail, a savoir
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étendre la mesure de fluorescence pour récolter une information sur ’anisotropie d’un

échantillon.

1.1 Biopuces a ADN par fluorescence

Les micro-arrays [18], ou puces a ADN, font partie des biopuces les plus connues et les
plus utilisées. Elles permettent d’analyser I’expression de milliers de genes simultanément
et a tres haut débit. Ce type de systéme est utilisé pour le diagnostic génétique ou ’analyse
du transcriptome.

Le principe de fonctionnement des puces a ADN est relativement simple. Il est basé sur
les mécanismes de transcriptase inverse des ARN (souvent appelé Reverse-Transcriptase
ou RT en anglais). Une cellule vivante contient en permanence un ensemble de molécules
d’ARN de différents types, dont les ARN messagers (ARNm). Ces ARNm sont le produit
de la transcription dans le noyau de fragments d’ADN présents dans les genes. Apres ma-
turation (permettant d’éliminer les introns par épissage), les ARNm « matures » migrent
dans le cytoplasme ou il sont traduits par les ribosomes, et donnent des protéines. L’idée
est donc d’extraire les ARNm des cellules a étudier, puis d’effectuer une transcription
inverse (RT), grace a une enzyme spécialisée, en méme temps qu'une amplification par
réaction en chaine de polymérase (Polymerase chain reaction, ou PCR). La méthode de
transcription-amplification est donc nommée RT-PCR. Le produit final contient donc des
fragments d’ADN complémentaires (nommés ADNc) au fragment de géne exprimé. La
quantité de ADNc présente est donc directement proportionnelle & la quantité d’ARNm
transcrite, et il devient donc possible de remonter au niveau d’expression des genes de la
cellule.

Néanmoins, les ADNc ne nous renseignent pas par eux mémes sur le niveau d’activité
d’un gene ou d'un ensemble de genes en particulier. Pour cela, il est nécessaire de marquer
les fragments d’intérét et de les « retenir » afin d’effectuer un tri par rapport aux multiples
fragments existants. L’aspect novateur des puces a ADN consiste donc en la méthode
de caractérisation de ces niveaux d’expression. Les ADNc obtenus (les molécules cibles)
vont étre marqués avec un fluorophore, par exemple Cy3 pour le controle et Cy5 pour
I’échantillon a analyser, puis mélangés ensemble en quantités égales. La solution sera
ensuite mise en contact avec une puce a ADN.

Sur la puce sont déposés un ensemble de zones d’interaction, constituées de frag-
ments d’ADN codants pour diverses protéines d’intérét par exemple. Ces fragments d’ADN
sondes sont disposés sur une lamelle de verre fonctionnalisée chimiquement. C’est I'inter-

action sonde-cible qui va permettre de cartographier le niveau d’expression d’un gene ou
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d’une protéine. En effet, les ADNc obtenus vont parfaitement s’hybrider avec le fragment
de gene déposé, alors qu’ils vont moins fortement s’hybrider aux autres fragments sondes.
Apres ringage, seuls les brins parfaitement complémentaires resteront sur la surface de la
puce.

Il est enfin possible de « lire » la puce en utilisant 2 lasers et un capteur CCD : un laser
émettant dans le vert (a 540 nm) qui relevera le niveau de fluorescence des ADNc controle,
et un laser émettant dans le rouge (a 650nm) qui relevera le niveau de fluorescence des
ADNc de I’échantillon. En utilisant des algorithmes de recalage d’images, il est possible de
superposer les 2 images, et ainsi obtenir une image a 2 couleurs, contenant des informations

sur le niveau d’expression relatif du controle et de 1’échantillon.

ADN a déposer . ; ; ; ;

échantillon référence

Impression robotisée I~ Extraction A~~~

P d’ARNm T
AT

* ;\*/\ Aok

Cibles d’ADNc avec marquage fluorescent

(a)

FIGURE 2 — (a) [llustration du principe de fonctionnement d’une biopuce a ADN. L’ARNm
est extrait du milieu cellulaire & analyser puis marqué par fluorescence avant d’étre déposé
sur la biopuce précédemment fonctionnalisée par les sondes (illustration de W. Lin [1]). (b)
Image du niveau d’expression de 45 génes d’une plante : I’arabidopsis (premiere publication
de 'analyse d’un génome complet en 1995 [2])

Les systemes de puces & ADN par fluorescence ont connus un développement tres
important depuis les premieéres membranes nylon héritées du Southern blot [19] dans les
années 80 [20]. Tout d’abord, les membranes souples ont été délaissées pour des plaques de
verre, permettant I’'observation de la fluorescence a travers la puce. L’augmentation de la
densité de zones d’interaction par unité de surface induit par le passage a un support solide
a permis de passer de quelques dizaines de spots par cm? dans les années 1980, & plusieurs
centaines de milliers de spots par cm? grace a la syntheése in-situ de sondes [21, 22]
(Affymetriz [23]), ou I'impression a jet d’encre [24] (Agilent [25] par exemple). Cette
augmentation de densité s’accompagne inévitablement d’'un accroissement exponentiel du

volume de données a traiter et stocker. L’analyse d’un tel volume de données a donné lieu
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a la mise au point de nouveaux algorithmes [26] et a 1'utilisation de techniques issues de

la bioinformatique [27].

FIGURE 3 — Une des biopuces les plus récentes : Genechip de Affymetrix. Les zones
d’interaction ont une surface de 20x20um, soit plus de 250000 zones/cm? [3]. Les sondes
sont directement synthétisées in-situ

Un des principaux freins a I'essor des méthodes basées sur les biopuces a ADN par
fluorescence est son cout. Le cott de fabrication de la puce elle-méme (environ 200€ pour
pour l'achat d’une puce Affymetriz couvrant le génome humain), qui peut étre utilisée
pour mesurer les niveaux d’expression de plusieurs échantillons en parallele, n’est pas le
probléme principal. Le cott de marquage est sans doute le plus important (de I'ordre
de 200€), suivi du cout d’hybridation et de traitement des données (environ 150€) [28,
29]. De ce fait, il existe une forte réticence a systématiser l'utilisation de biopuces &
fluorescence dans les hopitaux, et celles-ci restent bien souvent cantonnées aux applications
en recherche.

Bien que certains systemes soient capables de travailler en temps-réel [30] (celui de
Genewave [31] par exemple), la lecture des biopuces a fluorescence est dans la majorité
des cas limitée par I'aspect statique de la mesure en point-final. En effet, il est nécessaire
de faire interagir les molécules, puis de rincer la puce pour éliminer I’exces de cibles, avant

de pouvoir la lire.
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1.2 Les biopuces a résonance de plasmon de surface

Dans certains cas, il est important de pouvoir obtenir des informations sur 'interac-
tion biologique au fur et & mesure qu’elle se produit, tout en étant capable de détecter des
interactions ayant une faible affinité, comme par exemple les polymorphismes de nucléo-
tide unique [32] (SNP pour Single Nucleotide Polymorphism) dans le cas d’interactions
ADN : ADN. L’aspect temps-réel permet par exemple d’extraire les cinétiques d’interac-
tion et par la les constantes d’affinité des molécules entre-elles (« force » de liaison entre
deux molécules). C'est la qu’entrent en jeu les systémes basés sur la résonance de plas-
mon de surface. En effet, ces systemes de biopuces sont capables de détecter de maniere
dynamique les interactions prenant place a la surface de la puce. De plus, contrairement
aux méthodes basées sur la fluorescence, ces systemes fonctionnent sans marqueur. En
simplifiant, on peut qualifier les systemes a résonance de plasmon de surface de balances
optiques : I'intensité du signal transduit dépend directement de la masse de matériau dé-
posé en surface, a indice de réfraction constant (lorsque cet indice de réfraction présente
un contraste d’indice avec le milieu ambiant). Ce sont également d’excellents systémes de
détection de l'indice de réfraction, car la encore 'intensité du signal transduit dépend di-
rectement de l'indice du réfraction du matériau déposé, a épaisseur constante. L’épaisseur
et I'indice de réfraction étant deux grandeurs couplées dans un systemes a résonance de
plasmon de surface, nous verrons que ces systemes fournissent des grandeurs relatives :

une variation de l'indice de réfraction An associé a une variation de I’épaisseur Ae.

1.2.1 Historique des biocapteurs a SPR

En 1902, Wood observe de brusques changements d’intensité dans certaines parties du
spectre d'une source de lumiere de profil continu, réfléchi par un réseau métallique [33], se
sont les fameuses « anomalies de Wood ». Un aspect frappant des expériences de Wood,
est que ces changements ne se produisent que lorsque la lumiere possede une polarisation
transverse magnétique (TM ou polarisation p, c’est a dire que le champ électrique oscille
dans le plan de la figure 5 du paragraphe 1.2.2). C’est plus tard, en 1941, que Fano [34]
apporte un fondement théorique a ces expériences, en démontrant que les anomalies sont
dues a des ondes quasi-stationnaires « roulant » le long du métal. En 1958, R. Ferrell [35]
décrit théoriquement le phénomene de couplage entre une onde électromagnétique et les
modes de surface entre un métal et un diélectrique. Ce n’est qu’en 1968 que A. Otto [306]
propose une démonstration expérimentale du phénomene basé sur la réflexion totale atté-
nuée (ATR ou Attenuated Total Reflection). Il utilise un prisme de diélectrique de haut

indice pour augmenter le momentum de 1’onde incidente, la réflexion ATR sur la base du
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Chapitre 1. Etat de lart

prisme crée alors une onde évanescente, qui excite a son tour la surface de métal, placée
a une faible distance de la base du prisme. La méme année, Kretschmann et Raether [37]
proposent une configuration similaire, mais ou le métal est directement déposé sur la base
du prisme. C’est cette configuration qui sera et reste la plus utilisée dans toutes les ap-
plications de la résonance de plasmon de surface de part sa simplicité de mise en place
notamment. Pendant une vingtaine d’années, la résonance de plasmon de surface restera
une « curiosité » physique intéressante sur le plan théorique, mais peu utilisée dans la

pratique.
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1982 1988 1993 1998 2003 2008

FIGURE 4 — Nombre de publications par année (entre 1982 et 2008) dont les mots clés
contiennent « surface plasmon resonance » ou « plasmonic(s) ». (Bleu) Résultats pour
'interrogation de la base ISI Web of Knowledge (incluant les proceedings de conférences).
(Vert) Résultats pour la base Medline, plus orientée biomédical et donc plus en aval dans
les applications.

L’idée d’utiliser la résonance de plasmon de surface en tant que biocapteur ne sera
développée qu’a partir de 1983, quand B. Liedberg, C. Nylander et I. Lundstrom [3§]
développent un systeme basé sur la configuration de Kretschmann pour détecter de faibles
concentrations (quelques ppm) de gaz anesthésique. Ils réalisent également une expérience
ou des y-globulines adsorbées sur la surface de métal par le biais d’'une chimie de surface

spécialisée sont mises en présence avec des anticorps anti y-globulines. L’augmentation
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1.2. Les biopuces a résonance de plasmon de surface

d’épaisseur et le changement d’indice de réfraction a la surface résultant de la liaison
antigene-anticorps donne lieu a un décalage de la courbe angulaire de résonance. Cet
article donne le coup d’envoi de I'utilisation du phénomene de SPR pour le développement
de biocapteurs [39].

A partir du début des années 1990, ou les premiers systémes commerciaux sont fa-
briqués (premier systéeme Biacore en 1990 par exemple), le nombre de publications du
domaine explose. La figure 4 illustre ce phénomene : d’une cinquantaine en 1990, a plus
de 2800 publications en 2008! Toutes les recherches ne sont néanmoins pas orientées
vers le développement de biocapteurs, et les applications de la résonance de plasmon de
surface sont nombreuses : 'imagerie en dessous de la limite de diffraction [40], le dévelop-
pement de cristaux plasmoniques [41] pour le guidage adiabatique des ondes de surface,
le développement de nouvelles techniques de lithographie optique [42], la fabrication de
« nano-circuits » [43] intégrés, basés non pas sur ’électronique, mais sur la plasmonique,
permettant a terme de réduire de plus d’un ordre de grandeur les tailles des circuits in-
tégrés actuels, etc. Dans le reste du chapitre, nous nous concentrerons sur les aspects
orientés « biopuces » de la résonance de plasmon de surface, et nous délaisserons toutes

les autres applications précédemment citées.

1.2.2 Principe de base

Le phénomene de résonance de plasmon de surface apparait lorsque une onde électro-
magnétique incidente a un métal fait entrer en oscillation collective (résonance) le plasma
d’électrons libres du métal. Cette oscillation, appelée plasmon, est quantifiée par sa pul-
sation plasmon (w,), propre au métal. Un plasmon de surface quand a lui est crée lorsque
l'oscillation des électrons se produit a l'interface entre une couche de métal ayant une
constante diélectrique négative (g, < 0), et un diélectrique de constante diélectrique po-
sitive (g4 > 0). Le phénomene de résonance de plasmon de surface consiste donc en une
onde électromagnétique a décroissance exponentielle (evanescente) se propageant le long
d’une interface métal-diélectrique. L’existence d’une telle onde est conditionnée par la
continuité des équations de Maxwell a l'interface métal/diélectrique, comme décrit dans
I’équation (1). La résonance a lieu lorsque 1" égalité est respectée.

2n .
kphoton - o €; Sln<ei>

b = BRe(/2m) W

Cette résonance est dépendante de conditions particulieres de couplage : une polarisa-
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FI1GURE 5 — Caractéristiques d’un plasmon de surface se propageant sur une distance L a
Iinterface entre un métal et un diélectrique. La pénétration du champ évanescent est I,
dans le diélectrique et [,,, dans le métal. Le vecteur E représente la direction du champ
électrique de 'onde incidente, le vecteur H la direction du champ magnétique. Aq est la
longueur d’onde dans le vide de I’onde incidente et 0; est I’angle d’incidence. Les matériaux
ont pour constante diélectrique €; (milieu d’incidence), €, (métal) et g, (diélelectrique).
La couche de métal a pour épaisseur e,,.

tion TM (transverse magnétique) de la lumiére (voir annexe A) ainsi qu'un couple angle
d’incidence (0;) et longueur d’onde (Ag) particulier, comme illustré dans la figure 5.

La condition d’existence des plasmons de surface (g, < 0 et ¢, > 0) implique que le
constante diélectrique du métal est complexe, c’est & dire que la couche de métal absorbe
une partie de 'onde incidente. Ainsi, pour un systéme respectant ’égalité de 1’équation (1),
I’énergie incidente a la couche de métal sera partiellement transférée a la surface du métal
sous forme de plasmon de surface, et la réflexion de 'onde sera atténuée. La résonance de
plasmon de surface se manifeste donc par une diminution de la réflectivité de la couche
de métal pour des angles d’incidence et des longueurs d’onde respectant 1’équation de
couplage (1). La propagation de I'onde évanescente, largement pénétrante dans le mi-
lieu diélectrique (comme nous le montrerons dans le paragraphe 1.2.5), est de fait tres
facilement perturbée par des variations de l'indice de réfraction du milieu (nq = /2q).
Ainsi, le dépdét d'une couche de matériau diélectrique sur la surface de métal entraine
des modifications dans le couplage entre I’onde incidente et le plasmon de surface. Cette

modification des conditions de couplage implique que la relation (1) n’est plus respectée.
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1.2. Les biopuces a résonance de plasmon de surface

Il y a donc un décalage de la longueur d’onde et / ou de I'angle de résonance pour lesquels
la relation est vérifiée. La faible largeur de la résonance dans le domaine spectral ou an-
gulaire par rapport a une réflexion total atténuée sur verre « classique » rend la résonance
de plasmon de surface un outil idéal pour déterminer avec une tres grande sensibilité de
faibles variations d’indice de réfraction (de I'ordre 107® RIU pour Refractive Index Unit,
ou unité d’indice de réfraction) et / ou de faibles variations d’épaisseur (inférieures a 1
nm) de la couche déposée.

Les biocapteurs a résonance de plasmon de surface permettent donc d’observer le
dépot de fines couches de matériau (par exemple de molécules d’'intérét biologique) sur la
surface de métal. Ce dépot peut correspondre a des mécanismes d’adsorption/désorption
de molécules de maniere aspécifique, mais peut également résulter de la liaison spécifique
entre des molécules cibles circulantes et des molécules sondes fixées a la surface. Il est donc
possible d’obtenir un systéme de biopuces ne nécessitant pas de marqueur, et pouvant

fonctionner en temps réel.

1.2.3 Relations de dispersion et couplage

Afin de comprendre le mécanisme de couplage de 1'onde incidente avec le mode de
résonance de plasmon de surface, il est utile de tracer leur relation de dispersion
(relation pulsation @ — vecteur d’onde k) respective. En utilisant la relation (1) et en
posant n; = /€;, ainsi que 2m/hg = w/c, il est possible d’écrire la relation de dispersion
de l'onde incidente en o = ck/(n;sin®;). Cette relation est souvent nommée « ligne de
lumiere », car elle dénote la frontiere entre les modes propagatifs et les modes ou la
propagation est impossible. On peut procéder de méme pour la relation de dispersion du
plasmon de surface w = ck(g,eq/(em + €4)) /2.

Afin de mieux comprendre le comportement du métal, il est utile d’utiliser ’approxi-
mation des métaux parfaits (ou modele de Drude, détaillé dans I'annexe C). Dans ce cas,
la constante diélectrique du métal dans le visible est complexe (e,, = €, + ie,,), de partie
réelle négative (e;n < 0) et de partie imaginaire faible. Cette approximation implique donc
pour la relation de dispersion des plasmons de surface que ein < g&q.

De plus, le modele de Drude définis la constante diélectrique comme une fonction de
la pulsation : g(w) =1 — m(%gw)[) Pour des valeurs de k& — o0, la courbe de dispersion
des plasmons de surface tend donc vers une asymptote ® = w,/v/eq + 1

Ainsi, une onde incidente dans I’air, de constante diélectrique n; = 1, aura une ligne
de lumiere w = ck/sin0;, illustrée par une droite pointillée sur la figure 6. La courbe

pleine, représentant la relation de dispersion du plasmon de surface, est toujours sous la
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FIGURE 6 — Relations de dispersion : (plein) d’un plasmon de surface; (pointillés) d'un
onde plane se propageant dans ’air.

ligne de lumiere, indiquant qu’aucun couplage n’est possible. En effet, dans ’air, ¢; = 1 et
< —1 (dans le visible), ce qui implique que le vecteur d’onde du plasmon est toujours
supérieur a la ligne de lumiere : £ > w/c.

Afin de pouvoir coupler 'onde incidente avec un mode de plasmon de surface, il devient
nécessaire d’opter pour une stratégie visant a donner suffisamment de momentum aux
photons incidents pour que la relation (1) soit vraie pour une gamme de longueur d’ondes
d’intérét. Deux principales méthodes sont utilisables : le couplage par réseau et le couplage

par prisme,.

1.2.3.1 Couplage par réseau

Il est possible de coupler 'onde de plasmon de surface avec une onde incidente en
utilisant un réseau de diffraction. L’onde incidente est alors diffractée par le réseau, qui
formera autant de modes susceptibles d’exciter un plasmon de surface, comme illustré par
la figure 7.

Les différents ordres de diffraction du réseau vont permettre a plusieurs vecteurs d’onde

d’exister. Ils sont donnés par :

kphotons = 9 sin ei + TLA, (n entier) (2)
C
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réseau
e

métal

F1GURE 7 — Couplage par réseau d'un plasmon de surface de vecteur d’'onde k avec une
onde incidente dans le vide, formant un angle 6, avec la normale a la couche de métal.
La réseau présente une période a, une épaisseur e, et une fonction diélectrique €,. La
couche de métal possede une fonction diélectrique €, et une épaisseur e,. Les ordres de
diffractions -1, 0 et +1 sont représentés en rouge.
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FI1GURE 8 — Relations de dispersion de plasmons de surface générés par un couplage par
réseau de période A.
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Avec A le pas du réseau dans I'espace réciproque : A = 21t/a.

La relation de dispersion des photons incidents et des plasmons de surface est donc
définie comme sur la figure 8. Il existe une symétrie autour de I’axe k = 0, et la courbe de
dispersion des plasmons de surface subit une translation d’un vecteur £nA. Elle intercepte
donc la ligne de lumiere en en nombre de points discret, qui seront autant de résonances

possibles pour le systeme.

1.2.3.2 Couplage par prisme

Afin d’augmenter le momentum des photons incident, il est également possible d’aug-
menter l'indice de réfraction du milieu d’incidence. La configuration de Kretschmann se
base sur l'utilisation d’un prisme de verre de haut indice (généralement supérieur a 1.5)
sur lequel est déposé la couche métallique (voir figure 9).

Le faisceau de lumiere incidente subit une réflexion totale a la base du prisme, et
c’est 'onde évanescente générée qui excite les électrons du métal. Le faisceau réfléchi sera
atténué par l’absorption subie dans le métal (ATR).

Ainsi la pente de la ligne de lumiére est multipliée par un facteur 1/n;, ce qui lui permet
de venir intercepter la courbe de dispersion des plasmons, et un couplage devient possible.
Nous nommerons k,s le point d’intersection entre les deux courbes. Dans la figure 10, la
ligne de lumiere ainsi modifiée est indiquée en traits pointillés, et la courbe de dispersion
des plasmons en traits pleins.

L’équation de couplage pour un systeme prisme-métal-diélectrique est donc donnée

par I’équation suivante :

o . 0 €mEd
Ephoton = kps < Enl sin 0; = - Re ( p— Sd) (3)

Comme l'équation le montre bien, I’angle de résonance est sensible a l'indice de ré-
fraction ng = /¢4 du milieu diélectrique situé 'autre c6té de la couche de métal. Nous
verrons dans le paragraphe 1.2.5 la profondeur de pénétration des ondes plasmon de sur-

face générées ainsi.

1.2.4 Choix du métal

Il est utile a ce stade de comprendre I'intérét du choix d’'un métal pour satisfaire aux
conditions de couplage. En effet, comme nous I'avons indiqué dans le paragraphe 1.2.3,

la fonction diélectrique d’un métal varie en fonction de la pulsation de I'onde incidente.
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k diélectrique
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F1GURE 9 — Couplage d'une onde incidente d’angle 0; avec la normale a la couche avec un
plasmon de surface en utilisant la configuration de Kretschmann. Le milieu diélectrique &
pour indice ng et le verre possede un indice n; > ng.
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FIGURE 10 — Relations de dispersion : (plein) d’un plasmon de surface ; (pointillés) d'une
onde plane se propageant dans un verre d’indice n;.
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De plus celle-ci est complexe : &, (w) = €, (w) + ie, (o). Chaque métal aura donc une
résonance plasmon spécifique a un couple longueur d’onde et angle d’incidence (A, 0)
particulier et des caractéristiques de dispersion propres qui vont influencer le couplage
entre ’onde incidente et le plasmon de surface.

Notre travail consistant a la mise au point d'un systeme optique de SPR, nous ne
pouvons utiliser que des métaux ayant des résonances plasmon dans le visible ou le proche
infrarouge (entre 400 nm et 1200 nm environ). Cela laisse disponibles des métaux tels l'or,
I’argent, le cuivre ou I'aluminium. De plus, le métal doit pouvoir rester stable durant des
périodes prolongées, ce qui élimine d’emblée I'aluminium qui s’oxyde tres rapidement a
lair libre en Al,O3. L’argent possede la résonance plasmon la plus étroite, et donc la
meilleure sensibilité théorique [44], mais il subit le méme type d’oxydation. Bien qu’il soit
techniquement possible de réaliser des biopuces a bases de couches minces de ce métal
en le protégeant immédiatement avec une couche de diélectrique [45], son utilisation reste
complexe.

Parmi les métaux potentiels restant, notre choix se portera sur l'or. En effet, seul ce
métal présente les caractéristiques de biocompatibilité et de stabilité inhérents a la mise
au point d’une biopuce a SPR [46]. Afin d’assurer une liaison covalente entre le métal et
le substrat de verre, nous devons également déposer une sous-couche « d’accroche » tres
fine de chrome (2 nm) ou de titane (5 nm).

Enfin, il est & noter que des systéemes hybrides, basés sur un multicouche chrome—
argent—or permettent de bien meilleures performances en termes de sensibilité que des
systemes chrome-or [44, 47], néanmoins, ces multicouches sont plus complexes a réaliser.
Une étude plus complete des caractéristiques de 1'or est donnée dans I'annexe C.

Nous adopterons dans les simulations de ce chapitre et sauf indication contraire, les
parametres suivants pour une biopuce a résonance de plasmon de surface utilisant la

configuration de Kretschmann et fonctionnant a 670 nm :

matériau indice épaisseur (nm)
n k

SF11 1775 0 oo

Cr 3.151 3457 9

Au 0,174 3,603 48

eau 1,331 0 00

TABLE 1 — Parametres des matériaux utilisés dans les simulations de SPR.

Les indices des diélectriques sont calculés de la manieére suivante : 'indice du verre est

calculé a partir de I’équation de Sellmeier (voir [46], annexe 4); celui de 1'eau est calculé a
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20°C a partir du modele de Schiebener et al. [48]. Les indices des métaux sont obtenus par
interpolation a partir des données de la base SOPRA [49] pour le chrome; et par calcul &

partir du modele théorique de Brendel-Bormann pour l'or (développé en annexe C).

1.2.5 Grandeurs caractéristiques des plasmons de surface

Comme nous 'avons vu précédemment, une onde de plasmon de surface générée a
partir d’'un couplage par prisme possede un vecteur d’onde paralleles a l'interface mé-
., . ’ .o .
tal/diélectrique (kps). Comme &, = €,, + ig,, est complexe, le vecteur d’onde est donc lui

méme complexe, et nous pouvons écrire :

o 8/ e 1/2 o 8/ e 3/2 8”
ko =k ikl = | = [ 2m™d ) e m 4
P ps T s [c (s;l+ed> ] e [c (e;n—ked) 2(8;1)2] (4)

L’onde est donc évanescente suivant z, et son extension spatiale peut étre définie

par son atténuation, a savoir la distance a laquelle I'intensité du champ diminue d’un
facteur 1/e. En suivant les notations de la figure 5, nous obtenons donc les longueurs de

pénétration l; dans le diélectrique et l,,, dans le métal [46] :

Moo [le,| + €q
o= =2, [Eml T8 5
7 on €2 (5)
- 7\.0 |8lm|+8d
L, = %1/—8%1 (6)

Ces deux grandeurs sont tracées dans la figure 11-a et -b. Pour cet exemple nous avons
choisi de tracer la profondeur de pénétration pour deux diélectriques différents : de 1'eau
a 20°C (courbe bleue), et de I'air (courbe rouge). Nous pouvons observer a partir de ces
courbes que la profondeur de pénétration du plasmon de surface dans le diélectrique est de
lordre de 300 nm (a A = 670 nm), mais que cette pénétration est beaucoup plus faible dans
le métal (de 'ordre de 30 nm). Le plasmon de surface reste donc tres fortement confiné
dans le diélectrique (environ 90%) ou il sera sensible a toute perturbation se produisant

dans les quelques dizaines de nanometres au dessus de la surface .

La longueur de propagation latérale (suivant z) du plasmon de surface est, quand a
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FI1GURE 11 — Grandeurs caractéristiques d’un plasmon de surface. Profondeurs de péné-
tration : (a) dans le milieu diélectrique. (b) dans le métal. (c) Longueur de propagation
latérale. (rouge) le milieu ambiant est de I'air (ny = 1). (bleu) le milieu ambiant est de
l'eau (ng =~ 1,331 a A = 670 nm). La ligne pointillée représente A = 670 nm.Les grandeurs
sont prises pour une diminution de 1/e du champ électrique.

diélectrique | indice | l; (nm) | [,, (nm) | L (nm)
eau 1,331 273 28,4 7880
air 1,000 369 27,9 12630

TABLE 2 — Longueurs caractéristiques de pénétration et de propagation des plasmons de
surface a 670 nm pour un milieu ambiant d’air (ng = 1) ou d’eau (ng ~ 1,331). Les
grandeurs sont prises pour une diminution de 1/e du champ électrique.
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elle, donnée par :

1 o g/ e 3/2 3”
L= = |- (75 & (7)
2k c \&,+¢€q 2(e))?

ps

Similairement, nous pouvons tracer la longueur de propagation latérale du plasmon
de surface en fonction de la longueur d’onde (voir figure 11 (c)). Pour résumer, la table 2
donne les valeurs des profondeurs de propagation, ainsi que la longueur de propagation
latérale d’'un plasmon de surface se propageant a l'interface d’une couche d’or et d’'un

diélectrique (air ou eau), pour la longueur d’onde de 670 nm.

1.2.6 Aspects multimodaux

En reprenant I’équation (1) donnée dans la section 1.2.2; et en supposant que &,, et
gq varient en fonction de la longueur d’onde du faisceau incident, on peut observer que
I’équation de couplage est de fait non seulement sensible a des perturbations du milieu
diélectrique ambiant pres de la surface, mais également a ’angle d’incidence du faisceau
(0;) et a sa longueur d’onde Ag.

Au cours d'une expérience, ces perturbations peuvent provenir :

— d’une modification de I’épaisseur de matériau déposé Ae;

— d’une modification de la concentration de produit X circulant dans le milieu ambiant

A[X], créant un changement d’indice Ang;

— le plus fréquemment, d’une combinaison des deux, a savoir de ’adsorption d’une

épaisseur Ae supplémentaire de matériau présentant un contraste d’indice An avec le

milieu ambiant.

Si nous fixons la longueur d’onde de travail A, il est possible de balayer la biopuce a
SPR angulairement et de mesurer la chute de réflectivité TM inhérente au couplage a cette
longueur d’onde. De la méme maniere, il est possible de fixer I’angle d’incidence 6;, et de
balayer la biopuce en longueur d’onde pour observer une courbe similaire. Dans ce cas,
la profondeur de pénétration du plasmon de surface sera également modifiée. En fixant la
longueur d’onde d’incidence et ’angle d’incidence, il est possible de suivre temporellement
les modifications du milieu diélectrique ambiant.

Un systeme de biocapteur a résonance de plasmon de surface a mono-capteur (c’est
a dire ne mesurant qu'un seul point) est donc potentiellement capable de fournir des
informations suivant 3 dimensions : angle d’incidence 0;, longueur d’onde Ay et temps ¢.

Ainsi, la réflectivité TM mesurée est un voxel tridimensionnel d’information : R(0;, Ao, t).
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1.2.6.1 Balayage angulaire

En fixant la longueur d’onde du faisceau incident Ay et en balayant les angles d’inci-
dence 0; de maniere a observer la résonance de plasmon de surface, nous pouvons obtenir
un montage similaire a celui décrit par [38] et illustré par la figure 12. L’utilisation d’'un
laser Hélium-Néon permet d’obtenir un faisceau incident quasi-monochromatique a 632,8
nm. Le faisceau est polarisé TM avant de pénétrer le prisme de verre par une des faces,
puis est ensuite réfléchi par la couche d’or avant de ressortir par I'autre face du prisme.
L’intensité du faisceau est finalement mesuré par une photodiode de mesure (MES). Une
photodiode de référence (REF) est utilisée pour normaliser U'intensité TM réfléchie par
la biopuce. Ainsi, il est possible de mesurer la réflectivité TM de la biopuce. Le milieu
diélectrique ambiant consiste en un liquide mis en contact avec la surface d’or par le biais
d’une cellule d’interaction. Finalement, des platines de rotation assurent la rotation de
I’ensemble biopuce—prisme d’une part, et de la photodiode de mesure d’autre part, le tout
autour d'un axe commun. Afin de conserver I'alignement du faisceau réfléchi avec la pho-
todiode, une rotation 6 du prisme sera compensée par une rotation 20 de la photodiode
MES.

La figure 13-a présente le résultat d’un balayage angulaire simulé a la longueur d’onde
d’un laser Hélium-Néon (hg = 632,8 nm) avec un prisme en SF10, ayant pour angle
au sommet 60°. Ces parametres sont utilisés pour correspondre aux expériences décrites
dans la section 4.2.3 du chapitre 4. Les deux courbes représentent la réflectivité TM pour
deux indices de réfractions du milieu diélectrique ambiant : 1,33 RIU et 1,34 RIU. Elles
présentent un décalage angulaire A® ~ 1.4" correspondant au décalage du pic de résonance

plasmon induit par le changement d’indice de 1072 RIU du milieu diélectrique.

De la méme facon, le dépot de matériau sur le biocapteur va induire un décalage de
I’angle de résonance plasmon. Dans la figure 13-b, ce décalage représente 2,16° pour le
dépdt d'une couche de 10 nm de matériau ayant pour un indice 1,48 RIU (indice moyen

généralement accepté pour des biomolécules disposées en monocouche sur la surface).

Sur cette figure sont aussi représentées les différences de réflectivité induite par le
passage de la courbe bleue & la courbe rouge. Ainsi, une augmentation d’indice de 1072
RIU va crée une différence de réflectivité maximale AR d’environ 35%. L’angle pour lequel
la différence de réflectivité est maximale, que nous nommerons 0,,, coincide avec le point
ou la dérivée de la réflectivité (dR/d0) est maximale [46]. Il est ainsi possible de calculer
un angle de travail optimal, ot la dynamique du signal sera la plus forte. Nous nous

servirons de ce point, valable pour des valeurs de signal AR faibles (jusqu’a 20% environ)
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FIGURE 12 — Montage mono-capteur en balayage angulaire. Le prisme est situé au centre
de la platine de rotation et est surmonté d’une couche de métal sur laquelle repose la cellule
d’interaction. Un laser Hélium-Néon émet un faisceau monochromatique a 632,8 nm. Une
lame séparatrice permet d’obtenir un faisceau de mesure (collecté par la photodiode MES)
et un faisceau de référence (collecté par la photodiode REF). Le faisceau de mesure est
polarisé TM avant se réfracter a la base du prisme.

pour le suivi dynamique des interactions dans le paragraphe 1.2.6.4.

Ce systeme angulaire mono-capteur peut étre utilisé pour déterminer 1’épaisseur des
couches de métal déposées. En effet, la courbe de résonance angulaire expérimentale peut
étre comparée au modele, et un ajustement numérique sur les épaisseurs permet de dé-
terminer celles-ci. Des exemples de telles mesures expérimentales sont donnés dans la

section 4.2.3 du chapitre 4.

Sensibilité angulaire

Afin de pouvoir comparer les performances de systemes basés sur le balayage angulaire,
nous pouvons déterminer la sensibilité angulaire comme étant la dérivée par rapport a
I’angle d’incidence du décalage de 'angle de résonance A6. Elle se définit grace a l'indice

effectif du plasmon [46] :

NSPT:RG( Bt ) (®)

€n T &4
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FIGURE 13 — Réflectivité angulaire d’'un montage mono-capteur SF10 / Cr (2 nm) / Au
(48 nm) / diélectrique (ng = 1,33) simulé. (a) pour une différence d’indice de An = 1072
RIU (a partir de ng = 1,33). (b) pour un dépot de 10 nm de matériau d’indice n = 1, 48.
Les inserts représentent les variations de réflectivité induites par le passage de la courbe
bleue a la courbe rouge.

La sensibilité angulaire en indice (d0/dn, a épaisseur fixée) est donc obtenue en déri-
vant la relation de couplage des plasmons de surface (1) par rapport a U'indice du diélec-

trique :

o Re {(enf%w)g/?]

d_nd_ Si—f—NQ

spr

(S0)eoe = (9)

Nous obtenons facilement a partir de cette relation la résolution du systeme, c’est a
dire la grandeur An,,;, détectable, en déterminant le pas angulaire minimal de I’appareil.
Alinsi, un systéme mono-capteur utilisant des platines de rotation « classiques » aura un
pas angulaire minimal de 1072".

Le tableau suivant synthétise les valeurs de sensibilité angulaire et de résolution pour
un mono-capteur possédant un pas angulaire minimal de 1072, & différentes longueurs
d’onde :

Nous pouvons observer que la sensibilité angulaire augmente pour les faibles longueurs

d’onde. Les valeurs obtenues peuvent étre considérées comme assez conservatives au regard
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}\.() ‘ (Se)e—>oo ‘ Re (pas min. 10_20)
550 nm | 125,5 °/RIU! 7,97 x 107° RIU
638 nm | 80,8 “/RIU"! | 1,24 x 10~* RIU
670 nm | 74,5 °/RIU! 1,34 x 10~ RIU
900 nm | 61,9 °/RIU! 1,62 x 1074 RIU

TABLE 3 — Sensibilité et résolution angulaire théoriques pour un diélectrique a 1,33 RIU

des données compilées par J. Homola et al. [50], ot des résolutions de I'ordre de 5 x 1077
sont trouvées a n = 1, 32 pour des systémes possédant un pas angulaire minimal de 10~%°.
Le choix d'un pas limité de 1072° est ici motivé par la présence d’un tel systeme dans le
laboratoire. Certains systemes peuvent atteindre des pas angulaires d’un a deux ordres de

grandeurs [51] plus faibles pour des applications particulieres.

1.2.6.2 Balayage spectral

En fixant I'angle d’incidence au prisme, il est possible de balayer spectralement la
biopuce a SPR et observer la résonance spectrale de 'onde de plasmon de surface. Au prix
d’une perte de résolution spectrale, il est possible d’utiliser un monochromateur réglable
et une source de lumiere blanche. Néanmoins, une technique plus simple est décrite dans
la figure 14. Le montage consiste a utiliser une source de lumiere blanche, collimatée par
une lentille, puis polarisée TM. Le faisceau va donc traverser le prisme, se réfléchir sur
la biopuce, pour finalement converger via une lentille dans un spectrometre. Il est ainsi
possible d’observer le spectre d’absorption de la couche de métal en contact avec le milieu
diélectrique ambiant. Une variante de ce systeme, permettant I'imagerie temps-réel du
décalage spectral sans balayage a été mis au point par F. Bardin et al. [52].

De la méme maniere que nous avions tracé la courbe de réflectivité angulaire, nous
pouvons tracer la courbe de réflectivité spectrale du systeme. La figure 17 donne le résultat
d’une simulation effectuée a 36,4" d’incidence [53] aussi bien pour une variation d’indice
que pour une variation d’épaisseur.

Un changement d’indice de 1072 RIU va créer un décalage A\ de la courbe de réso-
nance vers le rouge d’environ 30 nm (voir figure 17-a). En insert, nous pouvons également
observer la variation de réflectivité TM engendrée par le changement d’indice. Similaire-
ment au balayage angulaire, il est possible de déterminer une longueur d’onde de travail
A, optimale (qui est ici de 648 nm et engendre une variation de réflectivité de 38%). Le
dépot de 10 nm de matériau d’indice ng = 1,48 va également créer un décalage de la réso-

nance plasmon vers le rouge, cette fois-ci de pres de 40 nm. Ce décalage peut se traduire
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FIGURE 14 — Montage mono-capteur a balayage spectral. Une source de lumiere blanche
est collimatée puis polarisée TM. Le faisceau, d’angle d’incidence 0; avec la normale a la
couche de métal, est réfracté a travers un prisme pour se réfléchir sur sa base. Le faisceau
réfléchi est collecté a travers un lentille par un spectrometre.
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FIGURE 15 — Réflectivité spectrale d’'un montage mono-capteur SF10 / Cr (2 nm) / Au
(48 nm) / diélectrique (ng = 1,33) simulé. (a) pour une différence d’indice de An = 1072
RIU (a partir de ng = 1,33). (b) pour un dépot de 10 nm de matériau d’indice n = 1, 48.
Les inserts représentent les variations de réflectivité induites par le passage de la courbe
bleue & la courbe rouge.
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en une différence de réflectivité de 46% a la longueur d’onde de travail A, = 651 nm.
Les valeurs de A, de AA et de AR indiquées ici sont dépendantes du choix initial de
I’angle d’incidence 6;. Il est donc important de bien déterminer les angles et les longueurs
d’onde de travail dans des plages ou la sensibilité est maximale. Un balayage spectral po-
sitionné a un angle d’incidence quelconque résultera quasi-certainement en un biocapteur

aux performances médiocres.

Sensibilité spectrale
Afin de caractériser les performances spectrales d’un tel systeme, nous pouvons définir la
sensibilité spectrale S, en indice (d\/dng a épaisseur fixée) en dérivant I’équation (1) par

rapport a la longueur d’onde [54] :

d\ 2
(Sx>e—>oo = % = n3 ds 2 dn; ng (10)
¢ G| (e n)em G

Dans cette équation, le terme de,,/dA représente la dispersion chromatique du métal,
et le terme dn;/d\ la dispersion chromatique du prisme.

La table suivante résume les valeurs de sensibilité et de résolution spectrales obtenues
pour un systeme équipé d’un spectrometre ayant pour résolution 0.1 nm (facilement at-

teignable avec un bon spectrometre commercial), pour un diélectrique d’indice ng = 1, 33.

Ao ‘ Sy, ‘ Ry, (résolution spectro. 0,1 nm)
550 nm | 387 nm/RIU~! 2,58 x 1074 RIU
638 nm | 1399 nm/RIU! 7,15 x 107 RIU
670 nm | 1910 nm/RIU! 5,24 x 107° RIU
900 nm | 7494 nm/RIU! 1,33 x 107 RIU

TABLE 4 — Sensibilité et résolution spectrale théoriques pour un diélectrique a 1,33 RIU

Nous pouvons observer que cette fois, la sensibilité croit avec la longueur d’onde. Le
comportement de le sensibilité spectrale est a 'opposé de celui de la sensibilité angulaire.
En tracant le rapport des sensibilités angulaires et spectrales (S¢/S;) en fonction de la
longueur d’onde, on peut observer le comportement de ces deux parametres pris de concert
(voir figure 16). L’asymptote verticale indique le domaine spectral ou la sensibilité angu-
laire est le parametre dominant (A < 630nm). L’asymptote horizontale indique le domaine
ou la sensibilité spectrale est la plus importante (A > 700 nm). Afin d’obtenir des perfor-
mances correctes aussi bien angulairement que spectralement, il est donc intéressant de

travailler avec des résonances se situant dans la plage des longueurs d’ondes situées entre
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FIGURE 16 — Rapport des sensibilités angulaires et spectrales (Sg/S;) exprimé en ° /
nm en fonction de la longueur d’onde, pour des différents indices de réfraction ny. (noir)
nqg = 1,33, (bleu) ng = 1,34, (rouge) ng = 1,35

630 nm et 700 nm.

1.2.6.3 Nappes spectro-angulaires

Dans l'optique d’aider au choix d’un couple angle/longueur d’onde optimal pour un
biocapteur a SPR, il peut étre intéressant de combiner les deux types de balayage pour
pouvoir caractériser un échantillon en une seule passe. Ainsi, au lieu d’une courbe de
résonance plasmon, nous serions a méme d’observer une nappe de résonance spectro-
angulaire, formant une véritable cartographie de la réflectivité de la biopuce a SPR a
plusieurs incidences et plusieurs longueurs d’onde. Ce type de systeme a été développé
par M. Nakkach, F. Bardin et al. [53, 16].

Il s’agit d’un systeme combinant un balayage angulaire a ’aide d’un miroir motorisé et
un balayage spectral a ’aide d’'un monochromateur motorisé placé en sortie d’une source
de lumiere blanche. Pour chaque point de coordonnées (m,n) de la nappe, le miroir sera
positionné a un angle 6,, et le réseau de diffraction du monochromateur sera positionné
de telle facon que la lumiere incidente au prisme aura une longueur d’onde A,,.

La figure 18-a montre un exemple simulé d’une telle nappe spectro-angulaire pour un
balayage de 0 & 90°et de 520 a 850 nm pour une configuration prisme / chrome / or / eau.

Dans cet example, on voit clairement que plus la longueur d’onde est faible, plus le profil
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FI1GURE 17 — Montage a balayage spectro-angulaire. Une source de lumiere blanche est uti-
lisée en entrée d’'un monochromateur. Celui-ci permet de sélectionner, a I'aide d'un réseau
de diffraction motorisé, la longueur d’onde de travail. Le faisceau quasi-monochromatique
sortant est ensuite collimaté, puis polarisé TM, avant de se réfléchir sur un miroir mo-
torisé. Le faisceau pénetre un premier systeme afocal avant de venir se réfléchir sur la
surface de métal a travers un prisme. Apres réflexion, un second afocal permet d’imager
la surface sur un détecteur.

de résonance plasmon devient évasé. A I'opposé, plus la longueur d’onde est grande, plus
le profil devient étroit. Cela indique que la pente de la courbe angulaire correspondante
augmente avec la longueur d’onde, comme indiqué sur la figure 18-b pour trois longueurs
d’onde : 550 nm (vert), 670 nm (bleu) et 800 nm (rouge). L’évasement de la courbe va
avoir un impact sur la performance du biocapteur. A angle fixé 0y et a longueur d’onde
fixée Ao, le biocapteur ne mesure plus que des variations de réflectivité AR. Ainsi, si la
courbe de réflectivité angulaire est étroite, la pente au point de fonctionnement optimal
0, est importante et donc la sensibilité du capteur (AR) a une variation d’indice An et /

ou une variation d’épaisseur Ae est accrue.

Dans le cadre de notre travail, nous utilisons une diode électroluminescente (DEL)
émettant dans le rouge a 670 nm. Bien que cette longueur d’onde ne corresponde pas
a la plus grande sensibilité en réflectivité atteignable, elle a été choisie pour des raisons

pratiques (faisceau visible).
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FIGURE 18 — (a) Nappe spectro-angulaire d'un systeme prisme/Cr/Au/eau. (b) Coupes
angulaires a différentes longueurs d’onde.

1.2.6.4 Suivi dynamique d’interactions

L’un des aspects les plus importants des biopuces a résonance de plasmon de surface est
sans doute la possibilité de suivre de maniere dynamique des interactions biomoléculaires
de surface. En effet, a angle et longueur d’onde fixe, il est possible de se positionner a un
point de fonctionnement (6,,,A,,) tel que le dépot de matériau en surface ou le changement
de l'indice de réfraction du milieu a analyser va créer une modification maximale de la
réflectivité observée AR. Nous pouvons ainsi nous affranchir de tout balayage et de toute
piece mobile, et une capture en « temps-réel », c’est a dire au rythme de 'acquisition des
données par le systeme, devient possible.

[’acquisition dynamique des données prend tout son sens lorsque le matériau a analyser
est d’intérét biologique. En effet, par des mécanismes d’adsorption / désorption sélective de
biomolécules a la surface, par exemple ’accrochage ciblé de protéines ou ’hybridation de
brins d’ADN avec leur complémentaire, il devient possible de mesurer de maniere précise
la quantité de molécules déposées par unité de surface, et donc leur taux de recouvrement.
De plus, la cinétique des interactions en jeu peut renseigner le biologiste sur les constantes

d’affinité des molécules entre-elles. En effet, en utilisant le modele d’interaction suivant :

A+B & AB (11)

C’est a dire qu'un ligand A (de concentration [A]) se lie & un analyte B (de concen-

tration [B]), pour former un duplexe AB (de concentration [AB]). La concentration du

32



1.2. Les biopuces a résonance de plasmon de surface

produit résultant peut étre déterminée a partir des constantes d’association et de disso-

ciation ko, et kofs :
d[AB]
dt

Il est possible de déterminer ces constantes [55] & partir des données expérimentales en

= Kon [A} [B] - kOff [AB] (12)

procédant a un ajustement numérique exponentiel de la courbe d’évolution temporelle de
la réflectivité AR(t), comme indiqué dans la figure 19. En effet, tant que les interactions
s’effectuent dans la zone de linéarité du capteur (AR < 20% environ), la variation de
concentration du produit A[AB] est directement proportionnelle a I'intensité de variation
de réflectivité AR.

AR‘

\

FIGURE 19 — Evolution temporelle de la réflectivité AR d’un biocapteur a SPR lors de
I’adsorption sélective d’une biomolécule sur la surface fonctionnalisée.

1.2.7 Imagerie par résonance de plasmon de surface (SPRI)

Bien qu’un systeme a mono-capteur fournisse un ensemble d’informations conséquent,
comme nous l'avons vu, la limitation principale de tels systéme reste le multiplexage des
données et par la 'augmentation de la densité d’informations par unité de surface. Ce
concept est crucial pour des applications pratiques de la SPR, tels le diagnostic a grande
échelle, ou la détection d’un grand nombre d’interactions différentes en simultané.

L’idée des systemes basés sur l'imagerie par résonance de plasmon de surface (SPRI)
consiste a remplacer le détecteur par une caméra CCD capable d’imager I’ensemble de la
surface de la biopuce. De cette maniere, il est possible de multiplexer I'information conte-
nue dans la réflectivité de la puce grace a une matrice de zones d’interaction (ou « spots »).

La biopuce ressemble donc a une biopuce a fluorescence telle que décrit dans la section 1.1.
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Les principales différences résident dans la nature méme de la lecture des informations. En
effet, un plasmon de surface posséde une longueur de propagation (comme nous ’avons
vu dans le paragraphe 1.2.5) difficilement compatible avec des densités rencontrées dans
les systemes commerciaux de type Affymetriz. En SPRI, il est possible d’atteindre a
I'heure actuelle environ 1000 spots différents par cm? [56, 57], contre plusieurs centaines
de milliers pour des biopuces a fluorescence. Néanmoins, I’ajout des dimensions évoquées

ci-avant permettent d’ajouter a la mesure des informations dynamiques.
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FIGURE 20 — (gauche) Image de variations de réflectivité (fausses couleurs) obtenue avec
une biopuce & SPRI, pour des interactions ADN : ADN (oligonucléotides). (droite) Evolu-
tion temporelle de la réflectivité de deux plots (encadrés en rouge sur I'image de gauche)
lors d’une phase d’injection de séquence de calibration (commune aux deux plots) suivie
d’une phase d’injection d’un oligonucléotide parfaitement complémentaire a I'un des deux
plots (courbe rouge) et partiellement complémentaire a I’autre plot (coube bleue).

Il n’est pas possible d’illuminer la biopuce a ’aide d’un laser, car cela rendrait difficile
la résolution des images du fait de la présence de speckle. L’illumination se fait donc par
le biais d'une LED possédant une largeur spectrale d’environ 20 nm. Couplé au fait qu’un
prisme possede une dispersion chromatique non négligeable, la courbe de résonance angu-
laire ou spectrale d’'un banc utilisant la SPRI sera moins profonde et possedera un profil
plus évasé que pour un banc monocapteur. Néanmoins, ’ajout des dimensions latérales
(x,y) & celles déja explorées par les différents systemes de SPR présentés ici, a savoir (0, A,
t) permet d’obtenir une gamme d’outils de caractérisation réellement versatile. L’objectif
de notre travail est d’ajouter une dimension polarimétrique P a celles précédemment évo-
quées, pour finalement parvenir, a moyen terme, a un systeme complet capable d’adresser

la réflectivité sous la forme d’un voxel 6D : R(x,y,t, 0, A, P).
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1.3 Techniques de mesure de 1’anisotropie de sys-

temes biologiques

Dans cette section, nous étudierons plusieurs techniques, couramment utilisées pour
déterminer ’anisotropie d’échantillons biologiques. Tout d’abord, nous définirons rapide-
ment, d'un point de vue optique, cet que signifie le terme « anisotropie ». Ensuite, nous
traiterons des deux techniques de caractérisation d’échantillons : ellipsométrie (para-
graphe 1.3.2), et la microscopie a polarisation (paragraphe 1.3.3). Enfin, nous aborderons
dans le paragraphe 1.3.4 une technique de mesure de ’anisotropie de fluorescence, dont

la mesure est plus dynamique et applicable aux biopuces.

1.3.1 L’anisotropie optique

En optique, I'anisotropie ou biréfringence est la mesure de la différence d’indice de
réfraction dans les différentes directions de I'espace. Les milieux anisotropes sont souvent
des cristaux, possédants un ou plusieurs axes de croissance privilégiés.

Un rayon lumineux polarisé linéairement traversant un milieu biréfringent va subir une
double réfraction. Ceci entraine qu’il existe dans un tel milieu deux vitesses de phase, et
donc deux indices dépendant de la direction de propagation. On peut définir I’axe optique
(ou axe de vibration privilégiée) comme étant une direction de ’espace pour laquelle la
propagation n’est possible que suivant une seule vitesse de phase (et donc un seul indice).
Les matériaux biréfringents peuvent ainsi étre classés par le nombre d’axes optiques qu’ils
possedent. Il possible de distinguer deux types de matériaux : les matériaux uniaxes, et
les matériaux biaxes.

— Les matériaux uniaxes ne possedent qu’'un axe optique unique, ce qui entraine qu’ils
possedent deux indices de réfraction dits « ordinaire » (n, ou dans certains cas n,,)
et « extraordinaire » (n, ou n, ). Ils peuvent étre qualifiés de positifs (respectivement
négatifs), suivant que 'anisotropie An = n., — n, est positive (resp. négative).

— Les matériaux biaxes possedent quand a eux deux axes optiques, et donc trois indices
de réfraction ng, ny et ne.

En se plagant dans le repére tridimensionnel du matériau (z,y, z), il est possible de

définir un triplet d’indices de réfraction (n,, ny,,n.) tel que :

1,2 y2 2,2
w2t Tt (13)
T Yy z

Cela donne I'équation d’une ellipsoide, que 'on appelle D'ellipsoide des indices. La
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FIGURE 21 — Ellipsoide des indices (a) d’'un matériau uniaxe positif (b) d’un uniaxe
négatif.

figure 21 donne l'ellipsoide des indices pour un matériau uniaxe.
Les systemes biologiques anisotropes étudiés dans ce travail sont le plus souvent uni-
axes, tels des brins d’ADN par exemple. Localement, ils possedent un axe extraordinaire

le long de la double hélice, et un axe ordinaire perpendiculaire au brin.

1.3.2 Mesures ellipsométriques

L’ellipsométrie est un technique de caractérisation de surfaces et de couches minces
basée sur les propriétés du matériau a changer I'état de polarisation de la lumiere apres
réflexion. En effet, une onde plane monochromatique polarisée linéairement va subir apres
réflexion sur un échantillon une rotation de la polarisation dépendante de 1’épaisseur et
de l'indice de réfraction de celui-ci.

Au niveau expérimental, le principe est d’utiliser un faisceau lumineux, polarisé linéai-
rement par un polariseur, pour éclairer la surface a analyser. Apres réflexion spéculaire,
le faisceau va traverser un nouveau polariseur appelé analyseur, puis I'intensité lumineuse
résultante est mesurée par un détecteur. Le champ électrique de 'onde incidente possede
deux composantes E, (le champ E oscille dans le plan d’incidence) et E; (le champ E
oscille orthogonalement au plan d’incidence). Le rapport des intensités des champs ré-
fléchies (E,) et incidentes (E;) pour chaque composante du champ définit les coefficients
de réflexion de I'échantillon r; et 75. Ces coefficients sont les coefficients de réflexion de

Fresnel a la surface de ’échantillon, prenant en compte le déphasage dans le matériau. Ils

*

sont donc complexes et définis par : 7

=B JEL = |rpexp(jd,). On mesure alors
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directement le rapport des deux coefficients :

*
T T s .
L= | 2] Crm0) = tan Welt (14)
T T
S S
-plane
P-p rs

Linearly polarised

FIGURE 22 — Principe de fonctionnement d’un ellipsomeétre. (a) Une onde polarisée linéai-
rement d’angle ¢y va subir une réflexion spéculaire sur 1’échantillon. Apres réflexion, la
polarisation de l'onde devient elliptique (d’angle W) et subit un déphasage A. (b) Détail
de la polarisation elliptique obtenue.

Le principe de la mesure est illustré dans la figure 22. Dans la pratique, il existe plu-
sieurs types d’ellipsometres. Pour le cas d’un éllipsometre utilisant la méthode de zéro,
couramment répandu, une lame A/4 est insérée entre le polariseur et I’échantillon. I’ana-
lyseur est tourné jusqu’a obtenir une extinction du faisceau réfléchi. L’orientation de
I’analyseur donne donc directement la valeur de W, et l'orientation du polariseur donne
la valeur de A. Les parametres de 1’échantillon sont ensuite déterminés par ajustement
numérique d’un modele de la réflexion de Fresnel & partir des valeurs de A et W mesu-
rées. Les informations obtenues dépendent des hypotheses faites sur le matériau (ou le
multicouche). Par exemple dans le cas d’'une monocouche, en connaissant 1'épaisseur du
substrat, on peut déterminer par le calcul les indices n et k& du matériau. Il est possible de
multiplier les mesures a des angles et des longueur d’ondes différentes pour obtenir plus
d’'information sur I’échantillon. Dans ce cas, un modele matriciel basé sur les matrices
de Mueller est utilisé pour l'extraction des parametres. On parle dans ce cas d’éllipso-
métrie généralisée [58]. Il est par exemple possible grace a des techniques d’ellipsométrie
spectroscopique [59] de déterminer les parametres d’un matériau uniaxe [60].

Les mesures ellipsométriques fournissent un ensemble de renseignements extrémement

précis et variés. Il est par exemple possible de déterminer la rugosité d’une surface, les
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indices de réfraction et les épaisseurs d’un multicouche complet, pour des couches opaques
ou transparentes ainsi que des métaux [61, 62]. Il est également possible (dans une certaine
limite) de faire de I'imagerie ellipsométrique [63]. Cette versatilité en fait un instrument
de choix pour la caractérisation de surfaces et de matériaux.

Malgré tous ces avantages, 'ellipsométrie reste une méthode tres cotiteuse a mettre en
place. La précision des pieces optiques doit étre excellente (polariseurs a forte extinction,
choix d’une source non polarisée, spectrometre, collimation du faisceau etc.) car de cette
précision dépend entierement la qualité des mesures. De plus, un montage complexe de
moteurs pas-a-pas et de bras mécaniques est a prévoir. Un autre désavantage de 'utilisa-
tion d'un éllipsometre est que la méthode n’est pas dynamique. Le systeme doit faire un
balayage en longueur d’onde et / ou en angle, puis un calcul avant de pouvoir donner une

valeur.

1.3.3 Microscopie en lumiere polarisée

La microscopie en lumiere polarisée est une technique permettant de combiner la
facilité d’utilisation d’un microscope en transmission classique a la variété d’informations
ajoutée par l'observation en lumiere polarisée. Les applications de ce type d’instrument
sont diverses, bien qu’il soit fort répandu en cristallographie, minéralogie et pétrographie.
Un microscope en lumiere polarisée permet de distinguer par exemple les frontieres de

domaines de minéraux dans les roches, ou les axes de croissance de cristaux.
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FIGURE 23 — Principe de fonctionnement d’un microscope en lumiére polarisée [4].

Le principe de fonctionnement d’un microscope en lumiere polarisée, illustré dans la

figure 23, est simple. La lumiere en provenance de la source est tout d’abord polarisée
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linéairement a l'aide d’un polariseur. Le faisceau polarisé traverse ensuite 1’échantillon
fixé sur la platine du microscope. Si le matériau est biréfringent, la lumiere transmise se
décompose en une composante ordinaire et une composante extraordinaire. Un deuxieme
polariseur, I'analyseur, est positionné entre ’échantillon et ’oculaire, ne sélectionnant ainsi
qu’une composante de la lumiere transmise. En orientant ’analyseur de maniere a obtenir
I’extinction, il est possible de déterminer I'axe optique du matériau. En effectuant une
rotation de la platine, et donc de I’échantillon, des figures d’interférence colorées peuvent
étre observées (voir la figure 24-a pour un exemple). Ces interférences sont dues a la dif-
férence de chemin optique existant entre les ondes ordinaires et les ondes extraordinaires,
et donc a la biréfringence du matériau. Il est possible de déterminer la biréfringence en
connaissant 1’épaisseur de 1’échantillon grace au diagramme de Michel-Lévy (figure 24-
b). En faisant correspondre verticalement la couleur observée dans le microscope avec la
couleur d’ordre le plus grand dans le diagramme, et en suivant 1’épaisseur horizontale-
ment, on trouve une droite diagonale. Cette droite donne la biréfringence de I'objet. I1 est
possible d’augmenter le contraste des franges en insérant une lame a retard calibré entre

I’échantillon et ’analyseur.
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FIGURE 24 — (a) Observation au microscope a lumiére polarisée d'un gel d’ADN de sperme
de saumon. (b) Diagramme des biréfringence de Michel-Lévy [5]

Bien que cette technique fournisse une information tres riche sur I'objet a observer,
celle-ci reste trés dépendante de la qualité de 'observation réalisée par le microscopiste.
De plus, les microscopes a polarisation possedent une tres faible résolution axiale. Malgré
tout, ce type d’outil reste tres intéressant pour le « prototypage » de substrats anisotropes.
L’image de la figure 24-a montre par exemple un gel ’ADN de sperme de saumon orienté
que nous avons préparé grace a un protocole mis au point par J. Taboury [64]. On peut

distinguer une zone ou la biréfringence de I’échantillon est nettement observable grace a
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ses franges d’interférence.

1.3.4 Mesure de ’anisotropie de fluorescence

Le principe de la technique de mesure de ’anisotropie de fluorescence est basé sur le
fait que la fluorescence d’un échantillon excité par une onde plane polarisée linéairement
présente la plupart du temps une émission polarisée. En effet, les fluorophores présents
dans les molécules a étudier absorbent de maniere préférentielle les photons excitateurs
dont le champ électrique est aligné avec le moment dipolaire de la molécule, c¢’est le phéno-
mene de photosélection. La probabilité d’excitation d’'une molécule orientée aléatoirement
dans un liquide est alors directement proportionnelle au cosinus carré de ’angle entre
I’onde excitatrice et le moment dipolaire de la molécule. Les fluorophores excités vont se
relaxer en émettant de la fluorescence également polarisée ou partiellement polarisée. 11 est
possible de construire un dispositif expérimental permettant de collecter la fluorescence

polarisée émise par un échantillon éclairé par un laser polarisé (Figure 25).

Light
source X

Detector

FI1GURE 25 — Principe de la mesure de ’anisotropie de fluorescence. Une source de lumiere
monochromatique est polarisée linéairement avant d’illuminer un échantillon contenant
des fluorophores. La fluorescence émise est collectée par un photodiode devant laquelle
est positionné un polariseur sélectionnant les composantes I, ou I, du champ émis.

L’anisotropie de fluorescence r est définie par I’équation (15), out I, et I, sont les
intensités de fluorescence perpendiculaires et paralleles au faisceau incident, détectées par

une photodiode en sortie d’échantillon.

I, —1
N V7!

= 15
I//—I—QIL ( )
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I1 est également possible de mettre en relation I’anisotropie (statique) mesurée, avec des
parametres dynamiques de I’échantillon, tels que le temps de vie de fluorescence (équa-
tion (16)). Le temps de vie de fluorescence ¢ de la molécule est alors calculé grace au
rapport de 'anisotropie mesurée a l’anisotropie maximale ry observable d’un part, et au

temps de corrélation de rotation ¢, de la molécule d’autre part.

L (16)

Ce temps de corrélation de rotation est décrit dans I’équation (17), ou 1 est la visco-
sité du milieu, V est le volume de I’échantillon, R la constante des gaz parfaits et T la

température de I’échantillon en Kelvins.

_nv

t, =
RT

(17)

La mesure d’anisotropie de fluorescence est donc riche en informations, non seule-
ment sur 1'état d’orientation des molécules présentes dans le milieu (parametre d’ordre
< 08’0 > 1), mais aussi sur la propension des molécules marquées a « bouger » li-
brement. En effet, la présence d’autres molécules autour du fluorophore entraine une
diminution des degrés de la liberté de rotation, et donc une augmentation de I’anisotro-
pie de fluorescence. Ce type de mesure est bien adapté a la fluorométrie, mais aussi a
la microscopie confocale [65, 66]. Elle peut également étre couplée a d’autres mesures
comme par exemple le transfert résonant d’énergie de fluorescence (FRET) [67] ou la mi-
croscopie a deux photons [68]. Il est également & noter que 'anisotropie de fluorescence
peut-étre utilisée avantageusement pour augmenter le rapport signal a bruit des biopuces
a fluorescence. En effet, la polarisation de molécules marquées d’oligodeoxynucléotides
par exemple (voir la revue de Nasir et al. [69] pour d’autres exemples) va augmenter lors
de I’hybridation sur la biopuce. Il n’est donc plus nécessaire de travailler sur les intensi-
tés de fluorescence relatives, car on peut directement exploiter I’anisotropie du plot pour
s’affranchir des bruits de fond. Une autre méthode consiste a orienter le photodétecteur
a un angle 0 par rapport a la puce tel que la fluorescence détectée est maximale. Ce type
de technique augmente de maniere simple le rapport signal a bruit des biopuces a ADN

par fluorescence « classiques » [70].

Ce type de technique est donc plus proche dans sa philosophie du systeme que nous
voulons mettre en place, que les outils de caractérisation que nous avons vus précédem-
ment. La mesure d’anisotropie de fluorescence utilise une méthode existante (la mesure

de fluorescence) pour 'étendre en ajoutant des dimensions observables : la propension
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des fluorophores a s’orienter dans le milieu suivant un axe particulier matérialisé par un
parametre d’ordre. Néanmoins, elle n’est pas applicable directement, car il est nécessaire
d’équiper le systeme biologiques a observer de fluorophores, ce qui irait a ’encontre du

but recherché dans notre travail.

Conclusion

A la lumiere des éléments donnés dans ce chapitre, nous pouvons désormais mieux
définir 'approche qui sera utilisée dans le développement expérimental.

Les systemes de biopuces sont des outils tres intéressants pour I'étude des processus
biologiques et la génétique. Ils permettent, dans un encombrement réduit, de multiplexer
I'information de telle fagon qu’il devient possible d’étudier I’expression d’un génome ou
d’un ensemble de protéines sur un seul et méme échantillon. Cette parallélisation massive a
permis d’effectuer d’importantes avancées dans les techniques de découverte de nouveaux
genes liés a des maladies génétiques [71].

Les systemes de biopuces basés sur la lecture d’une intensité de fluorescence fournissent
une information tres dense, de par 'effort de miniaturisation entrepris et la sensibilité des
détecteurs actuels. Néanmoins, la nécessité d’équiper les cibles de marqueurs fluorescents
rend leur utilisation délicate et cotiteuse.

Les systeémes de biopuces basés sur la résonance de plasmon de surface quand a eux,
ne sont pas limités par le marquage. Ils permettent de détecter I'indice de réfraction cou-
plé a I’épaisseur du milieu directement en contact avec la surface de la biopuce, et ce sur
quelques centaines de nanometres. Cette caractéristique les rends intéressants pour ’étude
de systemes biologiques de surfaces, telles que des protéines membranaires, jusqu’ici dif-
ficilement accessibles a la fluorescence. Ce gain dans le domaine axial se perd au niveau
latéral, et la densité d’une biopuce a résonance de plasmon de surface est beaucoup plus
faible que celle d'une biopuce a fluorescence. La résonance de plasmon de surface permet
également d’adresser de multiples dimensions, comme le domaine spectral (il est possible
de remonter indirectement au spectre d’absorption de couches nanométriques), ou bien le

domaine temporel, avec des capacités de capture du signal en temps-réel.

Nous avons également passé en revue quelques systemes de caractérisation d’échan-
tillon anisotropes. L’ellipsometre est un outil primordial en science des matériaux, mais
I’aspect « point par point » de la mesure le rend difficilement utilisable pour des caractéri-

sations dynamiques. La microscopie a lumiere polarisée permet de déterminer de maniere
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simple et efficace la biréfringence d'un objet, mais la méthode est trop qualitative et ré-
servée aux objets épais, ce qui n’est pas compatible avec I’observation de phénomenes liés
a des surfaces.

Nous recherchons donc une solution plus proche dans la philosophie a la technique de
mesure de I'anisotropie de fluorescence.

L’objectif est d’améliorer les dispositifs de mesures par résonance de plasmon de sur-
face dont nous disposons, afin d’étre capable de mesurer ’anisotropie de couches minces
déposées a la surface du capteur. Le systeme serait donc capable de mesurer une réflecti-
vité R(x,v,j, 1, P), ot P représente la dimension polarimétrique permettant de remonter a
I’anisotropie du matériau, ou a un parametre d’ordre quantifiant I’orientation de la couche.
Cette technique devra se passer de marqueurs, et la mesure devra pouvoir s’effectuer en
« temps-réel », c’est a dire a une cadence compatible avec la dynamique du phénomene a

observer. La solution que nous avons développé est détaillée dans le chapitre suivant.
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Chapitre 2. L’ tmagerie polarimétrique par résonance de plasmon de surface

Introduction

Comme nous 'avons vu dans le chapitre précédant, 'imagerie par résonance de plas-
mon de surface (SPRI) offre un certain nombre d’avantages par rapport a d’autres sys-
temes de transduction. Un appareil basé sur la SPRI permet d’observer de maniere dy-
namique et quantifiée I'interaction entre des molécules a la surface de la biopuce, et ce,
sans l'utilisation de marqueurs. La mesure de ’anisotropie optique nous renseigne sur
I’orientation moyenne d’'un ensemble d’objets anisotropes de dimensions nanométriques,
ou sur la capacité des molécules a osciller dans un plan de I'espace particulier. Cette in-
formation est capitale pour mieux comprendre la dynamique de membranes biologiques,
ou de couches auto-assemblées complexes.

Ce chapitre présente le développement expérimental d’un systeme possédant la capa-
cité a observer de maniere dynamique ’anisotropie d’échantillons biologiques de tailles
nanométriques. Il est basé sur 'imagerie par résonance de plasmon de surface. Cet ap-
pareil possede donc les avantages des systemes a SPRI, tout en ajoutant la dimension
polarimétrique a la mesure. Nous disposons donc d’'une dimension supplémentaire pour
caractériser la réflectivité de la biopuce. Celle-ci est représentée par le voxel d’informa-
tion & 6 dimensions suivant : R (z,y,t, 0, A, P). Les parametres z et y sont les dimensions
spatiales a la surface de la biopuce (imagerie), le temps ¢ nous renseigne sur 'aspect dyna-
mique de la mesure. L’angle 0 permet de modifier les conditions de couplage, la longueur
d’onde A fait varier la profondeur de pénétration z des plasmons de surface tout modifiant
également le couplage. La polarisation P, ou plutdt comme nous le verrons, la direction de
propagation du faisceau TM incident, nous renseigne sur ’anisotropie de I'objet étudié.

Le systeme expérimental que nous avons développé se base essentiellement sur l'exis-
tant dans notre laboratoire, a savoir des systemes d’imagerie par résonance de plasmon
de surface basés sur la configuration de Kretschmann. L’idée est donc, en partant des
systemes existants tels que décrits dans le chapitre 1, et en apportant un minimum de
modifications, d’obtenir un systeme complet capable de résoudre ’anisotropie d’un échan-
tillon. L’astuce a donc été d’assembler deux bancs de SPRI autonomes, 'un étant orienté
a 90" par rapport a 'autre, comme illustré dans la figure 26. En mesurant avec précision la
différence de réflectivité entre les deux bancs de mesures, il est donc possible de remonter
a ’anisotropie des molécules déposées sur la biopuce, et indirectement a l'orientation (ou
au parametre d’ordre) de la couche.

Afin de différentier notre systeme des appareils de SPRI « classiques », et bien marquer
I’aspect anisotrope de la mesure, nous avons baptisé la méthode P-SPRI, pour Polari-

metric Surface Plasmon Resonance Imaging. Des 6 dimensions illustrées ci-dessus, nous
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FIGURE 26 — (a) Pyramide sur laquelle repose la biopuce et la couche de molécules aniso-
tropes. Les molécules sont orientées dans la demi-sphere supérieure au dessus de la couche
de métal, en formant un angle azimutal ¢ et zénithal ¢. Deux faisceaux polarisés TM se
réfléchissent orthogonalement sur la couche d’or. La configuration de Kretschmann est
utilisée, avec une pyramide au lieu d’un prisme. (b) photographie du prisme de verre.

éliminerons la longueur d’onde A. En effet, un autre systeme basé sur la spectroscopie SPR
a été développé dans le laboratoire par M. Nakkach, F. Bardin et P. Lecaruyer [53, 16],
et une convergence des deux systémes est prévue dans le futur.

La premiere moitié de ce chapitre est consacrée a la modélisation numérique de la
P-SPRI. La section 2.1 sera dédiée a 1'étude de la réflectivité d’un assemblage de couches
d’épaisseurs nanométriques constitué de métaux et de diélectriques isotropes par une
méthode analytique. Puis, nous généraliserons le modele pour I’étendre au cas des diélec-
triques anisotropes dans la section 2.2. Dans cette section, nous déterminerons également
les performances attendues d’un tel systéme pour détecter ’anisotropie d’une monocouche
d’ADN orientée.

La seconde moitié de ce chapitre est dédiée a la mise au point expérimentale du sys-
teme de P-SPRI développé durant notre travail. Les différents composants optiques et
mécaniques sont détaillés dans la section 2.3, avec un focus porté sur les particularités de
notre systeme. La section 2.4 quand a elle présente les performances réelles, la résolution
et la stabilité d’un tel systeme pour le cas de la mesure d’échantillons isotropes. La mesure

sur des échantillons anisotropes sera traitée en détail dans le chapitre 3.
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Chapitre 2. L’ tmagerie polarimétrique par résonance de plasmon de surface

2.1 Reéflectivité d’un assemblage de couches isotropes

2.1.1 Modele de Rouard étendu

L’étude de la réflectivité d’un systeme constitué d’'un ensemble de couches paralleles
est central au développement et & I'optimisation des performances de tout systeme basé
sur la résonance de plasmon de surface. En effet, 'onde électromagnétique incidente doit
traverser plusieurs interfaces successives, tout d’abord en tant qu’onde incidente, puis en
tant qu’onde réfléchie. Une biopuce a SPR typique est de fait assimilable a un multicouche

de matériaux diélectriques ou de métaux, tel que représenté dans la figure 27.

,/\’

milieu
ambiant 7 oo

diélectrique A:\\ n 1t €3

or o O \ n, kz €
N
z ﬂk chrome n, k1 €,
prisme N *®
O X

FIGURE 27 — Représentation d'un multicouche dans la configuration de Kretschmann.
L’onde plane incidente par le bas forme un angle 6, avec la normale au multicouche.
Le franchissement de chaque interface donne lieu a une réflexion partielle et une trans-
mission réfractée. Chaque couche k posséde un indice de réfraction (ng, ki) (kK = 0 pour
les diélectriques) et une épaisseur e;. Le prisme et le milien ambiant ont des épaisseurs
infinies.

Dans un tel systeme a n couches, la couche k possede une épaisseur e et un indice ny
pour les diélectriques, ou un indice complexe ny = ny + kg pour les métaux. La premiere
(couche 0) et la derniere couche (couche n) possedent toutes deux une épaisseur infinie,
et 'on considere que les interfaces sont parfaitement paralleles entre-elles et alignées avec
I'axe (Ox). Dans la configuration de Kretschmann, la premiere couche est constituée du
prisme de verre sur lequel est déposée une couche d’accroche de chrome ou de titane, puis

d’une couche d’or. Par auto-assemblage, il est possible de faire croitre sur la couche d’or
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2.1. Réflectivité d’un assemblage de couches isotropes

des thiols par exemple, pour ensuite construire une « matrice » moléculaire capable de
retenir sélectivement les molécules a analyser. Finalement le milieu ambiant est le tampon
dans lequel circule les analytes.

Une onde électromagnétique incidente au multicouche se propage suivant un angle
0y avec la normale a l'interface entre la couche 0 et la couche 1. Une partie de 1'onde
sera réfractée dans la couche 1, et une partie sera réfléchie. La partie réfractée aura un
angle d’incidence 0, avec l'interface entre la couche 1 et la couche 2, et ainsi de suite. A
chaque traversée d’interface, une partie de ’onde est réfléchie, et une partie est transmise
a la couche supérieure. Une fois arrivée dans la derniere couche, 'onde est finalement
totalement absorbée dans le milieu d’épaisseur infinie.

En nous appuyant sur la relation de Snell-Descartes, il est possible de calculer I’angle
d’incidence 0 pour chaque couche k£ du systeme. Cette relation est également valable

pour des couches absorbantes, et donc pour ny complexe [47] :

nosin0y = nysin0; = - - - = ny sin 04, (18)

Soit 0y = (ng/ny)sin™* 0.

Afin de calculer la réflectivité de ’ensemble du multicouche, nous devons au préalable
calculer le coefficient de réflexion inhérent a chaque couche du systeme. Pour cela, nous
pouvons nous baser sur la continuité des composantes tangentielles du champs électrique a
I'interface entre deux couches. Pour chacune des polarisation TM (p) et TE (s) du champ,
nous pouvons obtenir les coefficients de Fresnel en réflexion correspondant au passage

entre la couche k — 1 et la couche k& :

Ng_1 €08 B,_1 — ny cos Oy,

re = 19
(k=1)—k Ng_1 €08 0_1 + ny cos O (19)
p Np—1 COS ek — N COS Ok_l

r 20
(k—=1)—k Ng—1 cos O + ny cos O_q (20)

De la méme facon, les coefficients de Fresnel en transmission sont donnés par :
2ny,_1 cos 01
? 21
(k—1)—k Nng_1Cos 0x_1 + ng cos O (21)
Qﬂk_l COS Gk_l
t-1)-n (22)

Ng_1 €08 O + ng cos O
Une fois le coefficient en réflexion et en transmission calculé, nous pouvons procéder
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Chapitre 2. L’ tmagerie polarimétrique par résonance de plasmon de surface

a une sommation des réflexions et des transmissions pour déterminer la réflexion totale
d’une couche a partir de toutes les couches supérieures. Cette méthode a été développée
par Rouard [72] pour des matériaux diélectriques, puis fut explicitement étendue a des
matériaux absorbants [47]. Pour illustrer notre propos, nous allons nous intéresser a la
réflectivité d’'un systeme a 3 couches, comme illustré dans la figure 28. La réflexion totale

de la couche 2 est obtenue comme suit :

FIGURE 28 — réflexions et transmissions partielles d’une onde traversant une couche.

ry =Tri_g Htige” My _gem Mty
Ft1_ge B2y _geT 2y ey _geT 2y

=7 +t1,2r2,3t2,1 eXp(—ZiAz)
1-2 1—ro_17r2_3 exp(—2iA2)

(23)

Il est possible de simplifier cette expression en impliquant les réflexions des couches
supérieures et en utilisant la relation ¢;_sts ; = 1 —r}_,. En généralisant, ’amplitude de

la réflexion d’une couche k devient :

Th-1)—k + Thy1exp(—2iA)
1 + T(k—l)—k Tk+1 €XP (—QZAk)

Ty = (24)

Dans cette équation, le facteur Ay correspond au changement de phase induit par la
traversée de la couche k par 'onde électromagnétique, et on peut définir I’épaisseur de
phase comme le chemin optique emprunté dans la couche. Elle est définie comme suit :

2m
Ak = X—nkek COS ek (25)
0

Ou ey, est I'épaisseur, 0, ’angle d’incidence, et ny l'indice de la couche k.
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2.1. Réflectivité d’un assemblage de couches isotropes

I1 advient de 1'équation (24) que le calcul de 'amplitude de réflexion d’une couche
dépend de 'amplitude de réflexion de la couche supérieure. Il s’agit d’un calcul récursif,
ol 'on démarre par la couche la plus éloignée du substrat pour descendre de couche en
couche, jusqu’a obtenir 'amplitude en réflexion de la premiere couche.

Finalement, la réflectance R du multicouche est calculée comme suit :

R=(r)*=nrr] (26)

Ce calcul de la réflectance est valable quelle que soit la polarisation, a partir du moment
ou le bon coefficient de Fresnel est choisi. De plus, il est valable pour un nombre quelconque

de couches, d’indices réels ou complexes.

2.1.2 Configuration de Kretschmann

Jusqu’a présent, le milieu d’incidence était considéré comme étant le substrat de verre.
Afin que ce modele soit exploitable de maniere pratique avec un systeme basé sur la
configuration de Kretschmann (voir figure 29), il faut corriger les réflectances TM et TE

par un facteur correspondant aux réflexions partielles sur les faces d’entrée et de sortie du

milieu
ambiant

prisme

prisme.

air

ext

FI1GURE 29 — Configuration de Kretschmann. ’onde plane incidente possede un angle de
rasance externe 0.,

Afin de rendre compte de 'angle d’incidence de la lumiere a l'extérieur du prisme,

nous utilisons I'angle externe rasant 0.,; (indiqué dans la figure 29). La conversion entre
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Chapitre 2. L’ tmagerie polarimétrique par résonance de plasmon de surface

I'angle externe rasant (en degrés) et I’angle interne au prisme (0 en radians) s’obtient en

considérant A, 'angle au sommet du prisme (en radians) :

(m—A, (1 . T A
60—( 5 )—sm (nosm(emxlgo— 5 (27)

Dans les systemes expérimentaux utilisés dans notre laboratoire, ’angle au sommet

est généralement de 60° (prisme) ou 32" (pyramide). Ce dernier a été calculé dans la these
d’E. Maillart [46] de maniere & minimiser les aberrations chromatiques engendrées par
I'imagerie a travers la pyramide.

Le facteur de correction est déterminé grace aux coefficients de transmission de Fresnel
des interfaces air/prisme et prisme/air. Pour chaque interface :

1— <COS@0—’nocOSQT>2 7 TE

cos 0g+ng cos O

tp'risme = o 6 2
1— (cos T—n0 COS 0) 7 ™™

cos O +ng cos 0g

(28)

Avec O = sin™! (% sin 60>.
La traversée des deux interfaces se calcule en passant la transmission d’une interface

au carré. On obtient le coeflicient de correction suivant :

C= (tprisme)2 (29)

Finalement, la réflectance totale peut étre exprimée comme suit :

R =RxC (30)

C’est cette réflectance R’ qui est mesurée par un systeme a SPR. Nous avons développé
dans le cadre de notre travail, et sur la base des travaux de P. Lecaruyer [47], un pro-
gramme basé sur Igor Pro capable de calculer la réflectance TE et TM de multicouches
quelconques. Ce programme est a 'origine des simulations présentées tout au long du

chapitre 1.

2.1.3 Validité du modele

Afin de vérifier la validité du modele exposé précédemment, nous avons effectué un
balayage angulaire a 'aide du montage monocapteur décrit dans la section 1.2.6.1 sur
une lame d’or de référence. Cette lame est constituée d'une premiere couche de verre
BKT7 (n =~ 1,515), puis d’'une couche de chrome (1 nm), et enfin d’une couche d’or de 50

nm. Ces épaisseurs sont les consignes de dépot données au fournisseur (Schott). La lame
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2.1. Réflectivité d’un assemblage de couches isotropes

est placée sur un prisme de BK7 (d’angle au sommet 60°) a I'aide d'une goutte d’huile
d’indice, puis recouverte d'une cuve de fluidique remplie d’eau (n = 1,332). La longueur
d’onde d’illumination est celle du laser Hélium-Néon, soit 632, 8 nm. Nous avons réalisé
un balayage simulé identique, grace au programme développé dans le cadre de cette these,
en utilisant les valeurs d’indices de réfraction de 'or et du chrome telles qu’indiquées dans
la table 5.

n Cr | k Cr | épaisseur Cr (nm) | n Au | k Au | épaisseur Au (nm)
31 | 33 | 1,1 | 0,22 | 3,51 | 47,8

TABLE 5 — Parametres de calcul ajustés pour l'or et le chrome.

og4—t—1 o 1 1 1 ]

07 = ™,

0.6
0.5 /
A

Réflectance TM

\ /

—— expérimental | [
S22 B B R L modeéle ajusté|

0.0 +—T——T—T1— T T T T T T T
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
angle d'incidence externe (°)

F1GURE 30 — Comparaison entre la mesure expérimentale d’un plasmon angulaire et le
modele de Rouard étendu.

Les résultats de la comparaison entre le modele et les données expérimentales sont
illustrés dans la figure 30. Les épaisseurs et 'indice de 1'or ont été obtenues par ajuste-
ment numérique du modele sur les données. Nous observons un tres bon accord entre les
consignes d’épaisseur données au constructeur et les valeurs obtenues par ajustement du
modele. L'indice de réfraction et 1’épaisseur sont deux grandeurs couplées, il est donc im-
portant d’ajuster en deux passes : la premiere passe détermine de maniere assez grossiere
les épaisseurs d’or et de chrome en conservant les indices des métaux fixes; la seconde

passe calcule de maniere plus fine les épaisseurs, en ajustant également ’indice de l'or.
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Chapitre 2. L’ tmagerie polarimétrique par résonance de plasmon de surface

La possibilité de calculer les épaisseurs a partir du modele théorique illustre le fait que le
modele de Rouard étendu est bien adapté pour simuler la résonance plasmon d’un systeme

multicouche tel qu’une lame d’or et ce malgré le couplage indice de réfraction / épaisseur.

2.2 Généralisation au cas anisotrope

Notre systéeme expérimental doit étre capable de caractériser de maniere dynamique
I’anisotropie d’un échantillon biologique. Afin de déterminer les caractéristiques d'un tel
systeme, il est important de pouvoir simuler un tel échantillon. Le modele de Rouard
étendu tel que présenté ne peut s’appliquer directement au cas anisotrope. En effet, dans
le modele de Rouard étendu, il n’existe qu'une seule réfraction et une seule réflexion pour
un rayon incident a une interface. Pour traiter le cas ou le matériau est biréfringent, il
faudrait déterminer le vecteur d’onde de deux rayons transmis et deux rayons réfléchis.
Le calcul analytique, bien que possible, risque d’étre assez lourd.

Une méthode basée sur des matrices 4 x 4, a été développée par F. Abeles [73] pour le
cas isotrope, reprise et étendue aux couches anisotropes et électro-optiques par P. Yeh [74,
75]. Le principe est qu'une couche d’un matériau quelconque peut étre caractérisé par un
tenseur de constantes diélectriques €,,4¢, Une matrice caractéristique A, et une matrice de
propagation P.

La constante diélectrique du matériau est, dans le cas d’un matériau non magnétique,
un tenseur de rang 2. La matrice caractéristique de la couche est définie par la conservation
des composantes tangentielles des champs aux interfaces, et la matrice de propagation est
une matrice diagonale contenant le déphasage subit en traversant la couche. La fonction
de transfert T du multicouche, a savoir la matrice équivalente a ’ensemble du systeme

décrivant la propagation d’'un onde plane est définie comme suit :

T=[[Aa"(k—1)xA(k) x P (k) (31)
k=0

La sommation des ondes partielles réfléchies et transmises dans la méthode de Rouard
étendue est donc remplacée par un produit de matrices. La difficulté ici est de correctement
définir la matrice A pour chaque couche. Cette matrice prend généralement la forme d’une
matrice 4 x 4 [76], car décrivant deux ondes réfractées et deux ondes transmises. Il est a
noter qu’il est possible d’utiliser des matrices 2 x 2, mais au prix d’'une complexité plus

grande des expressions [77].
De tels algorithmes, quoique tres puissants car tres généraux, sont aussi complexes a

implémenter et sortiraient du cadre de notre travail. La méthode de Yeh pose également
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2.2. Généralisation au cas anisotrope

de nombreux probléemes pratiques, car les matrices deviennent singulieres si 'une des
couches est isotrope [78]. Dans un grand nombre de cas, le probléme se simplifie d'une
facon ou d’une autre. Par exemple, si le milieu d’incidence est isotrope, les expressions
se simplifient grandement, et il est possible de revenir a un traitement analytique de la
réflectance [79]. Dans de nombreux cas, notamment celui des couches minces d’origine
biologique, le systeme anisotrope a étudier est uniaxe. Dans ce cas, il devient possible
de projeter le vecteur d’onde suivant ses composantes ordinaire (k,) et extraordinaire
(ke), rendant possible une approche analytique [80]. Il est également possible dans ce cas

d’utiliser la méthode matricielle, mais en découplant les polarisations [81].

Pour modéliser la mesure du systeme de P-SPRI, il n’est en fait pas nécessaire de passer
par le calcul de la réflectivité d’un multicouche anisotrope. Le fait que le systeme fasse deux
mesures distinctes, suivant deux axes orthogonaux, couplé au fait que la couche anisotrope
soit dans nos mesures la derniere couche de la pile, simplifient notre probleme. Nous
pouvons nous contenter de calculer 'indice effectif isotrope mesuré par chaque bras de
SPRI, a savoir I'indice de réfraction tel que « vu » par le plasmon de surface se propageant
dans une direction ou l'autre de la surface. la différence des deux indices effectifs donne

alors une mesure de I’anisotropie de la couche.

Nous allons donc calculer les indices effectifs d’un matériau uniaxe dans la section

suivante.

2.2.1 Indices effectifs dans un milieu uniaxe

Un matériau uniaxe possede deux indices de réfraction, dits ordinaire (n, = /g,) et
extraordinaire (n, = /g.). L'ellipsoide des indices résultante, orientée de maniere quel-
conque par rapport au plan (zy) défini par le multicouche dans le repere du laboratoire

(x,y, z), est illustrée dans la figure 31.

Dans le systeme de coordonnées sphériques (p, 0, ), I'indice extraordinaire est aligné

avec l'axe p, et le tenseur des permittivités diélectriques €,,4¢ est diagonal :

e, 0 O
0 0 &g

(p,0,9)

Nous devons passer du systeme de coordonnées sphériques, au systeme de coordonnées

cartésiennes du multicouche, afin de pouvoir exprimer les constantes diélectriques du
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Chapitre 2. L’ tmagerie polarimétrique par résonance de plasmon de surface

ke)
<

,
’ x

F1GURE 31 — Ellipsoide des indices d’'un matériau uniaxe.

matériau en fonction des angles 0 et ¢. Le passage s’effectue grace a la relation suivante :

_ —1
€mat(,,.) — Temat(p,w) T (33)

Avec T, la matrice de passage entre les coordonnées sphériques (p, 0, ¢) et cartésiennes
(2,9, 2)
sin@cos¢ cosBOcosp —sind
T = |sinOsin¢ cosOsing cos¢ (34)

cos 0 —sin6 0

On obtient €4 exprimé dans le repere du laboratoire (x,y, z) :

€xa Exy g2z
Emat(, .y = |z Eyy  Eyz (35)

€0 €2y €z

Nous ne retiendrons que les valeurs des éléments diagonaux pour le calcul, soit :

€.0=cos? ¢ sin®0) e, + (cos? O + sin” Osin® ¢) &,
gyy=(sin” 0sin” ) &, + (cos? O + cos? ¢psin®0) ¢, (36)
e,,=cos’0e, +sin’0Oe,
Les indices effectifs N, = /€., et N, = /€, vont nous permettre de calculer I’aniso-
tropie effective, telle que mesurée par 'appareil de P-SPRI. Celui-ci mesure la réflectivité

de la surface, suivant les axes z et y. Cette réflectivité est proportionnelle a I'indice effectif

dans la direction de propagation du plasmon, comme donné par les équations de Fresnel
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2.2. Généralisation au cas anisotrope

du paragraphe 2.1. On obtient donc la relation :

R, o N,
R, o<N, (37)
AR =R, -R, o« AN =N, —N,

Ainsi, I'anisotropie effective est donnée par :
AN = /e, — \/Eyy (38)

2.2.1.1 Variations angulaires zénithales (0) :

Pour les valeurs extrémes d’excursion angulaire, nous obtenons :

— Pour 6 =0, AN =0;

— Pour 0 =m/2 et ¢ =0, AN =n, —n,;

— Pour 6 =m/2 et ¢ = /2, AN =n, — n,.

Dans le cas d'une faible variation angulaire par rapport a la normale a la couche
(6 =0), il est aisé de d’exprimer I'anisotropie effective en fonction de I’angle 6 grace & un

développement limité d’ordre 2 autour de 0 de AN :

(e — €0)

o

AN (9~0) & €0s 20 6%+ O (6°) (39)

Cette expression nous indique que, pour de faibles variations de I’angle 6 autour de la

normale au plan, I’anisotropie effective est directement proportionnelle au carré de I’angle.

2.2.1.2 Variations angulaires azimutales (¢) :

Pour de faibles variations angulaires par rapport a 'axe z (¢ = 0), le développement

limité est moins simple, aussi nous nous limiterons a 'ordre 1 :

AN (4r0) ~ Ve sin?0 + ¢, cos20 — n, + O (62) (40)

Afin d’apporter une dimension plus concrete a notre calcul, nous allons partir du prin-
cipe que I’échantillon & mesurer est constitué d’une monocouche d’ADN orientée dans une
direction de 'espace. Commencons tout d’abord pas déterminer les indices de réfraction

de cette monocouche.
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Chapitre 2. L’ tmagerie polarimétrique par résonance de plasmon de surface

2.2.2 Anisotropie d’'une monocouche d’ADN

La molécule d’ADN, comme tout polymere, possede une anisotropie intrinseque assez
importante. En effet, et en simplifiant a ’extréme, on peut considérer une molécule d’ADN
comme une « pile de pieces » (voir figure 32-a), chaque piece (ou paire de bases) faisant
3,4 A d’épaisseur et environ 2,3 nm de diametre. L’empilement des bases les unes sur les
autres se fait grace a l'alignement des cycles aromatiques présents dans chaque base. Dans
ce cas la circulation de charges électroniques (électrons ) le long de I'axe 2’ assure une

bonne stabilité thermodynamique de 1’ensemble.

FIGURE 32 — (a) Une molécule d’ADN schématisée en un empilement de « pieces ». (b)
ADN disposé en monocouche et orienté dans le repeére sphérique (r, 0, )

C’est cet empilement particulier qui donne une anisotropie a la molécule. La pola-
risabilité électromagnétique est différente suivant que le champ électrique appliqué est
parallele a la molécule (axe 2’), ou perpendiculaire a celle-ci (axes 2’ et y'). Cette dif-
férence implique qu'un matériau constitué principalement d’ADN orienté dans la méme
direction possede deux constantes diélectriques. Il s’agit donc d’un matériau uniaxe. Nous
nommerons €,, (ou &) la constante diélectrique alignée avec le grand axe de la molécule
(axe 2’ dans notre exemple), et €, (ou g,) la constante diélectrique perpendiculaire au
grand grand axe (axes z’ et y').

Il existe peu d’études portant sur I'anisotropie d’une monocouche d’ADN dans le

visible, I'essentiel des appareils actuels utilisant I’absorption de ’ADN dans 'UV. Aussi,
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2.2. Généralisation au cas anisotrope

il est difficile de trouver plusieurs sources de données pour déterminer n, et n,. Nous nous
baserons donc sur les valeurs déterminées numériquement a 633 nm par R. Oldenbourg
et al. [82]. Nous pouvons supposer que ces valeurs restent approximativement constantes
dans le visible, car S. Elhadj et al. [83] ont mesuré une valeur de 'indice de réfraction
« moyen » de 'ADN par ellipsométrie, qui est constant entre 400 nm et 700 nm environ.

Les valeurs sont indiquées dans la table 6.

| Miso | myy | My | An
1456 | — | - | -
1,530 | 1,507 | 1,627 | -0,12

ADN simple brin
ADN double brin

TABLE 6 — Indices de réfraction de ’ADN en monocouche.

Ces valeurs restent valables tant que la longueur de ’ADN ne dépasse pas 50 a 70
nucléotides. Au dela, ’'approximation « pile de pieces » n’est plus valable du fait de ’ap-
parition de structures secondaires a certains points de la chaine. Dans la réalité, les ap-
plications de biopuces généralement répandues n’utilisent que des sondes possédant 20 a
30 nucléotides de long au maximum. L’approximation est donc largement valable dans la
majorité des cas.

La figure 33 indique 'anisotropie effective calculée a partir des indices de réfraction
effectifs N, et N, et ce pour une plage angulaire de 0 et ¢ de 90°.

ON = N N,

FIGURE 33 — Anisotropie effective AN = N, — N, pour une monocouche d’ADN orienté
en fonction de I'angle zénithal 0 et de I'angle azimutal ¢. Pas du calcul : 0,5°(0, ¢)
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L’anisotropie importante obtenue (de —0, 1 & 40, 1 environ) tiens au tres fort contraste
d’indice de la molécule d’ADN. Dans la réalité, cette valeur sera plus faible, car le taux
de couverture d’ADN sur une surface n’est jamais de 100%. Il serait donc intéressant de
comparer ces résultats avec des échantillons réels, et d’ajuster en fonction du taux de
couverture. De plus, les molécules d’ADN ne sont pas toutes parfaitement alignées les
unes par rapport aux autres, il existe un désordre, matérialisé par un parametre d’ordre,

qui diminue d’autant 1’anisotropie de la couche.

2.2.3 Calcul de réflectivité différentielle

Les indices N, et N, peuvent ensuite étre utilisés pour calculer la différence de réflec-
tivité entre les deux bras du systeme de P-SPRI. Une premiere courbe de référence est
calculée a 6 = 0 et ¢ = 0, la réflectivité a I'angle de travail est extraite de cette courbe,
puis on reproduit le calcul pour toutes les combinaisons d’angles, en soustrayant la réflec-
tivité a 'angle de travail obtenue pour le point (0, ¢) a celle de référence. On obtient ainsi
une nappe de réflectivité pour chaque bras du systeme. Finalement, les deux nappes sont
soustraites entre-elles, pour obtenir la différence de réflectivité AR = R, — R,,, mesurant
I’anisotropie de la couche d’ADN. Les résultats sont donnés dans la figure 34.

Au regard de ces résultats, on peut dire que le systeme de P-SPRI est potentiellement
capable de suivre I'anisotropie d’une monocouche d’ADN grace a l'utilisation de deux bras
de SPRI disposés orthogonalement. En effet, la résolution classiguement admise pour un
systeme de SPRI classique est de I'ordre de 1072%, des différences d’orientation moyenne
de quelques degrés sont donc théoriquement atteignables. Il reste néanmoins a déterminer
les performances d’un tel capteur avec des anisotropies beaucoup plus faibles.

Nous pouvons déterminer les performances en divisant le graphique 34 par le gra-
phique 33, c’est a dire en calculant la sensibilité en réflectivité (AR/An) de notre systeme
simulé. La table 7 présente un résumé des sensibilités en réflectivités du systeme aux prin-
cipales longueurs d’ondes. Il présente également un second calcul, ramené a une couche

d’un nm d’épaisseur.
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(%) "V

o
o

FIGURE 34 — Différence de réflectivité AR = R, — R, correspondante & une monocouche
d’ADN orienté de 1 nm d’épaisseur. Pas du calcul : 0,57(0, ¢), 2°(calcul de langle de
travail pour la variation de réflectivité)

2.3 Montage expérimental

Comme nous l'avons vu en introduction de ce chapitre, le banc de P-SPRI déve-
loppé dans le cadre de ce travail s’appuie en grande partie sur des composants et des
techniques déja utilisées dans notre laboratoire pour d’autres bancs de SPRI. Le mon-
tage de P-SPRI se base sur I'utilisation de deux bras de SPRI indépendants et pouvant
fonctionner de maniere totalement autonomes. Cela nous permet de nous affranchir d’un
maximum de développement spécifiques au banc, notamment en ce qui concerne le logiciel
de controle Labview du systeme, qui reste identique sur tous les bancs expérimentaux de
notre laboratoire. L’utilisation de composants génériques permet également d’équilibrer
les performances des différents bancs expérimentaux.

Notre systeme étant constitué de deux bras de SPRI disposés orthogonalement le long
des axes x et y (voir la figure 26), nous allons commencer par décrire les principaux
composants constituant un des bras, tels que décrits par la figure 35. Nous commencerons
par indiquer les caractéristiques de la source de lumiére (paragraphe 2.3.1), puis le systéme

de collimation et de polarisation du faisceau (paragraphe 2.3.2). Le faisceau ainsi généré
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Ao Sr (1 nm) Sr (10 nm)
500 nm | 2,2 %/RIU-T | 19,0 %/RIU
600 nm | 19,95 %/RIU~! | 166,1 %/RIU!
638 nm | 28,41 %/RIU~! | 220,6 %/RIU!
670 nm | 33,67 %/RIU-" | 271,5 %/RIU~!
900 nm | 35,78 %/RIU~" | 308,9 %/RIU"

TABLE 7 — Sensibilité maximale en réflectivité du systeme de P-SPRI pour deux épaisseurs
d’ADN.

pompe <

cellule
dlinteraction

- solution

o, 1 coute
métallique
\ dh oo & & —
lamede __—>»

N 7 N
=T~
pyramide ‘

systéeme systéme
afocal afocal

‘ rotatif

© o

polariseur

FI1GURE 35 — Détails d'un des deux bras du montage de P-SPRI.

va se réfléchir sur un miroir motorisé et controlé par logiciel, puis traverser un systeme
afocal, permettant ainsi d’orienter le faisceau a un angle d’incidence précis au centre
de la pyramide (paragraphe 2.3.3). Le faisceau va ensuite se réfléchir sur la base d’une
pyramide de verre spécialement fabriquée pour ce banc (paragraphe 2.3.4). Finalement,
le faisceau réfléchi par réflexion totale atténuée (ATR) va traverser un second afocal pour
permettre a la surface de la biopuce d’étre imagée par une caméra CCD. Nous décrirons
les caractéristiques de la caméra dans le paragraphe 2.3.5. La circulation des analytes
est assurée par une cellule d’interaction positionnée sur la lame d’or et par une pompe
péristaltique, nous décrirons rapidement leur fonctionnement dans le paragraphe 2.3.6. Le
logiciel de pilotage du banc et de capture des données sera rapidement évoqué dans le
paragraphe 2.3.7.

Finalement, nous étudierons certaines spécificités du banc de P-SPRI. L’illumination
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doit étre la plus proche possible en termes d’intensité sur les deux bras, c¢’est pourquoi
nous avons mis en place un coupleur par fibre optique « 1 vers 2 » afin de distribuer la lu-
miere d'une LED vers les deux bras (paragraphe 2.3.8). Ainsi, les fluctuations lumineuses
sont synchrones. Les caméras CCD des deux axes du systeme étant temporellement asyn-
chrones, nous avons di mettre en place une logique de synchronisation, qui sera abordé
dans le paragraphe 2.3.9.

Le chassis mécanique a été congu spécifiquement pour ce banc, et la géométrie utilisée
n’autorise qu’une plage angulaire limitée. Nous indiquerons 'impact que cela implique sur

la plage d’indices détectable dans le paragraphe 2.3.10.

2.3.1 Source lumineuse

La source lumineuse utilisée dans notre systeme est une diode électroluminescente
(LED) émettant dans le rouge, a 670 nm. Le choix de cette longueur d’onde d’émission
est guidé par un compromis a atteindre entre performances, et facilité de réglage et d’ali-
gnement. La sensibilité en réflectivité du systeme est croissante avec la longueur d’onde
(voir table 7). Néanmoins, le gain en sensibilité devient marginal au dela de 700 nm en-
viron. Afin de pouvoir facilement visualiser le faisceau, une valeur de 670 nm (donc dans
le visible) a été choisie. De plus, la longueur de propagation du plasmon de surface (7,88
um) a cette longueur d’onde est parfaitement compatible avec la résolution latérale de
notre systeme d’imagerie

Contrairement a un laser, qui possede une largeur spectrale tres faible, une diode élec-
troluminescente possede une largeur a mi-hauteur assez importante. Il ne s’agit donc plus
d’illumination cohérente. Le choix d’une diode possede des avantages, comme I’élimination
de speckle, qui pourrait interférer avec une bonne qualité d’image. Ce choix a également
un inconvénient, qui est di au fait que la réflectivité obtenue par un tel systeme est convo-
luée a la largeur spectrale de la source. La réflectivité obtenue n’est donc pas le résultat de
I’excitation du plasmon de surface a une seule longueur d’onde, mais par un intervalle de
longueurs d’onde. Ce phénomene va donc diminuer la dynamique de notre systeme, ce qui
explique que des bancs monocapteurs peuvent atteindre des minima de réflectivité a la
résonance de plasmon de surface de 1 ou 2%, alors que des systémes d’imagerie atteignent
rarement moins de 10% .

Le spectre d’émission de la diode utilisée dans notre montage est indiqué dans la
figure 36, comparé a celui du laser Hélium-Néon utilisé dans le montage monocapteur.
Le profil d’émission est bien centré a 670 nm, et la largeur & mi-hauteur (FWHM) de la

diode est d’environ 25 nm.
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FIGURE 36 — Spectre d’émission de la source LED utilisée dans le montage P-SPRI (rouge)
mesuré par un spectrometre.

Du point de vue dynamique, la diode atteint un régime d’émission stable (en courant)
au bout de 25 a 30 min apres allumage. Il faut donc prévoir d’allumer la diode en avance

avant toute expérience.

2.3.2 Systeme de collimation et de polarisation

Le systeme de collimation permet de compenser la divergence du faisceau généré par la
source de lumiere, pour obtenir en sortie un faisceau parfaitement parallele. Il est impor-
tant d’avoir un faisceau correctement collimaté pour éviter d’attaquer la pyramide avec
une dispersion angulaire trop importante, car il en résulterait une diminution importante
de la sensibilité du banc. Le systeme de collimation est composé d’un ménisque convergent
(F =116.2 mm) et d’'un doublet achromatique (F = 80 mm ) (voir figure 37). L’ensemble
est maintenu en place dans un tube de 18 mm de diametre, soit le diametre du faisceau
en sortie.

En sortie de collimateur, le faisceau parallele est polarisé linéairement grace a un
polariseur rotatif. C’est ce polariseur qui va permettre de sélectionner les polarisation TE
ou TM du champs électromagnétique incident a la lame d’or. La rotation du polariseur se
fait de maniere manuelle, mais il existe au sein de notre laboratoire un systéme comportant

des polariseurs commandés informatiquement. Une future évolution du banc comportera
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ménisque doublet

bague polariseur

calibrée

FI1GURE 37 — Systeme de collimation et de polarisation du faisceau.

de tels polariseurs.

2.3.3 Miroir motorisé et systeme afocal

Le faisceau collimaté et polarisé en TE ou TM va ensuite étre réfléchi par le miroir
avant d’entrer dans un systéeme afocal. Le but de cet afocal est de pouvoir conjuguer le
plan du miroir avec le plan de la puce d'un part et le plan de la puce avec le plan de la

caméra d’autre part.

pyramide

miroir

F1GURE 38 — Chemin optique a travers le systeme afocal et la pyramide.

L’afocal est composé de deux doublets achromatiques (F = 60 mm), disposés de ma-
niere a ce que le foyer soit situé a égale distance des deux doublets. De cette maniere, un

faisceau collimaté en entrée ressort collimaté, avec un angle a entre le plan horizontal et
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’axe optique de I'afocal (voir figure 38). Ces deux systeémes ont un grossissement de 1, et
le diametre des optiques est de 1 7 soit 25,4 mm.

La rotation du miroir permet donc de faire un balayage angulaire 6 autour de la
normale a la lame d’or. Du fait du diametre des doublets, le balayage angulaire se trouve
limité par l'ouverture numérique de la lentille. Dans notre cas (focale F = 60 mm et
diametre utile D = 0,9 x 25,4 mm ), 'ouverture numérique vaut NA = D/2F = 0, 19.
Il est donc possible de couvrir au maximum un angle de +11° autour de I'axe optique
(ligne rouge sur le schéma). Dans la pratique, cette valeur est fortement réduite, et le
balayage atteignable avec le systeme est plutot de I'ordre de £5°. Cela est di au fait que
nous imageons ’ensemble du faisceau et non pas le centre uniquement. Celui-ci change de
forme pour se refermer en approchant des bords des lentilles, ce qui n’est pas souhaitable.
Nous verrons plus loin qu’il est possible de changer I’angle central a mécaniquement, ce
qui permet d’étendre quelque peu la plage angulaire atteignable.

Le miroir est contrdlé grace a un moteur pas a pas de tres haute résolution (512000
micro-pas sur 360°), permettant un positionnement théorique inférieur a la seconde d’arc.
Il est piloté pas une interface Labview, intégrée a notre logiciel de controle du banc. Le
miroir de chaque bras du systeme de P-SPRI est controlé indépendamment par son propre

boitier et son propre ordinateur, ce qui permet plus de souplesse d’utilisation.

2.3.4 Pyramide

FIGURE 39 — Pyramide enchassée dans sa monture, sur laquelle est positionnée une lamelle
structurée.

Le faisceau parvient ensuite a la pyramide, a travers laquelle il est réfracté pour at-

teindre le centre de sa base et la lame d’or. Il s’agit d’une pyramide tronquée reposant
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sur un cube de verre (voir figure 39) polie et assemblée spécialement pour ce banc. Un
jeu de pyramide a été fabriqué par 'atelier d’optique de [’Institut d’Optique Graduate
School et un autre par Melles Griot. L’utilisation d’une pyramide permet donc a deux
faisceaux orthogonaux (sur la photo, un faisceau suivant 1’axe vertical, un autre suivant
I'axe horizontal) de se croiser au centre de la puce. Elle est composée de verre SF11 (
n~ 1,775 a 670 nm), et Pangle au sommet est de 32°. Cette valeur d’angle a été calculée
par E. Maillart dans sa theése [46] pour minimiser la dispersion chromatique induite par

I'imagerie a travers la pyramide.

2.3.4.1 Déformations induites par la pyramide

Le passage a travers la pyramide implique les images formées vont subir une déforma-
tion dans une direction de 'espace. Cela implique que les pixels capturés par la caméra
ne sont pas carrés, mais rectangulaires. Cette déformation est visible dans la figure 40, ou

un méme carré d’or d’l mm de coté est imagé par 'axe 1 (a), et par 'axe 2 (b).

FIGURE 40 — carré d’or d'1 mm de coté imagé par le systeme de P-SPRI. (a) axe 1, (b)
axe 2.

La déformation dépend bien str de 'angle d’incidence de la lumiere, mais une bonne
approximation au premier ordre consiste a considérer que les images de I'axe 1 sont com-
pressées le long de 'axe y d'un facteur 2, et que les images de I'axe 2 sont compressées le
long de I'axe x d'un facteur 2. Il est possible de désanamorphoser les images de maniere
plus fine, en tenant compte des différents angles d’incidence, il devient nécessaire de faire

un recalage image par image non-linéaire, ce qui cotite en termes de temps de calcul.
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2.3.5 Caméra CCD

L’image obtenue pour chaque axe en réflectivité TM est finalement imagée par une
caméra CCD. Les caméras CCD utilisées sont identiques, et sont des caméras 12 bits
Cooke Pixelfly QE. Leurs caractéristiques techniques sont détaillées dans la table 8.

Ces caméras ont une bonne qualité en termes de capacité des puits et de bruit de
lecture par rapport a leur encombrement tres faible et I’absence de refroidissement actif
(qui est compensé au niveau logiciel sur la carte d’acquisition). Il est possible d’acquérir les
images avec une cadence allant jusqu’a plusieurs images par seconde en plein résolution,
ce qui est crucial pour I'acquisition des données en temps réel, ou I’on moyenne 16 images
12 bits pour créer une image « 16 bits ». Nous sommes ainsi capables d’obtenir avec le
programme Labview de capture des données du banc une cadence d’environ 1 image « 16

bits » toutes les 3 secondes, ce qui est largement suffisant pour bon nombres d’applications.

résolution 1392 x 1024

taille des pixels 6,45 x 6,45 um

efficacité quantique | 62% @ 500 nm (~ 30% @ 670 nm)
capacité des puits | 18000 e~

bruit de lecture 7e rms

TABLE 8 — Caractéristiques techniques de la caméra CCD Pixelfly QE (données construc-
teur).

Nous verrons dans la section 2.4.1 que les différents bruits thermiques et électroniques
de la caméra peuvent étre négligés, et que la mesure du niveau de réflectivité n’est limitée
que par le bruit de photon du systéme.

La taille des pixels indiquée par le constructeur n’est pas représentative des dimensions
des objets imagés a travers la pyramide et les optiques. Le grossissement du systeme
d’imagerie n’est pas précisément 1, et il est donc possible d’observer une taille des pixels
quelque peu différente de celle indiquée. Par calculer la taille réelle des pixels, nous avons
imagé un carré d’or d’1 mm de coté (déposé par lithographie optique, donc en supposant
que les dimensions du carré soient suffisamment précises) a travers le systeme. La valeur

mesurée, apres désanamorphose est proche de 8,2 x 8 2 um par pixel (incluant Iespace

entre deux pixels sur la caméra).

2.3.6 Systeme de fluidique

Le systeme de fluidique est un élément primordial, permettant la bonne circulation

des analytes dans la solution tampon en contact avec la surface de la biopuce. Elle est
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composée de deux éléments : la cellule de fluidique elle-méme, et le circuit permettant
d’acheminer les produits dans la cellule.

Il existe deux principaux types de cellules dans notre laboratoire. Les cellules hexago-
nales en téflon sont les plus anciennes et ont été utilisées dans les principales expériences
de ce travail. Un autre type de cellule circulaire en métal est utilisé sur d’autres bancs de
SPRI.

9 mm 150 um

10 mm

F1GURE 41 — Cellule d’interaction hexagonale vue de face et de coté.

La figure 41 illustre la géométrie d’une cellule hexagonale. Un bloc de téflon sert de
support a la cuve. Les parois de celle-ci, d'une hauteur d’environ 150 um, sont directement
usinées dans le bloc. La cellule elle-méme recouvre une surface d’environ 10 x 9 mm. Le
liquide est acheminé par les canaux de fluidique percés dans le bloc, et reliés au reste du
circuit par des tubes flexibles. La géométrie est choisie de maniere a obtenir un flux de
liquide le plus laminaire possible au centre de la cellule. L’étanchéité entre la surface de
la biopuce et la cellule est assurée par pression mécanique. Une telle cellule possede un
volume d’environ 15 uL.

Le second élément du systeme de fluidique consiste dans le circuit permettant d’ache-
miner le liquide et les analytes a I'intérieur de la cellule et de les faire ressortir. Le circuit
consiste en un ensemble de tubes flexibles capillaires (diametre 0,64 mm) de silicone,
connectés d’'un coté au tube contenant l'analyte, et de 'autre aux ports d’entrée et de
sortie de la cellule de fluidique par le biais de tubes peek (plus rigides et plus fins) et
d’adaptateurs. L’analyte est prélevé grace a la rotation de la pompe péristaltique, entrai-
nant le liquide dans le tube vers la cellule. Le liquide est ensuite évacué de la cellule par

le second tube flexible puis rebouclé dans l'analyte (voir figure 42).
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pompe biopuce
péristaltique T
=55
cellule
d'intéraction

échantillon

FIGURE 42 — Vue schématique du circuit de fluidique.

La pompe péristaltique permet un flux de liquide continu et sans a-coups dans la
cellule. Le débit de celle-ci peut étre réglé entre 0,5 ul. / min et plusieurs mL/min,
une valeur usuelle dans nos expérience est d’environ 50 ul. / min, débit permettant un

remplissage de la cellule en moins de 30 sec.

2.3.7 Logiciel de pilotage

Pour chaque axe du systeme, le miroir ainsi que la caméra sont pilotés informatique-
ment. Comme nous avons opté pour un controle de chaque axe de maniere autonome,
nous disposons donc de deux ordinateurs et pilotage du banc. Le logiciel permettant de
controéler le miroir et la caméra est générique pour tous les bancs utilisés dans notre labo-
ratoire, seules certains parametres spécifiques, comme les angles centraux des miroirs, ou
la synchronisation (voir paragraphe 2.3.9) ont été ajouté au programme. Le logiciel a été
développé sous Labview par A. Bellemain et F. Bardin. Il permet d’effectuer aussi bien
un balayage angulaire pour déterminer ’angle de travail, que des acquisitions temps réel
des données a angle fixe.

Il permet un certain nombre de traitements en direct, comme la normalisation des
images en TM/TE ou Daffichage d’images de différence par rapport & une image de réfé-
rence. Il permet également d’observer les courbes de réflectivité en direct de certains points
sélectionnés au préalable sur I'image. La figure 43 est une capture d’écran de l'interface

graphique du logiciel.
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FIGURE 43 — Logiciel de pilotage du banc de P-SPRI (ici, mesure en temps-réel de la
réflectivité).

Pour notre systeme, ce logiciel est trop simplifié. En effet, les images ne sont pas
redressées, et le programme n’effectue pas de corrections par saut d’indice. Dans I'idéal,
un troisieme ordinateur serait nécessaire pour récupérer en temps-réel les images générées
par les deux autres, plus les traiter, et enfin afficher I’anisotropie en temps-réel. Nous avons
effectué quelques tests non concluants, car le volume de données a traiter et a transférer (2
images de 3 Mo toutes les 3 sec. environ) est trop important. Nous avons donc développé

un outil de post-traitement des données, qui sera détaillé dans le chapitre 3.

2.3.8 Illumination des deux bras

L’utilisation de deux bras de SPRI identiques nous force a vouloir obtenir un faisceau
incident indique dans les deux bras. Cela implique que les fluctuations d’intensité soient
corrélées temporellement pour éviter de voir apparaitre des artefacts de mesure. A 1'ori-
gine, le chassis mécanique du banc avait été congu pour recevoir deux sources de lumiere
indépendantes a LED. Une photodiode devait venir s’insérer dans le tube de collimation
pour mesurer le flux de photon en temps réel, et permettre ainsi de compenser a posteriori
un déséquilibre d’intensité.

Cette idée a du étre abandonnée car l'insertion de la photodiode dans le tube de

collimation posait probleme et insérer une lame semi-réfléchissante dans le tube était
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techniquement trop complexe.

Nous avons donc opté pour une autre solution, qui consiste a utiliser un coupleur fibré
« 1 vers 2 » équilibré, c’est a dire fournissant 50% de la lumiere a chaque bras. Le coupleur
que nous avons retenu est un coupleur multimode produit par Sedi Fibres, basé sur des
fibres polymeres (montures SMA) ayant un coeur de 200 wum de diametre. Compte-tenu de
I'ouverture numérique de la fibre (NA = 0,37), nous obtenons un volume modal (nombre
de modes acceptables par la fibre) M > 60000. Ce type de fibre est donc amplement
suffisant pour une propagation multimode uniforme et une insensibilité aux fluctuations
extérieures. Les pertes d’insertion des deux sorties de la fibre sont de 3,9 dB et 3,7 dB,
ce qui est suffisamment équilibré au regard des applications. Le couplage entre la
source de lumiere LED et I'entrée du coupleur se fait a ’aide d’une platine de couplage
consistant en un objectif de microscope (grossissement x20, NA = 0,40) et d'un trou

agissant comme filtre spatial, comme illustré sur la figure 44.

platine de
trou translation

— de

LED / objectif fibre optique
\ microscope

FIGURE 44 — Platine de couplage entre la LED et la fibre optique d’entrée du coupleur.
Les degrés de liberté de la platine sont indiqués.

2.3.9 Synchronisation temporelle des caméras

Les deux bras de SPRI de notre systeme étant totalement autonomes, ils possedent
chacun leur propre ordinateur dédié au controle du moteur, a la capture des images et
a la présentation des données. Les deux voies sont donc totalement asynchrones. Lors de
la capture de données en temps-réel, il se peut qu'un décalage entre les deux caméras
existent. Plus problématique, de par la conception du logiciel de controle des caméras, la
capture se fait « le plus vite possible », c’est a dire que la cadence de capture des images
est dépendante de la vitesse avec laquelle 'ordinateur est capable de traiter et stocker les

images. Il en résulte un décalage temporel totalement arbitraire entre les deux ordinateurs,
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rendant Iexploitation des données plus difficile (utilisation d’informations d’horodatage

sur chaque image).

source LED

fibre optique

coupleur

collimations &
polariseurs boitiers E/S

numériques

~

biopuce

caméras

FIGURE 45 — Banc expérimental vu de dessus. Le controle des moteurs n’est pas indiqué
pour plus de clarté du schéma.

Afin de corriger ce probleme, il est possible d’effectuer une synchronisation physique
des caméras en utilisant les ports « trigger » des cartes d’acquisition. Cette solution au-
rait demandé 'utilisation d’un boitier spécialisé pour délivrer le signal d’horloge, et d’un
ordinateur « maitre »envoyant les signaux de lancement et d’arrét des acquisitions. Nous
avons préféré opter pour une solution plus simple et suffisamment précise dans notre cas,
qui est de synchroniser les ordinateur eux-méme. Chaque ordinateur dispose d'un boi-
tier d’entrées / sorties numériques, dont deux lignes logiques sont cablées. L’ordinateur 1
écoute sur la ligne 1 et émet sur la ligne 2, tandis que 'ordinateur 2 écoute sur la ligne 2
et émet sur la ligne 1. Un schémas de principe est donné dans la figure 45.

Grace a ce cablage, lorsque le logiciel de controle d’un des ordinateur lance une acqui-
sition caméra, il vérifie d’abord la présente d’un bit « haut » sur la ligne qu’il écoute, afin
de déterminer si I'autre ordinateur est également prét a lancer une acquisition. Si le bit
est « bas », alors 'ordinateur attends un intervalle de temps avant de revérifier la ligne.
Ce systeme permet de s’assurer que les deux ordinateurs lancent les captures d’images
au méme moment. Les captures elles-mémes ne sont pas synchronisées entre-elles, mais
comme nous travaillons sur des images moyennées, la précision obtenue est largement

suffisante (inférieur & 1 image de décalage, soit environ 3 sec pour 16 images moyennées).
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2.3.10 Chassis mécanique

Le chassis mécanique permet de maintenir en position tous les éléments d’optique,
les caméras et les miroirs. Sa conception en 3 dimensions (voir figure 46-a), ne permet
pas d’obtenir tous les degrés de libertés du montage d’optique horizontal classique. Les
réglages possibles sont donc forcément limités : mise au point des caméras le long de leur
axe, montée ou descente de la colonne centrale (centrage de la pyramide par rapport aux
faisceau), et réglage de l'orientation des miroirs. De par son encombrement réduit (environ
60 x 60 x 60 cm d’encombrement), le chassis est idéal pour permettre le transport du banc

sans avoir a réaligner les optiques.

F1GURE 46 — Photographie du banc de P-SPRI, les deux caméras sont visibles en bleu, la
cellule d’'interaction en blanc (haut de 'image). La pyramide est disposée au centre de la
colonne.

L’axe central optique, matérialisé par 1'axe des lentilles du systéeme afocal, forme un
angle o avec ’horizontale. Cet angle est modifiable par le jeu de vis de positionnement
usinées dans le chassis. Il est ainsi possible de donner a o 4 valeurs : 52°, 53°, 54°, et 55".
Ces angles représentent 1’angle central du balayage angulaire effectué par le miroir. Il est
donc possible de travailler sur une plage angulaire plus large que le simple balayage du

miroir, soit un intervalle de 47" & 60°.

Cet intervalle angulaire limité a bien sur un impact sur les possibilités de mesure
de réflectivité plasmon R(0). La figure 47-a donne une simulation de la réflectivité TM

d’une biopuce simple SF11 / Cr / Au / milieu ambiant & 670 nm pour différents angles

74



2.3. Montage expérimental
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FIGURE 47 — Simulation de la réflectivité TM d’une lame d’or montée sur le banc de P-
SPRI. (a) Réflectivité or / milieu ambiant en fonction de I'indice de réfraction du milieu
ambiant (massif) et de I'angle d’incidence. La plage angulaire du banc de P-SPRI et la
gamme d’indices de réfraction atteignables (flanc de résonance) sont indiqués en rouge.
(b) Réflectivité or/ diélectrique (n = 1,48) / milieu ambiant (n = 1,33) en fonction
de I'épaisseur du diélectrique et de angle d’incidence. Le pas de calcul est de (a) 1x 3
(indice) et 0,1°(b) 0,25 nm (épaisseur) et 0,1°.

d’incidence et indices de réfraction du milieu ambiant. Nous observons que l'intervalle

angulaire indiqué ci-dessus nous permet de travailler avec des indices de milieu ambiant
allant de 1,294 RIU a 1,386 RIU (mileu massif).

En procédant de maniere similaire, nous avons tracé dans la figure 47-b la réflectivité
TM d’une biopuce SF11 / Cr / Au / diélectrique (n = 1,48) / milieu ambiant (n = 1, 33)
a 670 nm pour différents angles d’incidence. cette fois-ci nous avons fait varier 1’épaisseur
de diélectrique afin d’observer I’épaisseur maximale pour laquelle notre banc serait fonc-
tionnel. Nous observons qu’il est possible de travailler avec des matériaux déposés sur la

surface d’or possédant des épaisseurs inférieures a 50 nm.

Cette limitation de notre systeme implique qu’il n’est pas possible de valider le banc
avec des échantillons anisotropes « classiques », tels que des lames polarisées, ou des cris-
taux liquides. Ceux-ci possedent un indice de réfraction trop éloigné de la plage acceptable
par le banc. Dans la suite de ce chapitre, nous allons donc valider le systéeme en termes

de bruit et de linéarité. La validation anisotrope sera détaillée dans le chapitre 3.
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2.4 Validation du systeme

Notre systeme étant développé, il est important de pouvoir en déterminer les per-
formances. Nous avons donc réalisé une série d’expériences destinées a mesurer dans un
premier temps le rapport signal a bruit (Signal to Noise Ratio) de chaque bras du systéme.
Comme nous 'avons indiqué précédemment, les caméras capturent une série d’image, qui
seront ensuite moyennées. Cette moyenne correspond a un point de données sur la courbe
de réflectivité temporelle. Le nombre d’images moyennées va donc avoir un impact sur
le bruit de fond des images, et donc sur le rapport signal a bruit. De plus, si le systeme
est optimisé, le rapport signal & bruit doit suivre la courbe du bruit de photon, qui est le
bruit minimal du systeme. Nous verrons dans le paragraphe 2.4.1 le SNR du montage de
P-SPRI.

La linéarité du banc est déterminée par la réponse de chaque bras & un saut d’indice
calibré. Cette expérience est décrite dans le paragraphe 2.4.2.

Pour ces deux expériences, nous avons effectué la mesure sur un ensemble de carrés
d’or 'l mm de coté (les substrats sont décrits dans la section 3.4.1). Afin d’obtenir de
meilleures performances, les substrats ont été nettoyés durant 10 min a 80" C dans une
solution composée d’1/3 HyO4 et de 2/3 d’eau dé-ionisée, puis immergés dans de 1’éthanol

pendant 10 min, et enfin rincés a ’eau dé-ionisée et séché a 'air comprimé.

2.4.1 Rapport signal a bruit

Pour la mesure du rapport signal a bruit, la cellule de fluidique est remplie d’eau
dé-ionisée, puis mise en circulation & une vitesse constante d’environ 35ul, / min. La cir-
culation de liquide nous permet de nous approcher de conditions expérimentales usuelles.
Le temps d’intégration de base des deux caméras est fixé a 65 ms. L’angle de travail a été
fixé a l'angle de pente maximale, soit environ 30% / °. Ces deux valeurs correspondent
a une réflectivité normalisée TM / TE sur la puce d’environ 66%. Une série de mesures
temporelles (100 points) a été réalisée pour 1, 2, 4, 8, 16, 32 et 64 images moyennées par
point de données. Soit des temps d’intégration correspondants allant de 65 ms a plus de
4 secondes par point. Pour chaque valeur de temps d’intégration, un ensemble de 9 pixels
individuels ont été choisi aléatoirement au sein d’un carré d’or, puis échantillonnés. La
moyenne et ’écart-type de ces mesures est donné dans la figure 48, pour chaque axe du
systeme.

Les résultats montrent clairement que les deux axes se comportent de maniere tres

similaire quelque soit la durée d’accumulation. Le rapport signal a bruit augmente pro-
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FIGURE 48 — Rapport signal a bruit du montage de P-SPRI

gressivement avec le temps d’accumulation, passant de 34 dB environ pour une image
unique, a plus de 52 dB pour une accumulation de 64 images. Ces valeurs correspondent
a un bruit de fond par pixel allant de plus de 1,3 % & 0,17% environ.

Afin de déterminer si le comportement du banc de P-SPRI était di a des bruits
d’appareillage ou directement au bruit de photon, nous avons calculé le bruit de photon

théorique correspondant, calculé comme suit :

/N
SNRPhoton = ]-OIOg (\/g X 2_1];) (41)

Le premier terme de I’équation définit le bruit de photon, qui a une variation en racine
de 2 par rapport au signal S. Le second terme est dépendant des parametres de la mesure,
a savoir le nombre d’acquisitions N, le nombre d’électrons par puit (18000 dans notre cas)
et le nombre de bits de la mesure (la capture des images 12 bits génere des images 16 bits
en sortie de logiciel). Le SNR correspondant au bruit de pixel correspond au tracé plein
de la figure.

On observe un tres bon accord entre les points mesurés et la courbe de bruit de photon.
Cela indique que notre systeme n’est limité que par le bruit de photon. Ce bruit étant
lié a la nature quantique de la lumiere, il n’est pas possible de le réduire. Nous pouvons
donc considérer toutes les autres sources de bruit comme négligeables devant le bruit de

photon.
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N | durée d’accumulation SNR (dB) bruit (% / px)
1 | 65 ms 34,1 1,30
2 | 130 ms 36,8 0,95
4 | 260 ms 40,5 0,62
8 | 520 ms 43,6 0,44
16 | 1,04 s 46,4 0,31
32 | 2,08 s 49,2 0,23
64 | 4,16 ms 51,7 0,17

TABLE 9 — Rapport signal a bruit et bruit par pixel du systeme de P-SPRI.

Cette expérience nous permet également de déterminer une durée d’accumulation (ou
un nombre d’images moyennées) « acceptable ». 64 images étant une valeur trop grande,
car générant un point en 4 secondes. Nous avons choisi pour I’ensemble de nos expérience
une valeur de 16 images moyennées. Cette valeur nous permet d’obtenir un point en
1 seconde environ (3 secondes apres traitement informatique et transfert des images sur
disque dur), ce qui est largement suffisant pour observer des signaux évoluant sur plusieurs
minutes. Cette valeur nous donne un SNR d’environ 46 dB, soit un bruit d’environ 0,3 %
par pixel.

La table 9 donne une synthese des rapports signal a bruit et des bruits de lecture pour
les différentes durées d’accumulation. Il est a noter que le bruit donné dans ce tableau
correspond a un pixel unique. Les points que nous manipulons sont tres généralement des
moyennages spatiaux d’un ensemble de pixels, le bruit d’un point est largement inférieur
au bruit d’un pixel. Par exemple, pour un moyennage spatial de 50 x 50 pixels (soit un
carré de 425 x 425 um de c6té), le bruit est inférieur a 0,01 %.

Nous pouvons désormais calculer le seuil de détection théorique du montage, calculée
a partir de la sensibilité (voir section 2.2.3). Pour un diélectrique de 10 nm d’épaisseur
et a 670 nm, la sensibilité théorique maximale en réflectivité anisotrope est de 271,5%/
RIU. Si nous prenons comme bruit la valeur de 0,01 %, le seuil de détection du montage
est de 3,7 x 107° RIU. En procédant de méme pour la sensibilité & 1 nm, on obtient le
tableau suivant (table 10) :

épaisseur | sensibilité (anisotrope) | seuil de détection (anisotrope)
1 nm 33,67%/RIU! 3 x 107*RIU
10 nm 271, 5% /RIU-! 3.7 x 10-°RIU

TABLE 10 — Sensibilité maximale et seuil de détection en réflectivité anisotrope du systeme
de P-SPRI.

78



2.4. Validation du systéme

2.4.2 Linéarité de la réponse

La linéarité du banc est également un test important, car la variation de réflectivité
AR de chaque axe doit étre proportionnel a la variation d’indice de réfraction An du
produit injecté dans la cellule. Pour les mesures dynamiques, nous nous positionnons a
angle fixe dans la zone de linéarité de la courbe plasmon angulaire. Cette zone de linéarité
est réduite, ce qui implique que le systeme ne sera plus linéaire apres un certain seuil
AR, - L'expérience présentée dans ce paragraphe est vouée a déterminer cette valeur de

seuil.

indice de réfraction
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FIGURE 49 — Variations de réflectivité induites par I'injection successive de mélanges eau
/ glycérol de concentration croissante en fonction de la concentration de glycérol et de I'in-
dice de réfraction du mélange. les barres d’erreur verticales représentent la dispersion des
valeurs sur les 9 carrés d’or utilisés (écart-type). La barre d’erreur horizontale représente
I'erreur de mesure au réfractometre d’Abbe (+5 x 107%)

En utilisant un substrat identique a l’expérience précédente, nous avons réalisé une
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mesure dynamique de la réflectivité de 9 carrés d’or en simultané. Chaque point expé-
rimental résulte d’un moyennage temporel de 16 images, et d’un moyennage spatial de
25 x 25 pixels. L’angle de travail chaque axe a été fixé au maximum de la dérivée de la
courbe de plasmon angulaire, soit pour l'axe 1, & 32,8% /° et pour 'axe 2, 4 31,3 % / " en
moyenne.

Nous avons préparé un ensemble d’échantillons contenant un mélange d’eau dé-ionisée
et d'une concentration croissante de glycérol en solution. Nous avons ainsi préparé des
solutions a 0,1%, 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 5%, 7,5% et 10% de glycérol, que nous
avons injecté successivement dans la cellule d’interaction. Nous avons finalement calculé la
moyenne et I’écart-type des 9 points pour chaque palier de réflectivité, et ce pour les deux
axes. Les résultats sont donnés dans la figure 49. Les indices de réfraction des échantillons
ont été vérifié par mesure au réfractometre d’Abbe, mais elles ne sont indiqués ici qu’a
titre indicatif, la résolution de I'appareil utilisé étant assez faible (environ 5 x 107%).

Ces résultats illustrent que le systeme est parfaitement linéaire pour des concentrations
de glycérol ne dépassant pas 2,5%. Au dela, la courbe s’infléchie, et il n’est plus possible
de se fier aux variations de réflectivité données par I'appareil. En termes d’indices de
réfraction, cela signifie que I'on peut mesurer des différences d’indice de réfraction allant
jusqu’a Ange, = 5 x 1073, soit une valeur seuil de variation de réflectivité d’environ
AR e = 30%.
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Conclusion

Ce chapitre nous a permis d’élaborer les bases théoriques et de mettre en ceuvre un

systeme expérimental basé sur la résonance de plasmon de surface polarimétrique.

Nous avons tout d’abord décrit I'implémentation d’'un modele numérique décrivant
la réflectivité d’un multicouche comportant des diélectriques et des métaux, connu sous
le nom de modele Rouard étendu. L’étude des indices effectifs d’un milieu uniaxe nous
a permis de nous affranchir de 'implémentation d’un modele matriciel anisotrope. nous
avons ainsi été a méme d’utiliser le modele de Rouard étendu pour simuler le compor-
tement d’un capteur basé sur la résonance de plasmon de surface suivant deux direction
orthogonales de ’espace, mesurant chacun indirectement des variations d’indice effectif
dans sa propre direction. Nous avons enfin appliqué le modele a la mesure de 'anisotropie
d’une monocouche d’ADN orienté. Nous avons calculé qu’'un capteur basé sur le principe
développé ici obtiendrait une sensibilité théorique en réflectivité anisotrope d’environ 34%

/ RIU pour une couche de d’1 nm d’épaisseur.

La seconde partie de ce chapitre a été consacré a la mise en ceuvre expérimentale du
capteur de P-SPRI. Le systeme, basé sur un ensemble d’éléments répandus dans notre la-
boratoire, présente des caractéristiques similaires aux biocapteurs a SPRI précédemment
développés au sein de notre équipe. Les différences résident principalement dans 'utilisa-
tion d’une source fibrée et d’un coupleur pour illuminer le montage, et dans une pyramide
de verre haut indice spécialement congue pour notre application. De par certaines parti-
cularités liées au chassis mécanique, le capteur n’est capable de travailler que dans une
plage restreinte d’indices de réfraction, a savoir de 1,29 a 1, 39 RIU environ sur du maté-
riau massif. Cela se traduit pour la possibilité de caractériser des couches de diélectriques
d’épaisseur inférieure a 50 nm déposées sur la surface de métal, lorsque le milieu ambiant
est de 'eau. De ce fait, il n’a pas été possible de valider le systeme de maniere simple a
I’aide de lames polarisées par exemple. En effet, le banc de P-SPRI a été spécifiquement
concu pour observer des films anisotropes d’épaisseur nanométrique immergés dans un

tampon (cellule d’interaction).

Les problemes de synchronisation des deux axes ont été adressés par un controle lo-
gique, et la majorité des traitements a effectuer sur les données se font par post-traitement.
L’algorithme de traitement sera d’ailleurs 1'objet de la premiere partie du chapitre 3.

Afin de vérifier que le systeme construit se comporte bien conformément aux attentes,
nous avons déterminé le rapport signal a bruit du montage (SNR) pour différents moyen-
nages temporels d’images. Le SNR n’est limité que par le bruit de photon, il n’y a donc

pas d’optimisation supplémentaire possible pour augmenter ce rapport. Nous avons pu
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longueur d’onde de travail 670 nm

plage angulaire 47" a 60°

plage d’'indices de réfraction (massif) 1,294 a 1,386

Epaisseur de matériau maximale (n = 1,48) | 50 nm

anisotropie An,,;, mesurable (1 nm) 3 x 107* RIU

saut d’indice An,,,, mesurable 5 x 1072 RIU

bruit de mesure 1072% (50 x 50 px.) / 0,31% / px.
SNR 46,4 dB (16 images)

TABLE 11 — Caractéristiques du banc de P-SPRI.

déterminer qu'un moyennage sur 16 images était suffisant pour un grand nombre d’appli-
cations. Ce moyennage permet d’obtenir un bruit de 0,3% par pixel, soit un bruit inférieur
a 0,01% pour un échantillonnage sur un carré de 50 x 50 pixels. A partir de cette valeur
de bruit, nous avons pu déterminer que le montage possede une un seuil de détection
théorique pour un signal anisotrope de An,,;, = 3 x 10~* RIU pour 1 nm de matériau
déposé.

Finalement, nous avons mesuré la linéarité de notre capteur en réponse & un incrément
d’indice de réfraction, et nous avons obtenu la différence d’indice de réfraction maximale
mesurable, & savoir An,,e, = 5 X 1073,

La table 11 résume les caractéristiques du systeme de P-SPRI que nous avons réalisé.
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Chapitre 3. SPRI polarimétrique pour l'étude de systémes biologiques

Introduction

Ce chapitre présente diverses applications de 'utilisation du banc de P-SPRI développé
dans le cadre de notre travail. Comme nous 'avons indiqué dans le chapitre précédent,
Iobservation d’édifices anisotropes n’est ici possible que lorsque les indices en jeu sont
proches d’indices d’objets biologiques, sur des épaisseurs allant jusqu’a quelques centaines
de nanometres. La validation du systeme n’a donc pas été possible en utilisant simple-
ment des matériaux tels que des lames de polariseurs par exemple ou des cristaux liquides,
dont les indices restent inaccessibles pour notre banc. Nous avons donc di élaborer des
matériaux anisotropes dont les indices restent dans la plage accessible par notre appareil,
a savoir 1,29 RIU a 1,39 RIU environ pour un milieu massif (voir section 2.3.10). Cette
limitation rends néanmoins accessible tous les matériaux d’épaisseurs nanométrique dé-
posés sur la surface d’or, et plongé dans un milieu aqueux dont 'indice est proche de celui

de T'eau.

Dans la premiere partie (section 3.1) de ce chapitre, nous développerons le protocole
de capture et d’analyse du signal anisotrope. Le systeme expérimental étant composé de
deux bras de SPRI distincts utilisant les mémes matériels et logiciels, il est nécessaire
d’ajouter a la capture des données une étape de traitement a posteriori. Les étapes de
capture et les algorithmes de traitement seront illustrés a partir du jeu de données utilisé
pour déterminer la linéarité de la réponse du banc a un saut d’indice isotrope dans le

paragraphe 2.4.2.

La suite du chapitre est dédiée a 1’étude de trois applications du banc de P-SPRI, qui
sont autant de validations expérimentales de la mesure d’un signal anisotrope issu de ma-
tériaux d’épaisseur nanométrique. La premiere expérience concerne ’orientation, induite
par un flux de liquide, d’'une monocouche autoassemblée (self assembled monolayer ou
SAM) d’alkylthiols (section 3.2). Ces premiers résultats nous ont permis de mettre en
place une stratégie plus élaborée de capture de signal anisotrope. En utilisant les proprié-
tés isolantes des monocouches autoassemblées, et en appliquant un champ électrique sur
I’échantillon, il est possible de structurer spatialement la biopuce de maniére anisotrope.
Nous donnerons dans la section 3.3 les premiers résultats obtenus sur une SAM se structu-
rant de maniere anisotrope sous 'effet du champ électrique. Finalement, nous montrerons
qu’il est également possible d’obtenir une anisotropie en orientant, sous l'effet d'un champ

magnétique, des filaments de billes magnétiques de tailles microniques (section 3.4).
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3.1. Protocole type de capture d’un signal anisotrope

3.1 Protocole type de capture d’un signal anisotrope

Le montage dédié a la caractérisation de I’anisotropie par imagerie polarimétrique de
résonance de plasmon de surface (P-SPRI) étant constitué de deux axes distincts, et
donc de deux montages de SPRI « classiques » séparés, la capture de données anisotropes
passe par un ensemble d’étapes visant a équilibrer le signal entre les deux axes. En effet,
une différence de sensibilité (AR/An) entre les deux axes, issue des conditions de mesure,
peut créer une anisotropie artefactuelle. Le but de I’équilibrage est de replacer ce décalage
instrumental a zéro. Sur le principe, il est donc nécessaire de déterminer un angle de
travail optimal pour les deux axes (voir la section 3.1.1). Lors de la capture d’'images
en temps-réel, les différences de pente résiduelles peuvent étre a leur tour compensées
par 'utilisation d’un saut d’indice isotrope (voir la section 3.1.2). Finalement, le fait
que notre systeme capture des images implique que la comparaison entre les deux axes
AR = AR; — ARj se fasse pixel a pixel. Les erreurs d’alignement optiques et mécaniques
peuvent alors étre corrigées par I'utilisation d’un algorithme de recalage d’images (voir la
section 3.1.3) qui déterminera un vecteur de décalage entre les deux images. Ce vecteur
sera ensuite appliqué aux données post-traitées (section 3.1.4).

Pour résumer, nous pouvons dire qu’une expérience de mesure de ’anisotropie d’un

échantillon se déroule en 5 étapes :

1. Détermination d'un angle optimal ;

2. A angle fixé, détermination de la sensibilité AR;/An pour les deux axes en chaque
point ¢ de la puce (saut d’indice);
3. Mesure en temps-réel du signal sur chaque axe;

4. Détermination d'un vecteur de recalage ;

5. Post-traitement des données recalées et mesure de I’anisotropie normalisée en réflec-

tivité AR = ARy — ARy en chaque point de la puce.

3.1.1 Détermination d’un angle optimal

La détermination d’'un angle de travail optimal pour chaque axe passe par la mesure
de la courbe de réflectivité angulaire de la puce sur les deux axes en parallele. Un balayage
angulaire est donc effectué sur chacun des axes avec le programme Labview. Afin d’éviter
des problemes d’interprétation des valeurs liés a une grille mal positionnée, chaque jeu
d’images est ensuite traité manuellement grace au programme Igor Pro d’analyse déve-

loppé dans le cadre de notre travail.
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Une image de référence est tout d’abord choisie parmi la pile d’images obtenue apres
le balayage angulaire, généralement la référence est choisie pres de I'angle de réflectivité
minimale 6,,;, de maniere manuelle. Le programme propose ensuite d’entrer manuellement

des points de mesure ou de superposer une grille a I'image (voir la figure 50).

_ BB ..

Charge cam2|

\_kurt=
Vminloc= 180; Y_maxloc= 174; V_min= 4 £7523,
VstartRow= 160, V_endRow= 180;

~CalculSautDiff)

<Editk=0 CoefCorectionCami ‘DelayUpdate

F1cURE 50 — Exemple d’utilisation du programme Igor pour la sélection d’une grille de
points.

La surface des points correspond au moyennage spatial sur lequel la mesure va s’effec-
tuer. Dans notre exemple, le moyennage se fait sur une surface carrée de 40 x 40 pixels,
soit environ 0,34 x 0,34 mm par point.

Une fois les points correctement positionnés, le calcul des courbes de réflectivité est
lancé pour chaque axe. Pour chaque angle 6y, le programme charge les images TE, et
TM,, correspondantes, ainsi que I'image de référence de bruit de fond DARK. Il effectue

ensuite 'opération suivante pour chaque point ¢ :

< TM,(i) > — < DARK(i) > y T5 ramide(Ok)
< TE.(i) > — < DARK(i) > T (01)

pyramide

< Rg(7) > (42)

Le coefficient multiplicateur a droite de I’équation correspond au ratio des transmit-
tances des polarisations s (TE) et p (TM) des faces d’entrée et de sortie de la pyramide,

qui varie en fonction de I'angle d’incidence. Ainsi, < Ry(i) > ne dépasse jamais 1. Ce
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coefficient est donné par :

5 ny cos 0, — ny cos O\ >
T ramide (O8) = (Thace(0))" = [ 1 — 43
pyramzde( k) ( face( k)) ( nq cos 0 + N9 COSGT) ( )

01 — ns cos 05 \ >
TP o (0,) = (T2 (0,))% = (1 — [LS8or — N2 COS T 44
pyramzde( k) ( face( k)) ( n1 COSGT+TL2 COsek ( )
61 = arcsin (E sin Gk) (45)

no

Le passage au carré des transmittances des faces est justifié par le fait que le faisceau
doit traverser deux interfaces symétriques, une entrante, et une sortante. Dans notre
systeme expérimental, n; = 1 (air) et ny est I'indice du verre utilisé (SF11) a la longueur
d’onde de travail, soit environ 1, 775 RIU. Un exemple de simulation des courbes angulaires
TM, TE et normalisée TM/TE est donné dans la figure 51.

L b b b bbb s b s e b b b b b b b b b
\

90 E— SRS I
80 -\.. ..... \:h\_____u___ __________ )
\ .......... :
7 \ ........... L :’/R//'
70 Tl -/ N—
S 60 T~ :
S 50 - 5
D 404 —mr—" ’
\Qq:_) i L
30 :
] : — M i
20 TE L
] \ ‘ ----- T™/TE s
10 TM/TE corrigé -
O LELELEL | LILBLEL LILBLEL | LI LELELEL | LILBLEL LI | LI LELELEL | LILBLEL LI | LI LELELEL | LILBLEL I LI | LLELEL I LELELEL | LILBLEL
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

angle d'incidence externe (°)

FIGURE 51 — Simulation illustrant le principe de calcul de la normalisation TM/TE pour
un systeme a SF11/or/eau a 670 nm. (rouge) courbe de réflectivité angulaire en polarisa-
tion TM. (bleu) courbe de réflectivité angulaire en polarisation TE. (noir pointillés) courbe
normalisée TM/TE. (noir) courbe normalisée TM/TE et corrigée des transmittances des
faces d’entrée et de sortie de la pyramide (SF11).

Ce calcul étant effectué pour chaque axe, il est important de bien pouvoir sélectionner

les mémes points sur les deux images. Cela peut se faire manuellement, avec dans ce cas un
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moyennage spatial important, diminuant d’autant I'impact d’une erreur de recalage des
points. L’utilisation de reperes spatiaux, comme des carrés d’or sur un substrat de verre,
tels ceux de la figure 50 sur lesquels le moyennage se fera est, dans ce cas, fort utile. Il est
également possible d’utiliser le vecteur de recalage calculé par I'algorithme décrit dans le
paragraphe 3.1.3, bien que ce cas de figure soit rarement envisageable, car il nécessite la
connaissance a priori de 'angle de travail des deux axes pour fonctionner correctement.

Apres calcul, nous obtenons la courbe de réflectivité angulaire des points précédem-
ment indiqués, ainsi que la pente AR/A0, dérivée de la réflectivité par rapport a l'angle.
Un exemple de courbes obtenues est donné par la figure 52. L’angle de travail pour les
deux axes va donc pouvoir étre déterminé. Il s’agit de I'angle ou la pente est maximale,
c’est a dire I’angle correspondant au maximum de la dérivée. Dans notre exemple, les deux
courbes semblent décalées de 0, 3" environ, avec pour I'axe 1 un minimum de réflectivité
atteint a 54, 3", et pour 'axe 2 un minimum atteint a 54,0°. Dans ces conditions, I’angle
de travail de 'axe 1 se situera a 55,3°, et celui de 'axe 2 a 55,0°. Ce décalage angulaire
est di a des imprécisions dans le réglage des miroirs et dans la mesure (un balayage an-
gulaire usuel atteint une résolution de 3 points / °) et n’impacte pas sur les captures de
données dynamiques. Dans notre exemple, la différence de pente résultante est d’environ
1% (de 40,6%/" a 41,6%/" sur la courbe moyenne). Cette différente peut-étre efficacement
compensée une correction avec un saut d’indice isotrope, comme nous le verrons dans la

section 3.1.2.

3.1.2 Capture dynamique des images

Une fois le balayage angulaire effectué, la mesure en dynamique peut avoir lieu. Tout
d’abord, les miroirs sont positionnés a ’angle optimal calculé par le programme pour
chaque axe. Une fois la mesure dynamique lancée, nous pouvons mesurer un saut d’indice
isotrope afin de corriger les différences de pente de réflectivité d’une part, et d’atténuer les
hétérogénéités de surface d’autre part. Pour ce faire, il faut injecter durant ’expérience un
tampon légerement plus concentré en sels que le tampon circulant usuel. Pour un tampon
de PBS 1X par exemple, il est commun d’utiliser du PBS 1,25X pour réaliser un saut
d’indice isotrope d’environ 5 x 10~* RIU, soit une variation de réflectivité d’environ 1%.

Il est possible d’obtenir des résultats similaires en partant d’eau déionisée, puis en
injectant un mélange eau/glycérol de concentration fixée (comme pour 'expérience décrite
dans la section 2.4.2). Ce mélange a l'avantage de ne pas laisser de dépot de sel sur les

lames ou dans les tubes de fluidique, permettant de conserver plus longtemps une méme
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FIGURE 52 — Exemples de courbes expérimentales extraites par notre programme a partir
des points indiqués par la figure 50. En haut, axe 1. En bas, axe 2. A gauche, réflectivité
angulaire normalisée TM/TE (en %). A droite, pente de réflectivité angulaire correspon-
dante (en %/". Les barres d’erreur indiquent 1'écart-type (spatial) des points. Les minima
de réflectivité et les maxima de pente de réflectivité sont marqués par une fleche.
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FIGURE 53 — (haut) Courbes de variations de réflectivité dynamique de sauts de glycérol
0,5 et 1%. (bas) Valeur du plateau de saut d’indice 0,5% de glycérol, pour les 9 points
indiqués dans la figure 50. (gauche) axe 1, (droite) axe 2.

lame de référence. Dans 'exemple qui suit, nous utiliserons un mélange eau — 0,5% de
glycérol, puis eau — 1% de glycérol. Les résultats sont présentés dans la figure 53. Nous
observons que les saut d’indice présentent une dispersion des valeurs assez important.
Cette dispersion est du a la coexistence de deux dispersions. Sur chaque voie, il existe
une dispersion intra-axe, c’est a dire que la valeur du saut est différent d’un point de
la puce a I'autre. Cette dispersion peut s’expliquer par des hétérogénéités de la surface

d’or, ayant pour cause soit le dépot de polluants ou de substances organiques, soit des
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défaut d’épaisseur de la couche d’or. De méme il existe également, et de maniere indépen-
dante, une dispersion inter-axes, c’est a dire dépendante des conditions de couplage de
I'onde plasmon particulieres a chaque axe. Les différences de pente de la courbe plasmon
angulaire peuvent étre responsable de cette dispersion.

Nous verrons dans la section 3.1.4 dédiée au traitement des données, qu’il est possible
d’utiliser les informations de dispersion intra- et inter- axes pour normaliser et corriger le
signal. Ainsi, un signal isotrope ne générera pas de réponse « anisotrope ». Néanmoins,

ces corrections passent par une étape de recalage des images capturées.

3.1.3 Recalage des images

Le recalage des images consiste a superposer les images venant des deux caméras. Une
des images est prise comme référence, tandis que autre (I'image de mesure) est modi-
fice géométriquement pour s’aligner a la référence. La grande majorité des algorithmes
de recalage fonctionnent suivant un principe général [84] similaire. Tout d’abord, un ou
plusieurs motifs sont déterminés sur I'image de référence. Ceux-ci doivent correspondre a
des objets facilement identifiables sur I'image. Ces motifs peuvent étre représentés par un
point caractéristique, comme leur centre de gravité par exemple, et la détection peut se
faire de maniere manuelle ou automatique. Ensuite, les motifs définis sont recherchés sur
I'image de mesure de maniere automatique ou manuelle, et les parametres d’une fonction
de transformation (passage de 'image de référence a I'image de mesure) est déterminée.
Finalement, la transformation de I'image de mesure est effectuée en suivant la fonction de
transformation.

Deux grandes familles d’algorithmes peuvent étre distinguées : ceux basés sur un cal-
cul de corrélation et ceux basés sur la recherche de similitudes de motifs. Les algorithmes
basés sur le calcul de la corrélation des deux images n’utilisent pas de motif pour fonc-
tionner. La comparaison se fait sur une région d’intérét de 'image de référence, et un
score de corrélation croisée est calculé entre les deux images. En déplacant 'image de
mesure suivant un vecteur de translation (et éventuellement une rotation), 1’algorithme
cherche & maximiser le score de corrélation croisée. Lorsque le score est maximal, les deux
images sont alignées. Cette méthode peut étre accélérée par I'utilisation de transformées
de Fourier. Il est ainsi possible de calculer les corrélations dans le domaine fréquentiel
plutdt que spatial [85].

D’un autre coté, les algorithmes basés sur la recherche de motifs sont plus nombreux.
Citons parmi eux les algorithmes basés sur une approche pyramidale [86] et un calcul

d’ondelettes, c’est a dire en partant d’une image tres grossiere, puis en raffinant au fur
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et a mesure a la recherche de motifs communs. Une fois une précision sous-pixel obtenue,
une transformation affine est appliquée sur I'image de mesure.

Dans notre travail, nous avons abordé plusieurs algorithmes afin de résoudre le pro-
bleme posé par le recalage des images. Nous avons tout d’abord utilisé le module de
traitement d’images Vision pour NI Labview, qui fournit une interface graphique simple
pour réaliser ce type d’opération. En utilisant des lames structurées sous forme de carrés
d’or d’l mm de coté (voir paragraphe 3.4.1), il est possible de définir un ensemble de
points de repaire (un pour chaque angle d'un carré) pour chaque image, et ainsi définir
une matrice de déformation a appliquer a 'image. Le probleme de cette approche est
qu’elle implique un grand nombre de manipulations manuelles (environ une vingtaine de
points a pointer sur chaque image), pour une précision limitée a celle du pointage des
points. De plus, le surcout en termes de traitement est relativement important (chaque
image doit étre lue, transformée puis écrite sur le disque). Un autre algorithme a été im-
plémenté sous Igor Pro, faisant appel a un seuillage automatique sur les carrés d’or. Le
programme effectue une segmentation sur I'image seuillée, et regroupe les formes obtenues
suivant leur aire et leur « rectangularité ». Il est ainsi possible de sélectionner les carrés
similaires d’'une image a ’autre, et de faire une mesure de réflectivité moyenne sur ’aire du
carré. Le probleme provient cette fois-ci de la qualité du seuillage. 11 est difficile d’obtenir
de maniere automatique un seuillage permettant de segmenter correctement I'image. En
lancant ’algorithme plusieurs fois sur les mémes données, des résultats différents étaient
obtenus.

Nous avons donc choisi de traiter le probleme de maniere différente, a savoir en procé-
dant & un recalage semi-automatique. Nous avons utilisé un algorithme basé sur un calcul
de corrélations, mais utilisant le domaine fréquentiel plutot que spatial. L’algorithme uti-
lisé est décrit de maniere plus détaillée en annexe D. L’utilisateur doit pointer a la souris
lui méme un point de repere sur chaque image, puis le programme calcule un vecteur
de translation entre 'image de référence et I'image de mesure. Bien que ce type d’algo-
rithme soit moins précis que ceux basés sur la reconnaissance de motifs, I'utilisation de
transformées de Fourier permet de « filtrer »les images, et améliorer ainsi la qualité du

recalage.

3.1.4 Traitement des données

L’étape de traitement des données permet de corriger et normaliser le signal donné par
chaque axe. Comme nous l'avons vu, les variations de réflectivité peuvent présenter des

dispersions dues aux hétérogénéités de la puce (dispersion intra-axe) ou aux différences
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de pente de courbe plasmon angulaire (dispersion inter-axes). Le traitement des données
a posteriori permet de corriger ces biais et de normaliser les données de telle fagon qu’un
signal isotrope ne sera pas lu comme anisotrope. Le programme de traitement des don-
nées cinétiques développé sous Igor pro dans le cadre de notre travail intervient apres
capture des données et calcul d’un vecteur de recalage. La premiere étape consiste a indi-
quer au programme, par le biais d’une interface graphique, les valeurs de région d’intérét
(coordonnées du coin supérieur gauche sur 'axe 1, largeur et hauteur de la région) sur
les images désanamorphosées, ainsi que le vecteur de recalage calculé par le programme
ImageJ décrit précédemment. L’utilisateur a la possibilité d’ajouter les parametres et
d’observer le résultat directement a I’écran par le biais d'une image de différence des deux
axes. L’extraction des données a partir des images se fait pour chaque axe, de maniere
tres similaire a I’équation (42) de la section 3.1.1, la différence résidant ici dans le fait
qu’une seule image TE n’existe pour I’ensemble des images TM. De méme, la correction

de transmittance des faces de la pyramide se fait pour 'angle de travail 0,, :

< TM(i) > — < DARK(i) > y T5 ramide(Ow)

. 46
< k(z) > < TE(Z) > — <K DARK(Z) > Tgyramide<ew> ( )

Cette étape d’extraction des données a partir des images permet d’obtenir des courbes
de variation de réflectivité similaires a celles de la figure 53, apres sélection d'une réfé-
rence temporelle. Les variations de réflectivité sont donc toutes calculées a partir de cette

référence.

Si nous tentions de déterminer directement ’anisotropie en soustrayant le niveau de
variations de réflectivité de I'axe 1 a celui de ’axe 2, nous entrerions dans le cas de figure
décrit précédemment d’anisotropie artefactuelle. C’est a dire qu’il existerait une différence
de réflectivité entre les deux axes, en ’absence de signal réellement anisotrope. Dans notre
exemple, ol nous effectuons un saut de concentration de glycérol, soit une saut d’indice
par définition isotrope, nous obtiendrions une différence de réflectivité entre les deux axes

semblable a celui de la figure 54.

Il est clair qu’un systeme fournissant ce type de résultat n’est pas acceptable, il est
donc nécessaire de corriger les valeurs, tout d’abord en procédant a une normalisation
intra-axe de maniere & harmoniser la réponse de la surface a un saut d’indice, puis & une

correction inter-axes, de maniere a équilibrer le signal entre les deux axes.
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F1GURE 54 — Différence de réflectivité entre les deux axes avant correction par saut d’in-
dice.

3.1.4.1 Normalisation intra-axe

Le but de la normalisation de la réponse de la puce & un saut d’indice pour chaque axe,
ou normalisation de la dispersion intra-axe est de permettre de corriger les hétérogénéités
dues par exemple a la chimie de surface, ou a des défauts d’épaisseur de métal, de rugosité
ou encore d’accumulation de matériau a certains endroits. Cette dispersion est responsable
des différences de signal observées au sein d’'un méme axe sur les cartes de la figure 53
(b) et (c). Afin de normaliser le signal, il est possible de procéder de deux maniéres. La
maniére la plus intuitive consiste simplement & calculer la moyenne (AR) des sauts d’indice
AR; sur 'ensemble des points de la puce, puis a normaliser le niveau de réflectivité en

chaque point R; par cette moyenne :

(AR), (AR,)

Rintra. _ Ri
’ (AR;)?

, k={1,2} (47)

La distribution des valeurs des points sur l’ensemble de la puce prend de maniere
générale une forme de gaussienne. La normalisation par la moyenne n’est donc valide que
lorsque le nombre de points a traiter est faible, de 'ordre de quelques dizaines de points au
maximum. Au dela, la différence entre le maximum d’un ajustement par une gaussienne
et la moyenne arithmétique devient non négligeable. Le facteur de correction a utiliser est
donc le maximum de cette gaussienne. C’est cette méthode qui a été implémentée par J.
Hottin dans le cadre de son travail de these dans notre laboratoire. Le principe consiste
donc a tracer un histogramme de tous les sauts d’indice sur la puce, puis a réaliser un

ajustement gaussien de la distribution obtenue. Le maximum de cette courbe donnera le
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3.1. Protocole type de capture d’un signal anisotrope

facteur de correction Cy a appliquer, et la formule de calcul devient :

Cr(AR;)

R =R, |- AR | k={1,2} (48)

La figure 55 présente un exemple d’utilisation de la normalisation par Gaussienne. Le
cas présenté ici est assez simpliste, car il n’utilise qu’une matrice de neuf points. La valeur
de correction de saut d’indice obtenue est ici de 4,4% pour I'axe 1 et 4,6% pour I'axe 2
(contre 4,39% et 4,57% en utilisant une moyenne). La différence est due ici a 1'utilisation
d’un pas de 0, 1% pour le tracé de 'histogramme. Avec des séries de points beaucoup plus
importantes, il est possible d’utiliser un pas de I'ordre de 0, 02% sans perdre la distribution

Gaussienne des données, et par la méme de gagner en précision.
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FIGURE 55 — (noir) Histogrammes de variations de réflectivité avec un pas de 0,1%, (rouge)
ajustement par une Gaussienne.(a) Axe 1, (b) axe 2.

La figure 56 présente les courbes de variations de réflectivité obtenues apres norma-
lisation des sauts d’indice par des Gaussiennes. On observe que la dispersion des points
est beaucoup plus faible au sein de chaque axe par rapport aux sauts de la figure 53. 11
reste néanmoins un écart de niveaux de réflectivité entre les deux axes, que nous allons

corriger.

3.1.4.2 Correction inter-axes

La correction des signaux entre l'axe 1 et I’axe 2 intervient apres la normalisation des

données sur chaque axe. Il s’agit simplement, pour chaque axe, de corriger par la moyenne
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F1GURE 56 — Courbes de variations de réflectivité dynamique de sauts de glycérol 0,5 et
1% apres normalisation intra-axe. (a) Axe 1, (b) axe 2.

(C) des deux coefficients de normalisation C; et Cy obtenus précédemment, la réflectivité

normalisée R en chaque point de la puce.

(C) Cy,
(Cp)?

Cette derniere étape permet d’effectuer la soustraction des signaux de I’axe 1 par ceux

inter. __ pintra.

, k=A{12} (49)

de 'axe 2. Le résultat d'une telle opération est donné dans la figure 57. Les signaux corrigés
de chaque axe sont représentés sur les sous-figures (a) et (b), la sous-figure (c) illustre les
courbes de différences typiques obtenues lors d'un saut d’indice isotrope (glycérol 0,5%).
Il est important d’observer que lors du passage d'un tampon a un autre (dans notre
exemple : passage d’eau a du glycérol 0,5%), la dynamique des courbes est telle que la
correction n’est plus parfaite, il apparait donc transitoirement un signal anisotrope. Ce
signal, purement artéfactuel, doit également étre éliminé des résultats. C’est pourquoi sur
les courbes de la figure 57, nous isolons une zone temporelle transitoire. Cette zone n’est
pas prise en compte dans 'interprétation des données.

La mesure d’anisotropie, obtenue apres toutes les corrections évoquées ci-dessus en

dehors des zones de transition correspond donc a la différence nette de réponse SPR en
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3.1. Protocole type de capture d’un signal anisotrope

réflectivité (AR) entre I'axe 1 et I'axe 2 du systéme. On peut donc écrire An o AR; —ARs.
La suite de ce chapitre propose, au travers de trois exemple, de mesurer ’anisotropie de

signal en réflectivité dynamique de systemes issus de la biologie.
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FIGURE 57 — Courbes de variations de réflectivité dynamique d’un saut de glycérol 0,5%

apres correction inter-axes, (a) axe 1, (b) axe 2. (¢) courbe de différence de réflectivité
résultant de la soustraction de 'axe 2 a 1'axe 1.
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3.2.  Anisotropie induite par un fluz orienté

3.2 Anisotropie induite par un flux orienté

L’expérience décrites dans cette section a été réalisée dans le cadre d’une collaboration
avec D. Pompon et A. Laisné, du Centre de Génétique Moléculaire de Gif sur Yvette. Le
principe est d’observer I'impact du flux de liquide engendré par le systeme de fluidique sur
I’anisotropie de systeme biologiques disposés en surface de la biopuce. En effet, le flux de
liquide est anisotrope dans la cellule d’interaction, il en résulterait un « peignage » hydro-
dynamique des biomolécules. Ce peignage engendrerait alors une différence de réflectivité
entre les deux bras du systeme de P-SPRI. Initialement 1'idée était de pouvoir disposer
d’objets flottants sur une hémimembrane de phospholipides dont la hauteur était fixée (z)
et dont l'orientation pouvait étre controlée de maniere électrique ou fluidique. D. Pompon
et A. Laisné ont élaboré une chimie de surface reposant sur la construction de ces assem-
blages nommés PDNA sur une biopuce a résonance de plasmon de surface. La construction

repose sur 4 étapes successives :

1. Préalablement a l'expérience, mise en place d’une couche autoassemblée d’alkane-

thiols sur la surface d’or;

2. Durant 'expérience en cinétique, fusion de phospholipides sur la SAM pour créer

une hémimembrane ;
3. Injection de PDNA dans la cellule et ancrage sur ’hémimembrane ;

4. polymérisation des PDNA latéralement (x.y).

La complexité d’une telle opération fait qu’il est tres difficile de traiter ces 4 étapes
au cours d’une seule expérience. Nous avons donc choisi de nous limiter dans la suite aux

seules étapes 1 et 2.

3.2.1 Principe des PDNA

Les PDNA (pour « protein-DNA complex ») sont des structures constituées par une
protéine modifiée issue du cytochrome B5 liée a un oligonucléotide simple brin de courte
longueur et ancré (de maniere réversible) a des de phospholipides modifiés (Ni-DOGS)
[87, 6]. Les phospholipides eux-méme sont fusionnés sous la forme d’une hémimembrane
au dessus d'une monocouche d’alkanethiols (octadecylthiols) déposées sur la surface d’or

(voir la figure 58).
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FIGURE 58 — Structure d'un PDNA. (haut) oligonucléotide simple-brin. (milieu) protéine
B5 modifiée et ses liaisons. (bas) hémimembrane de phospholipides Ni-DOGS ancrée sur
une SAM déposée sur l'or. Image issue de [6]
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FIGURE 59 — Polymérisation de PDNAs pour former des objets flottants a fort facteur de
forme. (haut gauche) dimérisation de PDNAs (AA’) et (BB’) grace a un oligonucléotide
de liaison (complémentaire A’ - complémentaire B). (haut droite) formation d’un trimere
par le méme mécanisme. (bas) vue « de profil » d'un objet flottant sur la membrane. Les
liaisons supplémentaires de la protéine peuvent étre utilisées pour créer un terminaison
latérale. Image issue de [6]
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3.2.  Anisotropie induite par un fluz orienté

L’idée est d’utiliser les protéines comme supports de « briques moléculaires » consti-
tuées par les brins d’ADN. En choisissant la séquence de bases des oligonucléotides, il est
possible de créer des structures « flottantes » de longueur prédéterminée (voir la figure 59

pour plus de détails).

3.2.2 Structuration de I’échantillon

L’objectif principal de notre expérience était de déterminer I’anisotropie induite par un
champ électrique dans des objets tels que les PDNA décrits précédemment. L’hypothese
était alors que l'effet d’'un champ électrique sur une molécule chargée, telle de I’ADN,
serait supérieur (et plus facilement controlable) a celui obtenu par I'orientation des brins
et leur hybridation sous flux de liquide.

D. Pompon et A. Laisné ont donc élaboré un systeme élégant et simple permettant de
graver des électrodes directement a travers la couche d’or des biopuces (voir figure 60). Il
s’agit tout simplement de graver les lames d’or de maniere manuelle, a ’aide d’une aiguille
reliée & un générateur de courant (une pile 9V). Au contact entre 'aiguille et la lame d’or
(reliée & un pole de la pile), la surface de contact est suffisamment faible, et le courant
suffisamment élevé, pour générer un plasma. Celui-ci permet d’évaporer localement ’or et
la sous-couche de chrome du substrat pour ne conserver que le verre. En déplacant I'aiguille
grace a une platine de translation, il est possible de créer des électrodes directement sur

lor.

(b)

FIGURE 60 — (a) Dispositif de gravure utilisé. Au centre est disposée la lame d’or, surmon-
tée de l'aiguille de gravure. (b) Réseau interdigité d’électrodes obtenu grace au dispositif
de gravure, la distance entre deux traits est ici inférieure a 500um.

Pour cette expérience, un réseau interdigité a 4 électrodes a été réalisée suivant deux
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direction orthogonales de l'espace (voir figure 61-a). Une série d’électrodes est disposée
parallelement au flux (les électrodes horizontales sur I'image). L’autre série est disposée
perpendiculairement au flux (les électrodes verticales). Les électrodes sont interdigitées de

maniere a obtenir un ensemble de zones isolées entre des électrodes de polarités opposées.

(a) (b)

FIGURE 61 — (a) Réseau de 4 électrodes interdigitées. Les zones isolées sont représentées
en noir. (b) Image de référence plasmon recalée. Les zones de mesure bleues sont disposées
orthogonalement aux flux, les zones rouges sont disposées parallelement au flux. Les zones
noires sont utilisées comme référence.

3.2.3 Mesure de 'anisotropie par P-SPRI

La figure 61-b donne la disposition des zones de mesure en réflectivité. Chaque zone est
choisie de maniére a avoir une surface sensiblement équivalente (soit environ 0,6 mm?) et
rendre possible une comparaison zone a zone. Nous avons remarqué durant de précédentes
expérience que les ions chlorure des solutions tampons basées sur du PBS corrodaient I'or
durant les phases ot un champ électrique était appliqué. Le tampon utilisé dans la majeure
partie de I'expérience a donc été remplacé par du TRIS-formate (TRIS est 'abréviation de
2-amino-2-hydroxyméthyl-1,3-propanediol). Ce tampon est obtenu en diluant du TRIS-
base a 25 mM dans de 'eau déionisée, puis en tamponnant a pH 7.5 la solution par de
I’acide formique.

Le substrat, préalablement recouvert d’une couche autoassemblée d’alkanethiols (oc-
tadecylthiols), est placé sur la pyramide et un balayage angulaire est effectué en tampon
circulant (45 uL / min) de TRIS-formate pour déterminer 'angle de travail. Un saut
d’indice est effectué pour normaliser et corriger les données. Il est a noter qu’un résultat

sensiblement équivalent a été obtenu par D. Pompon et A. Laisné en utilisant la méthode
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3.2.  Anisotropie induite par un fluz orienté

des moindres carrés sur la ligne de base temporelle de I’expérience. La correction par le
saut d’indice est donc efficace pour ce type de mesure.

L’anisotropie d'une bicouche lipidique a déja été étudiée par Z. Salamon et al. [88, 89,
90] grace a une technique de spectroscopie SPR. Néanmoins, notre approche permet d’ef-
fectuer une mesure de 1’état de I'hémimembrane en temps-réel, et sa réponse dynamique
a une modification du flux de liquide.

Les résultats que nous présentons ici ont été traitées par le programme décrit dans la
section 3.1.4. Un premier test avec champ électrique est effectué au tout début de 'expé-
rience. Les électrodes 1 et 2 sont cablées ensemble sur la sortie « A » d’'un potentiostat,
et les électrodes 3 et 4 sont cablés a la sortie « B ». Nous utilisons les termes A et B ici
car nous utilisons le potentiostat comme source de tension uniquement, il n’y a donc pas
d’électrode de travail ou de contre-électrode. Un balayage en tension est effectué entre
-1,6 Vet + 1,5 V, a la vitesse de 50 mV / sec.

L’hémimembrane supportée est ensuite fusionnée sur la SAM. Cette étape est réali-
sée directement en tampon PBS (Phosphate Buffered Saline, solution tampon contenant
0,17 M NaCl, 3,3 mM KCI, 10 mM Nap,HPO, et 1,8 mM KHyPOy,) circulant grace a
I'utilisation vésicules de phospholipides, extrudées a 100 nm par passage a travers une
membrane poreuse. Ces vésicules vont se déposer sur la surface de la SAM, puis fusionner
en une hémimembrane supportée. Une fois que la SAM est totalement recouverte (le si-
gnal de réflectivité présente un plateau), de I’eau déionisée est injectée pour détruire par
pression osmotique les vésicules résiduelles. Un second balayage en tension est effectué
apres la fusion des vésicules.

La figure 62 donne une cartographie de la variation de réflectivité induite par le dépot
de I’hémimembrane supportée sur la biopuce. Cette variation de réflectivité est directe-
ment corrélée a ’épaisseur de dépot, il est donc possible de différencier les zones ou la
membrane a fusionné de maniere uniforme des zones ou des portions de membranes se
sont « empilées ». On peut observer qu’il existe une forte disparité d’épaisseur entre les
différents types d’électrodes. Il semble clair que les cycles de tension ont eu un impact sur
la fusion de la membrane. Les zones isolées semblent avoir une épaisseur plus importante,
alors que les zones appartenant & une électrode ouverte ont une réponse moins forte, voir
négative (indiquant une possible désorption). En I’absence d’autres éléments, il est difficile
de connaitre précisément la nature de la modification apportée par le champ électrique.

Apres la construction de I’hémimembrane supportée, I’échantillon est laissé en tampon
circulant de TRIS-formate pendant quelques minutes. La pompe est ensuite arrétée durant

quelques secondes pour remplacer le tampon par une solution contenant des PDNA (ceux-
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FI1GURE 62 — Cartographie de la variation de réflectivité induite par la fusion de I’hémi-
membrane supportée. L’échelle de couleurs (en bas a gauche) est en %. Le bleu représente
les valeurs les plus négatives (jusqu’a -1,2%), le violet les valeurs proches de la moyenne
de prise (environ 2%), et le rouge les valeurs les plus positives (jusqu'a +5,3%).
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FIGURE 63 — Diagramme temporel de différence de réflectivité lors des l'arréts et des
périodes de fonctionnement de la pompe. La ligne verte indique I'image de référence des
courbes. Les courbes bleues indiquent les zones de mesure disposées orthogonalement au
flux. Les courbes rouges indiquent les zones de mesure disposées parallelement au flux.
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ci ne jouent aucun role dans le phénomene observé). Apres environ 1 minute de circulation,
la pompe est de nouveau arrétée. Le chronogramme est présenté dans la figure 63, ainsi que
les courbes de réflectivité différentielle résultantes de la soustraction du signal normalisé
et corrigé des deux axes.

Nous pouvons observer une anisotropie assez importante (environ 1% en moyenne) du-
rant les périodes de coupure de la pompe. Cela semble indiquer qu’il existe un phénomene
de relaxation apparaissant lorsque le flux de liquide est nul. Le phénomene semble lié a
une orientation générale que prendrait la SAM ou '’hémimembrane sous 'effet du flux,
et dont la relaxation nous apparaitrait au moment ou le flux est coupé. On observerait
donc ici de maniere dynamique le retour d’un état anisotrope a état isotrope du matériau
déposé en surface sur une épaisseur de quelques dizaines de nanometres au maximum.

Il serait utile, afin de mieux comprendre le phénomene, d’effectuer d’autres mesures
similaires & différentes étapes de la chimie de surface. De plus, la caractérisation d’un
tel échantillon en AFM permettrait de déterminer la structure des électrodes de maniere
certaine, et peut-étre d’observer une nano-structuration de la SAM aux endroit ou un
champ électrique a été présent. Malgré toutes ces inconnues, nous avons pu établir de
maniére certaine un comportement anisotrope de notre échantillon lors d’'un changement

de régime du flux de liquide.
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3.3 Anisotropie de systemes biologiques sous champ

électrique

L’expérience présentée ici s’appuie sur les méme principes de fonctionnement que pour
la section précédente. Cette fois-ci, une matrice de 8 électrodes a été définie a la place d'un
réseau interdigité (voir figure 64). L’idée est de pouvoir faire fonctionner les électrodes par
paires, orientant le champ électrique dans un sens ou dans I'autre de la puce. De cette
facon, nous pouvons étudier directement I'impact du champ électrique sur I'anisotropie

des couches biologiques déposées.
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FIGURE 64 — (a) Matrice de 8 électrodes gravées sur la lame d’or. la SAM de I'électrode
G a été désorbée électriquement de maniere réductive. (b) Image de référence plasmon
recalée. Les groupes de couleur représentent des zones de mesure appartenant a la méme
électrode.

Avant I'expérience, une couche autoassemblée d’alkanethiols (octadecylthiols) a été
formée sur I'ensemble de la puce. De cette maniere, une couche uniforme isolante [91]
recouvre la surface. L’électrode G a été désorbée électriquement de maniere réductive, afin
a servir d’électrode de référence. Le montage illustré par la figure 65 permet d’effectuer

des mesures électrochimiques sur la lame durant ’expérience en P-SPRI.
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FIGURE 65 — Montage électronique a 3 électrodes utilisé dans ’expérience pour appliquer
un champ électrique sur la puce. (puce) E; et E, sont les électrodes entre lesquelles le po-
tentiel V est appliqué. REF est 'électrode de référence. (potentiostat) W est la sortie pour
I’électrode de travail (masse virtuelle), CE (sortie de contre-électrode) et REF (référence)
sot reliées ensemble. AUX indique la sortie du potentiostat. Les voies de 1'oscilloscope
sont symbolisées par leur numéro.

3.3.1 Montage électrique

Le montage est différent d'un systeme de mesures électrochimiques classiques. Une
différence de potentiel est imposée par le potentiostat sur la lame (entre les lignes E; et
Es). Le courant circulant dans la lame est mesuré en parallele par celui-ci. L’oscilloscope est
utilisé pour mesurer en parallele la différence de potentiel entre E; et Ey (sans référence
de potentiel) sur la voie 1 et le potentiel d'une électrode par rapport a 1’électrode de
référence (voie 2). Un filtre passe-bas (RC) permet de filtrer le signal de ’électrode de
référence et un amplificateur opérationnel haute impédance , monté en suiveur, est utilisé
pour effectuer la mesure de tension a courant nul. Comme il n’existe pas de référence de
potentiel au sens électrochimique sur ce montage, les valeurs sont mesurées par rapport
a un couple d’oxydo-réduction de référence présent dans la solution tampon : le couple

K3F.(CN)g / K4F¢(CN)g (ferricyanure / ferrocyanure de potassium, abrégé par le suite en
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FCN). L’analyse électrochimique de cette expérience sortirait du cadre de notre travail,
aussi nous nous concentrerons sur les résultats obtenus en anisotropie SPR.

Nous avons pu déterminer que la cellule répondait de la maniere attendue a une
consigne de tension en appliquant des cycles de rampes de tension (de -0,75 V & 40,75
V) sur les électrodes B et D de la puce dans une tampon de TRIS-formate circulant. La
tension mesurée sur les voies de 'oscilloscope est enregistrée. Les résultat de cette mesure
sont donnés dans la figure 66. On observe un décalage DC entre la tension de consigne et
les tensions observées. Ce décalage est du a 1'absence de référence de potentiel physique.
Temporellement, les signaux suivent trés bien la consigne, le systéeme permet donc créer

un champ électrique en surface des électrodes de la puce.
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FIGURE 66 — Cycle de rampes de tension (-0,75 V a + 0.75 V) appliqué a la puce, entre
les électrodes B et D, et observé a 'oscilloscope. (bleu) tension de consigne, (rose) voie 1,
(jaune) voie 2. Les tensions ont été lissées par filtrage des hautes fréquences (transformées
de Fourier).

3.3.2 Dépot de ’hémimembrane

La construction de I’hémimembrane supportée suit le méme principe que précédem-
ment. Des vésicules de phospholipides (1 mM), extrudées a un diametre de 100 nm par
passage a travers une membrane poreuse, sont déposées sur la SAM en tampon de PBS
circulant. Apres obtention d’une couverture uniforme (plateau de variations de réflecti-

vité), les vésicules résiduelles sont éclatées grace a la pression osmotique engendrée par
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I'injection d’eau. Un saut d’indice isotrope est effectué avant et apres la construction de la
membrane afin de vérifier le bon déroulement de 'opération. Une cartographie du niveau
de variations de réflectivité induite par le dépot de la membrane est indiqué dans la fi-
gure 67. La membrane ainsi construite est hétérogene. La variation de réflectivité induite
varie entre 0,8% et 3,6%, et ce quelle que soit 1’électrode. Le dépot semble aspécifique car
I'électrode désorbée (en bas de I'image) réagit de la méme maniére que les autres élec-
trodes, malgré une absence supposée de SAM. Il est probable que des vésicules se soient

adsorbées de maniere non spécifique sur l'or.

Cette hétérogénéité de dépot est sans doute liée aux conditions expérimentales par-
ticulieres, o un grand nombre de parametres doivent étre controlés en parallele (chimie
de surface, électrochimie, optique, banc polarimétrique, température du laboratoire et
des appareils etc.). Des mesures, réalisées par D. Pompon et A. Laisné, ont montré que le
taux de phospholipides Ni-DOGS était plus faible dans ces vésicules que pour les vésicules

habituellement assemblées.
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FIGURE 67 — Cartographie de la variation de réflectivité induite par le dépot de 'hémi-
membrane lipidique. L’échelle (en bas a gauche) est en %. (bleu) faible variations (mini-
mum 0;8%), (violet) variations moyenne (environ 1,4%), (rouge) forte variations
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3.3.3 Impulsions électriques

Une fois 'hémimembrane fusionnée, une la configuration d’électrodes suivante est tes-
tée :

— I’électrode B est reliée a la ligne E; du montage électronique ;

— I’électrode D est reliée a la ligne Es ;

— Délectrode G est reliée a la ligne de référence (REF).

Une premiere série de mesures de voltampérométrie cyclique et de spectroscopie d’im-
pédance sont effectuées avec cette configuration en tampon circulant TRIS-formate et
FCN. Ensuite, un ensemble d’impulsions électriques en créneaux sont envoyées a la cel-
lule. Ces impulsions possedent une amplitude de -1,5 V a + 1,5 V (images 2500 a 2700).
Le chronogramme des impulsions, et la réponse en termes de différence de réflectivité
SPR, sont indiqués dans la figure 68-a. Cette premiere série donne un résultat anisotrope
sur les électrodes B et D, mais isotrope sur toutes les autres électrodes. Un phénomene
intéressant peut étre observé : les électrodes sur lequel le potentiel est appliqué semblent
posséder un « effet mémoire ». Les premiere impulsions ne donnent qu’une réponse tres
faible. Au dela d’un certain seuil, chaque nouvelle impulsion va augmenter la réponse glo-
bale de I’électrode, qui conservera son anisotropie, méme apres la fin de I'impulsion. Ainsi,
chaque nouvelle impulsion augmente d’environ -0,2% I’anisotropie de 1’électrode D et de
maniere beaucoup plus faible ’anisotropie de I’électrode B. Il est également possible d’ob-
server un phénomene dynamique lors des période de charge de I'une ou l'autre électrode.
Malheureusement, les impulsions sont ici trop courtes pour extrapoler une tendance.

Un suivi en parallele du potentiel électrique de chaque électrode durant les phases
d’impulsions a été effectué pour les trois premiere impulsion de cette série. La mesure a
’oscilloscope des potentiels correspondants est donnée dans la figure 68-b. La courbe bleue
représente la consigne donnée au potentiostat, tandis que les courbes rose et jaune donnent
la valeur du potentiel réel (par rapport au couple d’oxydo-réduction FCN) mesuré sur les
électrodes B et D. Un filtrage par transformée de Fourier a été appliqué aux tensions
mesurées. On observe assez nettement une relaxation survenant lors d’un changement de
régime de chaque électrode. Un temps de relaxation d’environ 10 a 15 sec est mesurable
a partir de ces données, qui semble correspondre a la dynamique de signal observée en
SPR.

Afin de vérifier la réversibilité du phénomene, les électrodes sont alors reliées de ma-
niere différente :

— I’électrode F est reliée a la ligne E; du montage électronique;

— D’électrode E est reliée a la ligne Es;
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FIGURE 68 — (a) Différence de réflectivité résultante d’une série d’impulsions électriques
carrées envoyées entre les électrodes B et D de la puce. Le chronogramme (en bas du gra-
phique) représente la consigne de tension donnée au potentiostat. Légende des courbes :
(rouge) Electrode D, (bleu) électrode B, (noir) électrodes A,C,E et F. (b) Suivi & Poscil-
loscope de la tension pour les 3 premieéres impulsions carrées. (bleu) tension de consigne,
(rose) voie 1, (jaune) voie 2. Les tensions ont été lissées par filtrage des hautes fréquences
(transformées de Fourier).
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— Iélectrode G est reliée a la ligne de référence (REF).

On procede alors a une autre série d’impulsions de -1,5 V a +1,5 V en créneaux de
durée variable, de la méme maniere que précédemment. Les résultats sont détaillés dans
la figure 69. On observe la encore une anisotropie sur les électrodes E et F, alors que
les autres électrodes restent isotropes. Les impulsions effectuées aux images 4450 et 4550
semblent indiquer que la durée des impulsions est également un facteur déterminant dans
I’accentuation de I’anisotropie, car les amplitudes des signaux augmentent pour des impul-
sions plus longues. Pour chaque électrode reliée, on peut observer un cycle d’augmentation
/ diminution de Ianisotropie, correspondant aux périodes de charge de 1’électrode. Les
deux électrodes ont un comportement en opposition I'une par rapport a I'autre, c’est a
dire que lorsque qu’'une électrode réagit positivement, ’autre réagit négativement. Nous
pouvons émettre ’hypothese que les cycles de polarisation / dépolarisation électrique des
électrodes se traduisent en une structuration anisotrope de la surface de 1’électrode. Chen
et al. ont étudié dans un article récent [92] une bicouche déposée sur une SAM reposant
sur de 'or Au(111) soumis a différentes tensions et températures. Il ont observé que I’angle
formé par les chaines de thiol avec la surface changeait en variant le potentiel. Ce change-
ment est de I'ordre de 8" pour une variation de 1 V. Notre montage applique des tensions
similaires, et il est possible de que la SAM subisse le méme type de changement d’orien-
tation. La membrane elle-méme subit de nombreuse transformations, et il est difficile de

tirer des conclusions définitives & ce stade.

Finalement, la derniere partie de I’expérience consiste a reproduire les impulsions avec

une nouvelle configuration d’électrodes :

— D’électrode F est reliée a la ligne E; du montage électronique ;
— D’électrode C est reliée a la ligne E, ;

— D'électrode G est reliée a la ligne de référence (REF).

Les résultats sont représentés dans la figure 70. On observe également une anisotropie
des électrodes, mais cette fois-ci les électrodes E et F conservent ’anisotropie acquise
durant les impulsions précédentes. L’électrode C, jusque la parfaitement isotrope, acquiert
une treés forte anisotropie (jusqu’a -2%) en quelques impulsions. La durée des impulsions
plus longue peut expliquer la rapidité du mise en place du phénomene. Durant les phases de
charge des électrodes, on peut observer une dynamique similaire aux mesures précédentes,
a savoir une réponse asymétrique d’une électrode a I'autre. Le phénomene est réversible
dans la mesure ou les courbes reviennent a la ligne de base entre deux impulsions, mais

les électrodes conservent une anisotropie importante apres I'impulsion.
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FIGURE 69 — Différence de réflectivité, mesurée pour chaque électrode de la puce, résul-
tante d’une série d’impulsion électriques carrés de durée variable. La tension est établie
entre les électrodes E et F de la puce. Le chronogramme (en bas du graphique) représente
la consigne de tension donnée au potentiostat. Légende des courbes : (orange) électrode
A, (rouge) électrode C, (vert) électrode E, (bleu) électrode F. Les données de SPR sont
non filtrées.

3.3.4 Discussion

Il est utile a ce point de résumer les observations que nous avons pu tirer de cette
expérience. Nous avons pu observer que la SAM, considérée comme un isolant [91], per-
mettait a un champ électrique de s’établir lors des impulsions. Nous pouvons supposer que
ce champ électrique n’est pas di a 'oxydation de l'or lui-méme [93], car nous avons pu
observer la formation d’une membrane sur la puce. Il n’est en revanche pas impossible de
supposer que la couche d’or subit une détérioration apres plusieurs impulsions. Le signal
anisotrope observé est réversible en dessous d’un seuil. Celui-ci peut dépendre du nombre
d’impulsions, et de leur durée. Au dela de ce seuil, les modifications apportées sont ir-
réversibles et I'anisotropie est conservée. Cette hystérésis de la couche peut s’interpréter

comme une désorption partielle de la SAM ou de la membrane. En dessous du seuil, il
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F1GURE 70 — Différence de réflectivité, mesurée pour chaque électrode de la puce, résul-
tante d’une série d’impulsion électriques carrés de durée variable. La tension est établie
entre les électrodes F et C de la puce. Le chronogramme (en bas du graphique) représente
la consigne de tension donnée au potentiostat. Légende des courbes : (orange) électrode
A, (rouge) électrode C, (vert) électrode E, (bleu) électrode F. Les données de SPR sont
non filtrées

semble que les molécules changent d’orientation sous I'effet du champ électrique appliqué.
Des mesures complémentaires seront nécessaires pour avancer plus d’hypotheses. Les ca-
ractéristiques capacitives de la SAM pourront étre par exemple observées en voltamétrie
cyclique et en spectroscopie d’impédance, et la structure de la couche observée en AFM.

Nous avons mis en évidence au cours de cette expérience un comportement anisotrope
de la monocouche autoassemblée d’alkanethiols sous I'influence d’un champs électrique.
En modifiant I'orientation du champ, le comportement a pu étre reproduit, éliminant ainsi

un possible artefact de mesure.
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3.4 Filaments orientés sous champs magnétique

L’expérience présentée dans cette section a été réalisée dans le cadre d’une collabo-
ration avec M. Trévisan, Y. Chevolot, J.P. Cloarec et E. Souteyrand de I'Institut des
Nanotechnologies de Lyon (INL). Le principe de 'expérience est le suivant : une lame
d’or est fonctionnalisée de maniere a recevoir des billes de latex contenant des inclusions
magnétiques. Ces billes sont polymérisées ensemble sous champ magnétique, ce qui per-
met de former des filaments de billes de plusieurs dizaines de microns de long, ancrés
sur la surface d’or. Une fois la polymérisation terminée, les filaments sont caractérisés
tout d’abord sous microscope optique, puis avec le banc de P-SPRI. Afin d’orienter les
filaments dans une direction particuliere, un aimant de forte puissance est positionné a
proximité de la biopuce durant I'expérience. La position de 'aimant est modifiée de ma-
niere a faire « tourner » 'aimantation au niveau de la surface, et par conséquent a orienter
les filaments attachés. Il devrait étre possible d’observer un signal anisotrope résultant de
la rotation d’un grand nombre de filaments sur la surface.

Nous développerons dans cette section principalement les résultats obtenus par le banc
de P-SPRI, les résultats plus spécifiques a la chimie de surface et a la manipulation de
billes magnétiques [94] sera présenté en détail par M. Trévisan dans le cadre de ses travaux
de doctorat. Une revue des différentes applications des billes magnétiques est présentée
dans [95].

Cette expérience est le résultat de quatre étapes successives. La premiere étape consiste
a préparer des substrats d’or structurés. Ils sont ensuite fonctionnalisés chimiquement
afin de recevoir les billes magnétiques, qui formeront des filaments. Enfin deux étapes de

caractérisation ont été effectuées : la premiere optique, sous microscope, et la seconde avec

le banc de P-SPRI.

3.4.1 Substrats structurés

Ces expériences ayant débuté avant la mise au point de ’algorithme de recalage décrit
précédemment, il était nécessaire d’utiliser des substrats présentant une structure macro-
scopique visible a fort contraste, afin de repositionner correctement une image sur l'autre.
Dans le cadre d'une collaboration avec S. Held, P. Gogol et B. Bartenlian de I'Institut
d’Electronique Fondamentale d’Orsay, nous avons pu obtenir des lamelles de verre sur
lesquelles était déposé un ensemble de carrés d’or d’1 mm de coté. Ces lamelles ont été
obtenues par lithographie UV, dépot d’or par évaporation thermique et lift-off a la centrale
de technologie MINERVE;, a partir de lames de verre SF11 polies par 'atelier d’optique de

I'Institut d’Optique Graduate School. Les motifs obtenus sont présentés sur la figure 71.
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Ces motifs ont également été utilisé dans de nombreuses expériences, comme par exemple

les sauts d’indices de glycérol présentés plus haut.
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FI1GURE 71 — Motif utilisé pour les expériences sur des billes magnétiques

3.4.2 Fonctionnalisation chimique de la surface et greffage des
billes

Les lamelles structurées ainsi obtenues doivent étre fonctionnalisées chimiquement afin
de pouvoir :

— greffer de maniere localisée et covalente les billes magnétiques sur les surfaces d’or;

— éviter la physisorption de ces méme billes sur le substrat (verre ou or).

La fonctionnalisation chimique est réalisée en deux étapes. La premiere étape a pour
objet de générer des fonctions carboxyliques sur les surfaces d’or pour le greffage des fila-
ments. Apres nettoyage des substrats, ceux-ci sont immergés dans une solution alcoolique
de contenant du 11-mercapto 1-undécanoique acide. Avec le temps, ces molécules thiolées
vont se déposer a la surface pour former une monocouche autoassemblée présentant des
fonctions carboxyliques. Lors de la deuxieme étape, des chaines de polyethylene glycol sont
greffées a la surface du verre par réaction du 2-[Methoxy(polyethyleneoxy )propyl|trimethoxysilane
avec les silanols de surface.

Les billes utilisées dans cette expérience sont fournies par Sigma Aldrich et ont pour
diametre 1 wm. Elles possedent un cceur composé d’oxyde de fer, entouré d’une couche

de polymeres comprenant des terminaisons carboxyle (voir la figure 72-a). Les réactions
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de polymérisation et de greffage se font simultanément en exploitant les fonctions car-
boxyliques a la surface des billes et de I’or en présence d’une diamine. La premiere étape
consiste a activer les acides carboxyliques présents a la surface de 'or et des billes en solu-
tion. Afin de limiter les phénomenes d’évaporation la réaction de polymérisation/greffage
est réalisé en chambre Coverwell.

10 uL de la solution de billes activées en suspension (reconcentrées pour avoir une den-
sité de filaments suffisante pour obtenir un signal en SPR) sont déposées sur le substrat.
Une quantité suffisante pour remplir la chambre de SDS 0,1 % (m :m) et de solution de po-
lymérisation (2 ul. de Jeffamine 1 %) sont ajoutées. L’ensemble est laissé sous aimantation
pendant une nuit dans une enceinte humide.

De cette maniere, les billes vont immédiatement s’orienter en suivant les lignes de
champ magnétique, puis, sous 'action de la solution de polymérisation, elles vont po-
lymériser entre elles (voir la figure 72-b). Ainsi, nous obtenons des filaments de billes
dont les dimensions peuvent atteindre une longueur de plusieurs dizaines de microns pour

quelques microns de large.

OH

OH

OH

OH

(a) (b)

FIGURE 72 — (a) Bille magnétique comprenant un coeur ferreux et une surcouche de
polymeres. (b) Billes polymérisées sous aimant (les lignes de champs sont représentées
par des pointillés rouges).

3.4.3 Caractérisation optique

Nous avons tout d’abord observé I’échantillon supportant les filaments sous microscope

optique et loupe binoculaire. Les oculaires étant reliés a une caméra CCD, il a été possible
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de capturer le mouvement des billes en temps-réel lors du déplacement de I’aimant. Nous
avons ainsi reproduit les positions de I'aimant indiquées dans la figure 74 afin de faire une
« répétition » de I'expérience qui aura lieu en P-SPRI. Des exemples d’images de filaments
orientés sont données dans la figure 77, en méme temps que les résultats de 'expérience
en P-SPRI.

La figure 73 donne deux exemples de filaments observés a deux grossissements diffé-
rents de la loupe binoculaire. On peut observer assez clairement les filaments individuels
greffés sur la surface d’or fonctionnalisée. L’image 73-a est typique de ce qu’il est possible
d’observer lorsqu’il reste des filaments en solution. Ceux-ci sont présents aussi bien sur I’or
(zones claires) que sur le verre (zones sombres). Apres ringage, seuls les filaments greffés
sur l'or restent visibles (image 73-b). Afin de réduire le bruit de lecture, nous avons donc

procédé a un ringage de la lame avant de 'observer en P-SPRI.

F1GURE 73 — Filaments de billes orientés observés sous loupe binoculaire a deux grossis-
sements différents. (a) Avant ringage, les filaments apparaissent sur toute la surface. Les
zones claires appartiennent aux carrés recouverts d’or, tandis que les zones appartiennent
au substrat de verre. L’aspect désordonné de la couche provient du fait que I'observation
est faite a travers toute I’épaisseur de la chambre, on observe donc filaments en solution
et les filaments greffés. (b) Apres ringage, et a un grossissement plus important, seuls les
filaments greffés restent visibles. La trace blanche est 'entrée de la chambre Coverwell, et
n’a pas d’intérét pour I'observation.

3.4.4 Mesure de I’anisotropie par P-SPRI

Afin de pouvoir observer les filaments de maniere dynamique en fonction de la position

de I'aimant, nous avons du procéder & un certain nombre d’ajustements par rapport au
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systeme de P-SPRI tel que présenté dans le chapitre 2.

Le majeur probleme est ici de pouvoir obtenir une aimantation suffisante pour obser-
ver un changement de position des filaments. Les aimants utilisés ici sont certes puissants
(barreaux néodyme/fer/bore développant environ 1T au contact), mais la décroissante
rapide du champ magnétique en fonction de la distance fait que le champ disponible n’est
que d’environ 0,2 &4 0,3 T & 5 cm de distance. Il faut donc se rapprocher suffissamment de
I’échantillon, sans toucher d’éléments optiques (pyramide ou lentilles). De plus, le champ
magnétique risque d’étre moins uniforme (présence d’une grande masse métallique & proxi-
mité, c’est a dire le banc en lui-méme), et difficilement controlable (nécessité de trouver
un systeme de positionnement précis et ayant une bonne répétabilité, sans transmettre de
vibrations aux optiques). La solution que nous présentons ici est fonctionnelle, mais elle

ne permet de résoudre tous les problemes évoqués.

L’aimant est maintenu par un un bras mécanique quelques centimetres en dessous
de la lamelle, ainsi les filaments auront tendance a se plaquer contre la surface et donc
a augmenter le signal capturé. Trois positions autour de la lamelle sont fixées grace a
I'utilisation de bases « trait-point-plan », positionnant 'aimant a 5 cm du bord de la
pyramide. Ces trois positions, nommées pos! pour un aimant le long de 'axe 1, pos2 pour
un aimant le long de 'axe 2 et posO pour un aimant a 45, ainsi que 1’échantillon et les
systemes optique et mécaniques sont représentés sur la figure 74. Nous pouvons voir que
la position 0 (45°) est directement en face d’une piece métallique du chéssis du banc de

P-SPRI, ce qui nous empéche de nous approcher plus de I’échantillon.

Une autre modification du banc est liée a la fagcon dont la chimie de surface est faite sur
la lamelle. En effet, les billes magnétiques doivent rester en permanence immergée dans
du tampon. Leur séchage impliquerait qu’elle ne seraient plus mobile a la surface. Nous
devons donc utiliser une cuve plastique collée sur la lame, possédant un trou d’entrée et
un trou de sortie de liquide. Cela implique que nous ne pouvons pas utiliser la partie haute
du banc, a savoir la cuve de fluidique et la pompe péristaltique. De ce fait, il n’y a pas de
pression exercée sur la lamelle et sur ’huile d’indice. Ceci pose des problemes au niveau de
la stabilité de la lame. En effet, la pression exercée par la cuve sert également a maintenir
un bon positionnement axial de la lamelle par rapport aux faisceaux. Le systéme sera
donc beaucoup plus sensible aux vibrations, ce qui risque de s’avérer problématique lors

du positionnement du bras contenant 'aimant sur les bases.

Le protocole expérimental suivi est essentiellement celui décrit tout au long de ce cha-
pitre. Néanmoins, il n’a pas été possible d’effectuer un saut d’indice isotrope. La lamelle

utilisée ici avait déja subit plusieurs manipulations (lavages etc.), il devenait plutot hasar-
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FIGURE 74 — Positions de I'aimant autour de I’échantillon. « BM » indique la position des
billes magnétiques, « caml » (resp. « cam2 ») représente la position de la caméra de I'axe
1 (resp. axe 2). Le chassis métallique est représenté en gris, autour de 1’échantillon.

deux de tenter un ringage supplémentaire. Cette absence de correction par saut d’indice
ne nous permettra donc pas d’obtenir des résultats quantitatifs précis. Cependant, au vu
des imprécisions dues a la manipulation de 'aimant, des résultats qualitatifs devraient
suffire a valider notre expérience.

La premiere étape consiste a positionner une grille de points sur une image de référence
obtenue apres balayage angulaire. La figure 75 indique le positionnement des points sur la
lamelle. Afin de s’affranchir du bruit, particulierement important du fait des vibrations,
un moyennage spatial de 80 x 80 pixels (soit environ 0,6 x 0,6 mm) est utilisé.

Pour observer I'effet de 'aimant a diverses positions et dans diverses orientations sur
les filaments, nous avons effectué un enchainement dans le temps de positions pos0 -
posl - pos2, le tout sous trois orientations différentes de I'aimant. Nous ne présenterons
ici que les résultats concernant une orientation de l'aimant que nous avons nommée al.
Cette orientation, ainsi que la position de 'aimant dans ’espace durant 1’expérience est
indiquée dans la figure 76. Chaque position est conservée pendant environ 3 minutes, afin

de laisser suffisamment d’images s’accumuler. Nous utilisons a cet effet un moyennage
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3.4. Filaments orientés sous champs magnétique

FIGURE 75 — Positions des points sur la lamelle utilisée dans I'expérience.

temporel de 32 images.

Les résultats de I'expérience sont indiqués dans la figure 77, pour l'orientation al de
I’aimant. C’est avec cette orientation que nous avons obtenu les meilleurs résultats. Nous
nous plagons tout d’abord en position pos0 de ’aimant, soit a 45 entre I'axe 1 et 'axe 2, ou
nous prenons une référence temporelle. Nous déplacons ensuite I’aimant en pos! soit 0° par
rapport a 'axe 1, puis pos2 soit 90° par rapport a I'axe 1. Comme le positionnement du
bras sur les bases « trait-point-plan » est manuel, et que cela entraine des vibrations, nous
conservons une marge de transition (représentée par la lettre « T » sur le chronogrammes
de la figure 77) a chaque passage d’'une position a Uautre. La durée de cette transition est
fixée a 4 images, soit environ 30 secondes, ce qui est amplement suffisant pour accomplir
un déplacement de 'aimant et son positionnement correct. Le chronogramme (bas) de la
figure illustre les orientations des filaments observées lors de 'exécution d’'une séquence

indique sous microscope optique.

Afin de pouvoir comparer les différents points, sans avoir recours a un saut d’indice
isotrope permettant de normaliser le signal, nous considérons que les filaments sont restés
groupés sur un seul carré, a savoir celui correspondant au point numéro 23 sur la figure 75.
En effet, nous avons pu observer sous microscope que les filaments étaient majoritairement
regroupés sur ce carrés apres ringage. Cette hypothese posée, nous pouvons considérer les
points a 'opposé du point 23 sur la puce comme suffisamment stables et ne contenant
pas de filaments pour servir de référence. Nous avons donc soustrait a tout les signaux,
celui du point 0. Pour indiquer le niveau de signal de cette référence et de ses voisins,

nous avons indiqué sur la figure 77 par un trait bleu, le signal du point 1, normalisé par
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PosO

Pos1

Axe 2

Axe 1 \

échantillon

Pos2

FIGURE 76 — Position a! de I'aimant et son placement autour de 1’échantillon (positions
posl, pos2 et pos0). Le pole nord est situé sur une grande face (indiqué par la lettre N).

rapport a la référence. De la méme maniere, nous avons matérialisé le signal normalisé du
point 23 par un trait rouge.

Le niveau des signaux durant cette expérience étant trés faibles (de 'ordre de 107'%
pour un bruit d’environ 1072%), nous avons finalement procédé & un lissage par la méthode
des moindres carrés a pondération locale (ou méthode de LOWESS pour Locally-Weighted
Least Squares), avec une fenétre glissante de 16 points. Les résultats lissés sont indiqués

sur la figure par un trait plus épais.

3.4.5 Discussion des résultats

En observant les résultats obtenus par le banc de P-SPRI pour cette expérience, nous
pouvons affirmer qu’il existe bien un signal anisotrope a I’endroit ou se situent les filaments
magnétiques. Les résultats les plus probants apparaissent ici lorsque I'aimant est orienté en
position al. On observe une brusque variation du signal sur le plot 23 apres déplacement
de laimant, passant d’environ AR = —0,01% a 45 , a environ AR = —0,08% a 0".
Le phénomene se reproduit dans l'autre sens entre 0° et 90° : de AR = —0,08% a AR =
—0,04%. Pour les autres orientations de I’aimant, des phénomenes similaires apparaissent,

mais de maniere moins nette. Néanmoins, il est toujours possible de corréler une variation
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FIGURE 77 — (haut) Mesure de l'anisotropie de filaments par P-SPRI pour I'orientation
al de l'aimant. La ligne verte indique la référence temporelle des mesures. La courbe
bleue correspond au point 1 (sans filaments), la courbe rouge au point 23 (contenant les
filaments). Les courbes épaisses sont un lissage LOWESS 16 points des données brutes
(marqueurs). (bas) Chronogramme des images observées au microscope correspondantes.

du signal brusque sur le point 23 avec un déplacement de I’aimant.

Cette expérience nous permet d’observer indirectement les perturbations induite par
la présence de 'aimant d’un coté ou de 'autre de la lamelle sur un ensemble de filaments
magnétiques ancrés a la surface d’or. Les imprécisions dans le positionnement mécanique
de I'aimant, les vibrations induites par le déplacement ou la sensibilité aux lignes de champ
sont sans doute responsables de beaucoup des oscillations observées au sein d’'une méme

plage temporelle.

Les signaux tres faibles observés doivent pouvoir s’expliquer par le fait que les plasmons
de surface ne pénetrent que sur une profondeur assez faible dans le milieu constitué par la

SAM et les filaments magnétiques. Sur notre banc, 'intensité du champ évanescent atteint
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FIGURE 78 — Simulation de la variation de réflectivité induite par le dépot de billes de
PMMA sur la surface d’or. Le calcul utilise une couche équivalente de 10 nm d’épaisseur,
d’indice effectif calculé par la relation de Lorentz-Lorenz. (rouge) billes de 200 nm de
diametre. (noir) billes d’1um de diameétre.

1/e a 273 nm, il est donc raisonnable de considérer que la champ évanescent ne se propage
plus au dela des 300 a 400 premiers nanometres du milieu. Plus le diametre de la billes
utilisée est important, et plus le contraste d’indice engendré par la présence de la bille est
faible. Pour clarifier, en se positionnant a 10 nm de la surface, on peut déterminer que
I'indice de réfraction du milieu sera constitué a 20% de matériau appartenant a la bille de
1 um et de 80% de tampon. En utilisant des billes de 200 nm de diametre, le ratio devient
87% de matériau appartenant a la bille. La sensibilité obtenue dans le cas de billes de 200
nm est donc beaucoup plus importante. Nous avons effectué une simulation, donnée dans
la figure 78, illustrant ce fait. En calculant par la relation de Lorentz-Lorenz l'indice de
réfraction effectif moyen d’un milieu de 10 nm d’épaisseur constitué d’un mélange de bille
(PMMA) et d’eau, nous pouvons tracer la variation de réflectivité induite par le dépot
des billes sur la surface d’or. Il advient que les billes de 200 nm donneraient une réponse

4 fois plus importante que les billes de 1 um de diametre.

Malgré les différents points évoqués, cette expérience nous montre qu’'une anisotropie
induite par I'orientation de filaments de tailles microniques sous 'effet d’un champ magné-

tique est observable de maniere nette avec le systeme de P-SPRI. De futures expériences
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3.4. Filaments orientés sous champs magnétique

permettrons sans aucun doute de franchir les limitations de taille (avec des billes de 200
nm par exemple), de stabilité des mesures (en améliorant le dispositif mécanique), et de
précision, afin de pouvoir passer d’'une mesure qualitative a une mesure quantitative de
I’anisotropie. Il serait alors envisageable de remonter a une information angulaire, et par

la, remonter a la position de 'aimant en observant ’anisotropie.
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Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons tout d’abord mis en place un algorithme de traitement
des données générées par le systeme de P-SPRI. Celui-ci s’appuie en premier lieu sur le
calcul d'un vecteur de recalage spatial pour aligner les images issues de chaque axe avec
une précision proche du pixel. Les données ainsi recalées sont ensuite normalisées au sein
de chaque axe (normalisation intra-axe), puis corrigées entre-elles (correction inter-
axes). Il est ainsi possible, en utilisant un moyennage spatial suffisant, de comparer le
niveau de réflectivité des deux axes pour extraire la différence de réflectivité de 1’échan-
tillon. Cette différence est directement liée a ’anisotropie optique de I’échantillon. Nous
avons vu que la mesure en P-SPRI sur un échantillon isotrope n’entrainait pas d’aniso-
tropie artefactuelle grace a 'algorithme mis au point.

Nous avons ensuite utilisé le systeme de P-SPRI pour déterminer I'anisotropie dyna-
mique d’échantillons, principalement due a une orientation de molécules dans une direction
privilégiée. En utilisant de nouvelles structures basées sur les PDNA | nous avons caracté-
risé I'anisotropie d’une couche autoassemblée de d’alkanethiols. Une premieére expérience
a fait apparaitre une forte sensibilité de la couche aux changements de régime d’un flux
de liquide en surface. Cette anisotropie, caractérisée par P-SPRI, semble provenir de la
relaxation de la couche lors que le flux est arrété. Une seconde expérience, basée cette fois
sur 'utilisation d’un champ électrique parallele a la surface de la puce, a montré qu’il était
possible de structurer de maniere anisotrope une hémimembrane de phospholipides et la
couche de d’alkanethiols sous-jacente. Cette structuration anisotrope électrique possede
un seuil au dela duquel le phénomeéne n’est plus réversible.

Finalement, nous avons observé I'orientation dynamique de filaments magnétiques mi-
croniques sous l'effet d’'un champ magnétique d’orientation variable. L’observation en
P-SPRI a pu étre corrélée avec une observation directe des filaments sous microscope
optique. Il résulte de nos observations qu'une anisotropie faible (de 1'ordre de 0,1% de si-
gnal SPR) peut étre observée entre deux orientations de I'aimantation. Des performances

supérieures sont attendues grace a l'utilisation de billes d’'un diametre inférieur.
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Chapitre 4. Micro— et nano—structuration anisotrope de substrats

Introduction

Ce chapitre présente les principaux travaux que nous avons effectués concernant la
mise au point de substrats micro et nanostructurés de maniere anisotrope.

L’intérét d’un tel développement, dans le contexte de notre travail, est de pouvoir ob-
server un comportement optique anisotrope de la structure (réseaux métalliques unidimen-
sionnels) et, a terme, d’orienter des molécules biologiques le long de ces structures, donnant
ainsi une forte anisotropie aux échantillons observés. La structuration de la couche de mé-
tal permet également d’élargir notre champ d’activité vers le domaine tres prometteur de
la nanoplasmonique, ou les dimensions en jeu sont inférieures a la longueur d’onde excita-
trice. Dans ce cas de figure, la théorie prédit des inhomogénéités de champ évanescent aux
abords des discontinuités, donnant lieu dans certains cas a une exaltation du signal. Le
développement de telles structures, dotées de « points chauds » et de bandes interdites de
propagation [43], nous permettrait de repousser les limites des systemes « classiques » ba-
sés sur la SPRI en termes de limites de détection et de sensibilité.

Le but de ce chapitre n’est pas de réaliser un état de l'art poussé des techniques
expérimentales de structuration de couches minces, mais plutét d’illustrer le cheminement
effectué, depuis I'étude théorique et les premiers échantillons possédant des structures de
tailles microniques, jusqu’a la mise au point de premiers échantillons nanostructurés.

Ces échantillons ne possedent pas encore les caractéristiques de sensibilité requises pour
étre plus efficace en termes de détection qu’une simple lame d’or, mais leurs propriétés
anisotropes en font un objet d’étude intéressant pour le systeme de P-SPRI. Ainsi, un
plasmon de surface se propageant le long de pistes d’or déposées sur un substrat de verre
« verrait » le réseau or / verre comme une couche uniforme dont l'indice consiste en
un mélange d’or et de milieu ambiant. En revanche, un plasmon de surface se propageant
orthogonalement au réseau subirait une modulation périodique. Le principe est schématisé
dans la figure 79. Ce phénomene devrait intervenir lorsque la période du réseau atteint
un seuil au dessous duquel le plasmon de surface orthogonal au réseau peut se propager a
travers les discontinuités de celui-ci. Il est donc utile de fabriquer un ensemble de réseaux
de différentes tailles, afin de pouvoir déterminer le seuil en question.

Ce chapitre est articulé comme suit. Tout d’abord nous décrirons, dans la section 4.1,
la technique de modélisation que nous avons utilisé, c’est a dire la méthode modale de
Fourier, que nous illustrerons avec un exemple pratique : la modélisation des structures
réalisées expérimentalement.

La section 4.2.3 portera sur la réalisation de dépots métalliques sur substrats de verre,

possédant des caractéristiques compatibles avec le couplage de plasmons de surface. Nous
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4.1. Modélisation de réseaux métalliques par la méthode modale de Fourier

faisceau 2 (TM)

A

piste d'or

faisceau 1 (TM)

\
substrat de verre

FI1GURE 79 — llustration schématique d'un réseau de pistes d’or sur un substrat de verre.
Un plasmon de surface se propageant le long des pistes (faisceau 1) se comporterait comme
si le milieu était uniforme. Un plasmon de surface se propageant orthogonalement au
réseau (faisceau 2) subirait une modulation périodique.

décrirons les deux méthodes utilisées : I’évaporation sous vide, et la pulvérisation catho-
dique. Nous donnerons ensuite les caractéristiques de tels dépots.

Une fois ces pré-requis établis, nous nous intéresserons a la structuration des substrats
proprement dite. Deux méthodes largement répandues seront abordées.

Tout d’abord, nous verrons la mise au point d’échantillons microniques grace a une
technique de lithographie optique et de dépot de métal par lift-off, ainsi que leur caracté-
risation par P-SPRI dans la section 4.3.

Dans un second temps, nous décrirons la technique utilisée pour nanostructurer des
échantillons en utilisant une technique de lithographie par faisceau d’électron dans la
section 4.4. Nous détaillerons le processus, depuis la simulation par la méthode modale
de Fourier jusqu’a la caractérisation optique par SPRI d’un échantillon comportant des

motifs or / verre de tailles nanométriques.

4.1 Modélisation de réseaux métalliques par la mé-

thode modale de Fourier

La méthode modale de Fourier, également appelée méthode rigoureuse des ondes cou-

plées (RCWA pour rigorous coupled-wave analysis), est une méthode permettant de
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Chapitre 4. Micro— et nano—structuration anisotrope de substrats

calculer les efficacités de diffraction de réseaux périodiques. Cette méthode est rigoureuse
car elle ne repose sur aucune approximation pour résoudre les équations de Maxwell. Cette
méthode prend tout son intérét lorsque le pas du réseau A et la longueur d’onde A se si-
tuent dans le méme ordre de grandeur. Dans cette section, nous résumerons tout d’abord
le principe de la méthode modale de Fourier, puis nous appliquerons cette méthode a des
réseaux métalliques utilisés dans notre travail de these, grace au programme écrit sous
Matlab par J.P. Hugonin et P. Lalanne [96] et que nous avons implémenté pour notre

problématique par le biais d’une bibliotheque de fonctions utilitaires.

4.1.1 Méthode modale de Fourier
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FI1GURE 80 — Géométrie d’'un réseau lamellaire périodique de période A et d’épaisseur d.
La largeur des motifs (ou ilots) est déterminée par le taux de remplissage f. La région
1T peut-étre décomposée en un nombre quelconque de sous-régions d’épaisseur variable.
L’onde plane, d’incidence oblique (angle 0 par rapport a la normale) est diffractée et
transmise par le réseau. La méthode consiste a calculer les énergies relatives des ondes
transmises et diffractées par rapport a l'onde incidente.

L’implémentation de la méthode modale de Fourier que nous utilisons repose sur 1’al-
gorithme de Moharam et al. [97]. Pour plus de clarté, nous ne développerons ici que le cas
d’un réseau 1D périodique sous incidence orthogonale. Les diffractions coniques ne seront
donc pas abordées (angle azimuthal ¢ = 0). La géométrie du probleme est donnée dans
la figure 80. Une onde plane polarisée linéairement possede une incidence oblique d’angle

0 par rapport a la normale au réseau. Nous ne détaillerons ici que le cas ou le réseau
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4.1. Modélisation de réseaux métalliques par la méthode modale de Fourier

lamellaire (région III) n’est constitué que d’une couche d’épaisseur d, de pas A et de taux
de remplissage f des pistes. Il est possible de suivre un raisonnement analogue pour un
nombre quelconque de couches de méme période.

L’onde plane incidente va donner naissance a des ondes diffractées et des ondes trans-

mises, dont les vecteurs d’onde k£ sont donnés par la classique formule des réseaux :

2
k=sin6b+ mxn, (m entier) (50)

Cette formule est tres utile pour déterminer les directions des ondes transmises et
diffractées, mais elle ne donne aucun renseignement sur l'intensité des champs. Il faut
pour cela recourir a la méthode modale de Fourier.

A Pextérieur du réseau (dans les régions I et IT), le champ total réfléchi (u, ) et le champ

total transmis (u;) peuvent s’exprimer sous la forme d’un développement de Rayleigh [98] :

Uy = Z rnej(anxfﬁnz)

o (51)
U = Z tnej(anwfﬁn(zfd))
n

Les coefficients r,, et t, seront donc les inconnues de notre systeme, et la méthode
modale de Fourier nous permettra de les déterminer. Le calcul est dépendant de la po-
larisation TE ou TM et des indices de réfraction des milieux I (n;) et II (ng), ainsi que
de l'indice a l'intérieur du réseau. Nous ne détaillerons ici, par soucis de simplicité, que le
cas TE. Le cas TM, plus subtil a résoudre numériquement, sera rapidement abordé par
la suite.

La premiere étape consiste a déterminer la fonction diélectrique a l'intérieur du réseau.
Celui-ci étant carré et périodique de période A, il est possible de la décomposer comme

une série de Fourier :

e(r) = eel ) (52)
h

Les harmoniques de Fourier g, sont déterminées a partir de 'indice de réfraction dans
une « vallée » (n,), l'indice de réfraction dans une « créte » (n.), et le taux de remplissage

du réseau f. On obtient donc :

(53)

nth

{ g0 =nif +n2(1—f)

g, = (nQ _ ng)sin(nhf)

C v

Le théoreme de Bloch-Floquet nous permet d’écrire les champs E,, H, et H, sous la
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forme de séries de Fourier généralisées, ayant pour coefficients les harmoniques spatiales
des champs S;, U; et f; :

Ey — Z Si(z)ej(szriQn/A)x

He = —jy /2 3 U)ol et/ 50
H =-j /fT% Zfi(z)ej(kz—t-iQn/A)z

Ces champs peuvent étre injectés dans les équations de Maxwell. Il advient, apres

simplification et élimination de f;, la forme couplée des équations précédentes :

ds;

5, = koU; (55)
dU;  k,,°

P = ij Sz—ko Ep si,pSp (56)

Avec k,, = ko [n1sin© — i(Ag/A)]. Soit sous la forme matricielle :

dS; 0 I||S;
dcg- = (57)

Ou I est la matrice identité, et A = K2 — E. La matrice K, est une matrice diagonale
ayant pour éléments k,, /ko. La matrice E est la matrice de Toeplitz des permittivités rela-
tives du matériau. Elle est définie par E; , = €;_,,. Toutes ces matrices ont pour dimensions
nxn (avec n le nombre d’harmoniques utilisées dans le calcul). Finalement, il est possible

d’exprimer le systeme matriciel précédent sous la forme d’une équation différentielle :

d’s;
dz2

— K2AS,; (58)

La résolution de cette équation différentielle implique le calcul des vecteurs propres et
des valeurs propres de A. Nous définissons la matrice V.= WQ, ou W est la matrice des
vecteurs propres de A ordonnés en colonnes, et Q est la matrice diagonale des valeurs
propres positives A; de A. Il est possible de déterminer les amplitudes des champs diffractés
R et transmis T, grace aux conditions aux limites posées sur les composantes tangentielles

des champs. Le probleme se résume donc a résoudre les coefficients ¢t et ¢~ a partir des
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conditions aux limites. Ainsi, pour z = 0 (interface région I / réseau) le systeme devient :

dio 1 W WX | |et
PR B [ o R
Jjnycos 0 0, —7Y1 V —VX]| |e

Et pour z = d (interface région II / réseau) :

w3 L

Avec 8;0 = 1 pour ¢ = 0, et 8;p = 0 pour 7 # 0 . On introduit les matrices diagonales

[T] (60)

X, Yr et Yy, qui ont pour valeurs respectives : X;; = exp(—kohid), Y1, = ki.i/ko et
Y.

{1

. = kiizi/ko. Les vecteurs d’onde suivant z, kg .; (ou o = {I,1I}), sont donnés par :

ko [n2 — (kgi/ko)2"” s kong > ki

kot,zi =
_jkO [(kxz/k0)2 - ni]lm , k’m > k’ona

(61)

Comme nous 'avons indiqué, le cas TM est plus complexe a résoudre. En procédant de
manicre analogue, la matrice A devient A = E (K ,E7'K, —I). Il apparait dans ce cas
des instabilités numériques, et les solutions convergent moins rapidement. Des solutions
ont été trouvées, afin d’améliorer la convergence des solutions et la stabilité [99]. Leur

étude sortirait largement du cadre de ce travail.

4.1.2 Etude de réseaux métalliques 1D : or structuré sur verre

La méthode modale de Fourier a été utilisée pour calculer la réflectivité TM d’une
biopuce a résonance de plasmon de surface structurée. Nous avons développé une interface
Matlab pour le programme de J.P. Hugonin et P.Lalanne [96] sous forme de fonctions
permettant d’effectuer certaines opérations de maniere automatisée. La cellule de calcul
élémentaire est définie dans la figure 81 et sera utilisé dans tous les exemples suivants.

Il est utile d’expliquer la géométrie particuliere de la cellule, a savoir une alternance
or/eau sur un substrat uniforme de verre, car elle differe sensiblement des réseaux obtenus
dans la littérature (voir [100] ou [101] par exemple). L'un des aspects les plus intéressant
de tels réseaux est de pouvoir réaliser une chimie différentielle or/verre. Il serait ainsi pos-
sible de fonctionnaliser uniquement les pistes d’or (couches autoassemblées d’alkanethiols
par exemple) et de passiver la surface de verre (silanisation). Dans ce cas, les analytes

pourraient se fixer de maniere sélective sur les pistes, permettant ainsi de réduire la surface
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FIGURE 81 — (a) Cellule élémentaire de calcul représentant une période A du réseau.
L’onde plane (de longueur d’onde A) polarisée TM est incidente au réseau suivant un
angle 0 dans le milieu du substrat ng. Le réseau est caractérisé par une piste métallique
(d’'indice n,,) de largeur fA et d’épaisseur d, centré sur I'axe de symétrie = = 0. La piste
est recouverte d’'une couche de diélectrique (ny) d’épaisseur w afin de simuler 'effet d’un
dépot sur la structure. Le milieu ambiant est caractérisé par un indice n,. (b) jeu de
parametres utilisés dans la simulation.

d’intéraction tout en augmentant le signal SPR grace a 'exaltation du champ électrique
sur les pistes [102].

Nous nous sommes tout d’abord concentrés sur des calculs de réseaux lamellaires pos-
sédant un taux de remplissage f = 50%. Ces réseaux sont susceptibles d’agir & la maniere
de miroirs de Bragg, c’est a dire en réfléchissant un intervalle de longueur d’onde. Ainsi,
il serait possible d’obtenir en bordure de la zone ou le réseau est inscrit des exaltations de
sensibilité en plasmon. De tels réseaux de Bragg plasmoniques ont été étudiés, par exemple
dans [103] ou [104]. 11 est également possible d’obtenir une exaltation de champs en utili-
sant une géométrie sinusoidale [101], des nanofils [105] ou des formes plus complexes [106],
mais ces types de réseaux sont bien moins évidents a réaliser expérimentalement. Nous
nous restreindrons ici a des structures « simples », basées sur des réseaux lamellaires car-
rés, et nous ne chercherons pas a optimiser particulierement le réseau. Une modélisation
plus poussée de réseaux sortirait de toute évidence du cadre de notre travail.

Afin de tirer partie des substrats de verre et d’or dont nous disposons en routine, nous
avons basé nos calculs sur des substrat de verre BK7 (ng ~ 1,52). En effet, ces substrats
sont facilement trouvable sous formes de lamelles de microscope, que nous pouvons ensuite
cliver a la taille de nos échantillons. L’indice de ce verre rend ces substrats inutilisables
sur le banc de P-SPRI. En revanche, ils peuvent étre utilisés sur le banc spectro-angulaire
directement.

Dans tous les calculs, nous ne considérons que la réflexion spéculaire du réseau, c’est
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a dire 'ordre de diffraction 0. En effet, les autres ordres, bien qu’intéressants sur le plan
théorique sont distribués sur des angles souvent peu accessibles par nos montages. De plus,
les intensités en jeu sont trop faibles pour utiliser des dispositifs d’imagerie de maniere

optimale.

4.1.2.1 Couche métallique uniforme

Afin de pouvoir fournir une base de comparaison avec les structures calculées plus loin,
nous avons tout d’abord réalisé un calcul de nappe spectro-angulaire sur une lame d’or

uniforme.

0.9 AR (6, &), or uniforme

0.8
6
0.7
= 4
£ 700 0.6 =
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FIGURE 82 — (a) Réflectance TM spectro-angulaire et (b) variation de réflectivité AR/Ae
induite par le dépot de w = 1 nm de diélectrique (ny = 1,48), sur une couche d’or
uniforme de d = 50 nm d’épaisseur. Le milieu ambiant est I’eau (n, = 1,330). Les valeurs
sont données pour un substrat BK7. Le pas de calcul est 0,25" et 5 nm.

Nous avons ainsi calculé la réflectance TM (voir figure 82-a) d'une couche d’or uniforme
de 50 nm d’épaisseur par rapport a un diélectrique ambiant représentant de I'eau (n, =
1,330). Nous avons ensuite déterminé la variation de réflectivité induite par I’adsorption
d’1l nm de diélectrique d’indice ngy = 1,48 sur la couche d’or. La nappe spectro-angulaire
de cette variation AR/Ae est donnée dans la figure 82-b.

On observe un variation de réflectivité AR/Ae maximale de I'ordre de 9% pour 1 nm
déposé.

Finalement, nous avons tracé la correspondance entre la longueur d’onde du plasmon

de surface A, et la longueur d’onde d’excitation Ay utilisée, et ce pour différents indices
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de réfraction du milieu ambiant. Les courbes sont données dans la figure 83. Connaitre
la longueur d’onde du plasmon de surface correspondant a une couche d’or uniforme est
important pour le calcul des réseaux que nous allons effectuer dans la suite de cette section.
Ainsi, lorsque le milieu ambiant est de I'eau a 1,33 RIU, une excitation a 800 nm générera

un plasmon de surface a environ 580 nm.
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FIGURE 83 — Longueur d’onde du plasmon de surface A, en fonction de la longuer d’onde
d’excitation Ay pour les indices de réfraction du mileu ambiant suivants : (noir) 1,33, (bleu)
1,4, (vert) 1,5 et (rouge) 1,6.

4.1.2.2 Structures métalliques sur verre

Un ensemble de nappes spectro-angulaires de réflectance TM ont été calculées pour
6 pas de réseau, allant de A = 200 nm a 2 wm, avec un taux de remplissage de f =
50%. Ce balayage tres large nous permet de déterminer 'influence du pas de réseau sur
la propagation transversale du plasmon de surface, et ce pour des pas supérieurs aussi
bien qu’inférieurs a la longueur d’onde de propagation du plasmon de surface. Pour un
balayage spectral allant jusqu’a Ay = 900 nm, le seuil se situera a environ 660 nm. Les trois
premiers pas de réseau (200, 400 et 600 nm) seront donc inférieurs a la longueur d’onde
de propagation. Les trois derniers (800, 1000, et 2000 nm) seront quant a eux supérieurs
a cette longueur d’onde.

Le milieu ambiant est constitué d’un diélectrique représentant de ’eau (n, = 1,330).

Les nappes spectro-angulaires résultantes sont données dans la figure 84.
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A =200 nm A =400 nm A =600 nm

FI1GURE 84 — Calcul par la méthode modale de Fourier de la réflectance TM de réseaux
or (d = 50 nm) / eau (n, = 1,330) sur substrats BK7, pour 6 pas de réseau A = 200,
400, 600 ,800, 1000, et 2000 nm, et un taux de remplissage f = 50%. Le pas de calcul est
de 1" et 2nm.

Les nappes de réflectance obtenues sont tres différentes d’un pas de réseau a 'autre.
Les réseaux possedant un pas de 200 et 400 nm ont une double résonance spectrale sur
quasiment tous les angles d’incidence. Une double résonance intéressante car beaucoup
moins large apparait également pour le réseau de pas 800 nm, aux environs de 20°. De
plus, le réseau A = 200 nm possede une bande interdite plasmonique incomplete. Ce type
de structure possedent des flancs tres étroits spectralement et sont quasiment insensibles
a 'angle d’incidence [107].

Afin de vérifier les performances de tels réseaux, nous avons effectué un second calcul,
cette fois en ajoutant un couche de w = 1 nm de diélectrique (ng = 1,48) sur l'or. La
différence des nappes donne la variation de réflectivité AR/Ae induite par I'ajout d’une
couche d’1 nm de diélectrique au systeme. Les résultats sont donnés dans la figure 85.

Dans tous les cas, la variation de réflectivité est inférieure a celle d’'une lame uniforme.
Ici, le maximum est atteint a environ 1,9 % / nm , contre environ 9 % / nm dans le cas
uniforme. Le plus fort contraste est obtenu pour la structure a 200 nm, néanmoins des

pics tres fins apparaissent également a 400 nm. La table 12 résume les maxima obtenus
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AR
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FIGURE 85 — Variation de réflectivité induite par 'ajout d’1 nm de diélectrique (ng = 1, 48)
a un réseau BK7 / or / eau. Le calcul est effectué pour les 6 pas de réseau précédents.
L’échelle des couleurs AR/Ae est donnée en % / nm. Le pas de calcul est de 1° et 2nm.

et leur position pour les différents réseaux calculés.

Bien que la valeur maximale de AR/Ae soit largement inférieure & ce qu'il est possible
d’atteindre avec une lame uniforme, les réseaux calculés ont un taux de remplissage de
50%. Cela implique que la surface « active » du capteur est moitié moindre que pour un
capteur basé sur une couche d’or uniforme. Dans ce cas, notre capteur structuré aura
les performances maximales ramenées a une unité de surface, comme indiquées dans la
table 13. L’utilisation d'un taux de remplissage des pistes d’or beaucoup plus faible ou
au contraire beaucoup plus grand (de 'ordre de 90% par exemple [108]) permet d’obte-
nir un rendement encore supérieur, capable d’égaler, voir de dépasser celui d’un capteur

uniforme [100] du fait de la mise en place d’'un phénomene d’exaltation locale du champ.
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A (nm) | max(|AR/Ae|) (% / nm) | Omaz (*) | Mmae (nm)
200 1,974 22 626
400 0,917 25 588
600 0,994 17 608
800 0,985 24 718
1000 1,06 27 714
2000 1,437 22 614
TABLE 12 — Variation de réflectivité maximale induite par le dépot de w = 1 nm de

diélectrique (ng = 1,48) sur une couche d’or structurée (de pas A, f = 50%) d’épaisseur
d =50 nm . Le milieu ambiant est 'eau (n, = 1,330). Les valeurs sont données pour un
substrat de BKT.

A (um) max(|AR/Ae|) par
unité de surface (% / nm / um?)

uniforme 2,25

0,2 1,974

0.4 0,917

0,6 0,994

0,8 0,985

1 1,06

2 1,437

TABLE 13 — Variation de réflectivité maximale par unité de surface induite par le dépot de
w = 1 nm de diélectrique (ngy = 1,48) sur une couche d’or structurée (pas A et f = 50%)
de d = 50 nm d’épaisseur. Le milieu ambiant est 'eau (n, = 1,330). Les valeurs sont
données pour un substrat de BK7. La surface de référence est un carré de 2um de coté.
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4.2 Dépots de couches minces métalliques

La réalisation de micro— et nano— structures métalliques sur substrats de verre passe
tout d’abord par la maitrise du dépot uniforme du métal. En effet, le dépot de couches

minces (d’environ 50 nm pour 'or dans notre cas) présente quelques difficultés.

Tout d’abord, I'épaisseur de dépot doit étre maitrisée le plus précisément possible.
La qualité du couplage entre 'onde incidence et le plasmon de surface est tres fortement
dépendante de I'épaisseur du métal déposé. A une longueur d’onde donnée, il existe une
épaisseur optimale, calculée par P. Lecaruyer et al. pour divers métaux, correspondante
a un angle de couplage particulier [44]. Nous avons tracé a A = 670nm la variation de
réflectivité résultante de 'adjonction d’une couche d’l nm de diélectrique (n = 1,48) a
un multicouche typique pour notre systeme (SF11 / 2 nm de chrome / or / eau). L’image
résultante est donnée dans la figure 86. Il résulte que 1'épaisseur d’or optimale est de 58,0
nm, a un angle de 55,41°. Cette épaisseur entraine une sensibilité du systeme maximale,

avec une variation de réflectivité de 7,46%.

De plus, le dépot obtenu doit étre le plus homogene et le moins rugueux possible. En
effet, Defficacité de couplage diminue avec une rugosité croissante. De plus, 'uniformité
de certaines chimies de surface utilisées sur les biopuces, comme par exemple les chimies
a base de Dextran [109] ou les membranes lipidiques, dépendent de la rugosité du métal.
Cela implique que la méthode de dépot utilisée doit créer le moins possible d’ilots de

métal.

Dans cette section, nous n’aborderons que rapidement les deux principales techniques
de dépot utilisées, a savoir I’évaporation sous vide et la pulvérisation cathodique. L’étude
poussée des parametres de dépot sortirait largement du cadre de cette these. Similaire-
ment, 'expérience a montré que la reproductibilité d’un dépot dépendait tres fortement
de la technique et des parametres utilisés, mais également du bati et de I’environnement
(autres matériaux déposés dans la cloche pouvant polluer I’échantillon, acces controlé au
bati etc.). Nous nous bornerons donc & illustrer les deux techniques de dépot par quelques
exemples tirés de la littérature et par des mesures d’épaisseur effectuées en résonance de
plasmon de surface monocapteur durant ce travail de these, sans pour autant chercher a

généraliser notre propos.
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FIGURE 86 — Variation de réflectivité TM a 670 nm résultante du dépot d’une couche d’1
nm de diélectrique (n = 1,48) en fonction de 'épaisseur d’or et de I'angle d’incidence,
pour un systeme SF11 / chrome (2 nm) / or / diélectrique / eau (n = 1,33). Le point
optimum (indiqué par des lignes pointillées blanches) se situe a 58,0 nm et 55,41". Le
calcul a été effectué pour 1024 x 1024 points.

4.2.1 Evaporation sous vide

La technique de dépot par évaporation sous vide consiste a faire condenser des atomes
d’un matériau sur un substrat. Le matériau a déposer est placé dans un creuset situé
dans la partie basse d’une enceinte & vide (environ 10~% mbar soit 10~ Pa). Le substrat
est positionné dans un porte-échantillon quelques dizaines de centimetres au-dessus du
creuset (voir figure 87). La température requise pour atteindre le point de pression de
vapeur saturante du matériau a déposer (dans le cas qui nous intéresse, de 1'or, du titane
ou du chrome) peut étre obtenue par effet Joule ou au moyen d’un faisceau d’électrons
énergétiques. Les atomes de métal ainsi évaporés possedent un libre parcours moyen de
plusieurs dizaines de metres et vont se condenser de maniere tres homogene a la surface
du substrat tournant.

L’évaporation par effet Joule est la méthode la plus simple. Il s’agit de faire passer un
fort courant (environ 100 A) dans un filament sur lequel est déposé le matériau a évaporer.
La chaleur dégagée est alors suffisante pour évaporer la cible. Le chauffage par faisceau

d’électron consiste a balayer la surface du matériau cible placé dans un creuset refroidi a
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FI1GURE 87 — Principe d'un bati de dépot de couches minces par évaporation sous vide.
Ici, la technique de chauffage par effet Joule est utilisée. L’épaisseur du dépot est controlé
par une boucle d’asservissement. Une microbalance a quartz est positionnée a proximité
de I’échantillon. La variation de fréquence du quartz donne l'ordre de positionner un
coupe-faisceau lorsque I'épaisseur de dépot de consigne est atteint.

eau avec un faisceau d’électron fortement accélérés (environ 10 keV).

L’épaisseur de dépot est controlée par un systéme d’asservissement constitué d’une
microbalance a quartz piézoélectrique et d’un cache mécanique rétractable. Ainsi, lorsque
la couche de matériau déposée sur le quartz atteint ’épaisseur de consigne, ’évaporation
est stoppée par le fermeture du cache. Il est également possible de controler la vitesse de

dépot en échantillonnant le décalage en fréquence du quartz régulierement.

Dans la majorité des batis de dépot, il est possible de changer la cible sans casser le
vide, grace a l'utilisation d’un porte-cible rotatif contenant plusieurs creusets. Dans nos
applications, nous nous contentons de déposer du chrome par sublimation, pour réaliser
une couche d’accroche sur la substrat de verre, d’environ 2 a 3 nm d’épaisseur ou du titane
(qui possede les mémes caractéristiques d’accroche, mais absorbe moins dans le visible, la
couche est donc généralement de 5 nm); et de I'or pour l'effet plasmon. Il est important
de noter que le risque de pollution des échantillons par 1'utilisation de cibles multiples est
tres important, il est donc préférable dans 'idéal de restreindre 1'utilisation d’un bati a

seul type de matériau a déposer.

Concernant le dépot de couches minces d’or (50 nm), la rugosité et 'homogénéité de la
couche jouent un role important dans 'efficacité de la résonance plasmon, ainsi que dans

Pefficacité avec laquelle la fonctionnalisation chimique se réalise. Il est donc important de
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déterminer avec précision les parametres de dépot optimum. Dans le cas de l'or, la vitesse
de dépot semble jouer un réle crucial dans 'homogénéité de la couche. Ainsi, S. Zhang et
al. [110] ont déterminé que, pour une vitesse de dépot élevée (0,4 nm/s), la couche semblait
plus homogene que pour une vitesse faible (0,02 nm/s). De plus, Z. Klusek et al. [111] ont
observé qu’en chauffant le substrat a environ 300° C, tout en conservant une vitesse de
dépot faible (0,02 nm/s), une couche treés proche de ’Au(111) était obtenue. Cette bonne
homogénéité de la couche métallique et faible rugosité est principalement due a la faible
énergie des atomes d’or évaporés. En effet, celle-ci est déterminée par leur température
d’évaporation, soit environ 0,1 eV. A ce niveau d’énergie, les atomes ne pénetrent pas
dans le substrat. Ils se réorganisent par autoassemblage au fur et a mesure, formant une
couche quasi-uniforme.

Les couches métalliques déposées par évaporation utilisées dans cette these ont été
principalement obtenus dans le cadre des travaux de these de S. Held, de I’Institut d’Elec-
tronique Fondamentale d’Orsay pour les échantillons SF10 ou SF11/Ti/Au, et par le biais
d’un fournisseur (Schott) pour les échantillons BK7 ou SF10/Cr/Au. Nous avons éga-
lement effectué des tests d’évaporation dans la centrale technologique commune Institut
d’Optique Graduate School et Thales RT, mais les parametres de dépot restent a optimi-
ser. Nous verrons dans le paragraphe 4.2.3 des exemples de courbes de résonance plasmon

angulaire obtenues a partir d’'un montage monocapteur.

4.2.2 Pulvérisation cathodique

La pulvérisation cathodique consiste a créer un plasma de gaz rare (généralement de
I'argon) autour d’'une cathode sur laquelle est collé le matériau cible. Les ions du plasma
sont accélérés par le champ électrique de la cathode et pulvérisent la surface de la cible.
Les atomes éjectés sont ensuite déposés sur le substrat, positionné a quelques centimetres
en face de la cible. Le principe de fonctionnement du dépét par pulvérisation cathodique
est illustré dans la figure 88. Une enceinte dans laquelle régne une vide partiel (0,6 a 0,8
Pa) est utilisée pour ce type de dépot. De ce fait, il existe un quantité non négligeable
d’électrons libres dans le milieu, et le parcours libre moyen est beaucoup plus faible que
pour I’évaporation sous vide, compte-tenu de la gamme de vide utilisée. La mise en place et
la stabilisation du plasma est facilitée grace a un champ magnétique disposé parallelement
a la surface de la cible.

Du fait de l'utilisation d’ions accélérés par le champ électrique de la cathode, les
atomes pulvérisés arrivant sur le substrat sont plus énergétiques (quelques eV) que pour

la technique d’évaporation sous vide (de l'ordre de 0,1 eV). De ce fait, ils impactent
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FIGURE 88 — Principe de fonctionnement d’un dépot par pulvérisation cathodique. Le
matériau a déposer (cible) recouvre la cathode, le substrat est disposé directement en face
de ’électrode. (1) Un gaz d’argon est injecté dans la chambre et la cathode est mise sous
tension. (2) les électrons libres présents dans 'enceinte sont naturellement repoussés par
la cathode, entrant en collision avec les atomes d’argon. Il résulte des ions Ar™, formant
un plasma autour de 1”¢lectrode. (3) Les ions sont attirés par la cathode, et entrent en
collision avec les atomes de la cible. (4) Les atomes de la cible ainsi éjectés sont pulvérisés
sur le substrat.

de maniere plus importante le substrat, pénétrant de maniere limitée (1 & 2 nm) dans
celui-ci [112].

Il existe deux régimes de dépot avec cette technique : balistique et thermalisé. Lorsque
la vide est important, le libre parcours moyen des atomes est de 1'ordre de grandeur de
la distance séparant la cible du substrat. Dans ce cas, le régime balistique est favorisé
et les atomes subissent peu de collisions. Lorsque la pression augmente, le libre parcours
moyen devient inférieur a la distance entre la cathode et le substrat. Dans ce cas, le régime
thermalisé devient prédominant, c’est a dire que les atomes parviennent au substrat par
diffusion. La vitesse de dépot diminue donc lorsque la pression augmente et les atomes
sont moins énergétiques en régime thermalisé. Il est possible d’optimiser les parametres
du plasma de maniere a maximiser ce rendement grace a des logiciels basés sur un calcul
de Monte-Carlo, comme par exemple SRIM [113] (Stopping and Range of Ions in Matter).
Dans le cas du dépdt de films d’or, tous ces phénomenes concourent a ’obtention d’une

couche mince de rugosité plus importante que pour 1’évaporation sous vide.

Cette technique est néanmoins souvent plus rapide et plus simple a utiliser que la
technique de dépot par évaporation sous vide. Cette derniere, bien que plus intéressante du

point de vue de '’homogénéité des échantillons, n’a été utilisée que pour le développement
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de substrats structurés par lithographie optique a I'Institut d’Electronique Fondamentale
ou pour obtenir des échantillons uniformes. L’optimisation des parametres de dépot par
évaporation a été le fruit d’un travail de plus d’un an de la part de S. Held et P. Gogol.
Pour les échantillons structurés par lithographie électronique, réalisés avec B. Ea-Kim
dans la salle blanche commune Institut d’Optique Graduate School, 1’école Polytechnique
et Thales Recherche et Technologie - Palaiseau, nous avons optés pour un approche plus
rapide, favorisant le prototypage a l'instar de I'uniformité du dépot. L’application recher-
chée est ici 'observation d’effets plasmoniques, il n’y a donc pas de chimie de surface. La
rugosité n’est donc pas importante pour nos échantillons. Nous avons donc utilisé le bati
de dépot par pulvérisation cathodique dont nous disposons, et procédé a une optimisation
rapide des parametres en vue d’obtenir une épaisseur de dépot la plus proche possible de
la cible a réaliser; & savoir 5 nm de titane pour réaliser une couche d’adhérence puis 50

nm d’or.

4.2.3 Mesures d’épaisseur des dépots

Nous avons utilisé le banc monocapteur a balayage angulaire décrit dans la sec-
tion 1.2.6.1 du chapitre 1 pour déterminer 1’épaisseur moyenne des dépots réalisés en
utilisant la technique par évaporation ou par pulvérisation cathodique. Des prismes de
BK7 et de SF10 sont utilisés en fonction du substrat utilisé pour le dépot.

Les substrats de verre (BK7 ou SF10) sont tout d’abord nettoyés avant de pouvoir
déposer la couche métallique. Cette opération étant hautement critique vis a vis de la
qualité du dépot, celle-ci est réalisée en salle blanche juste avant le dépot proprement
dit. Le nettoyage des substrats suit le protocole suivant (& quelques variantes pres sur la

température du trichloréthylene) :

1. immersion pendant 5 min dans un bain de trichloréthylene sous ultrasons;
2. immersion durant 5 min dans un bain d’acétone sous ultrasons;
immersion durant 5 min dans un bain d’isopropanol sous ultrasons
séchage a ’azote;

déshydratation durant 5 min a 200° sous hotte a flux laminaire ;

& gt W

refroidissement 5 min a température ambiante et stockage dans une boite préalable-

ment remplie d’azote.

Apres cette opération, les substrats sont métallisés suivant la technique d’évaporation

sous vide (IEF') ou la technique de pulvérisation cathodique ( Thales RT). Finalement, la
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mesure au systeme de résonance de plasmon de surface monocapteur angulaire peut étre
effectuée.

Afin d’obtenir un résultat plus précis et reproductible, les échantillons a mesurer
doivent tout d’abord étre débarrassé de tous résidus organiques susceptibles d’avoir conta-
miné la surface. De nombreux protocoles de nettoyage de la surface d’or sont utili-
sables [114], comme le décapage par plasma d’oxygene réactif ou le nettoyage par ozone
et UV. Nous avons choisi une méthode simple et efficace, basée sur 'action du peroxyde

d’hydrogene (HyO2) chaud. Le protocole est le suivant :

1. immersion de I’échantillon dans un bain de de peroxyde d’hydrogene et d’eau déio-
nisée (1:3) a 80" C pendant 10 min;

2. ringage rapide a I’éthanol puis immersion dans un bain d’éthanol pendant 10 min;

3. ringage final a ’eau déionisée puis séchage a 'air sec.

Le systeme de SPR monocapteur effectue un balayage angulaire de 250 points entre
0 =5 et O =30 (BK7) ouentre 8 = 25" et 6 = 50" (SF10) et mesure la réflectivité
TM de la couche d’or en chaque point. Le milieu ambiant utilisé est de I'eau déionisée
(n=1,332 & 633 nm) a température ambiante, soit 20 C.

Une fois la réflectivité angulaire mesurée, les épaisseurs des couches d’adhérence (Ti ou
Cr) et de la couche d’or sont déterminées par ajustement numérique, par la méthode de
minimisation des moindres carrés, entre la courbe expérimentale et une courbe théorique.
La courbe théorique est calculée a partir d’'un modele multicouche de Rouard étendu, en
prenant comme base de calcul les parametres des métaux de la table 14 (tous a la longueur
d’onde He-Ne, soit 632,8 nm).

métal ‘ n ‘ k ‘ épaisseur (nm)
Cr 314 | 3,32 2
Ti 2,71 | 3,77 5
Au 0,20 | 3,32 50

TABLE 14 — Parametres initiaux utilisés pour le calcul de ’épaisseur des couches de métal
déposées et caractérisées par SPR monocapteur angulaire a 632,8 nm.

Un premier ajustement est réalisé en laissant varier les épaisseurs et en conservant les
indices fixes. Une fois la premiere estimation effectuée, une seconde passe est calculée en
prenant comme hypotheses de départ les résultats de la premiere passe, cette fois-ci en
laissant I'indice de 'or libre. Ceci est justifié par le fait que l'indice de l'or dépend tres
fortement de la qualité du dépot en termes de rugosité et d’homogénéité. Il varie donc

entre deux dépots.
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4.2. Dépots de couches minces métalliques

4.2.3.1 Echantillons obtenus par évaporation sous vide
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FIGURE 89 — Courbes de réflectivité TM angulaire expérimentale (rouge) et théorique
(bleu) obtenue pour des couches de métal déposées par évaporation sous vide. (a) Dépot
Ti/Au réalisé par 'IEF. (b) Dépot de référence Cr/Au, réalisé par Schott.

La figure 89 donne deux exemples de mesures d’épaisseur effectuées a partir d’échan-
tillons métallisés grace a la technique d’évaporation sous vide. Le premier exemple (fi-
gure 89-a) a été réalisé par S. Held de I'EF, tandis que le second est une lame provenant
de notre fournisseur, Schott. La principale différence entre les deux échantillons provient
de T'utilisation d’une sous-couche d’adhérence différente : titane dans le cas de la lame
provenant de I'/EF, chrome pour la lame Schott. En effet, nous pouvons obtenir une adhé-

rence équivalente en remplacant le chrome, traditionnellement utilisé, par du titane, moins
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absorbant. Il est donc possible dans ce cas de déposer une sous-couche plus épaisse, de
Iordre de 5 nm au lieu de 1 & 2 nm pour le chrome. Une plus grande épaisseur qui résulte
en une meilleure continuité de la couche de titane, et par conséquent en une meilleure
homogénéité de la couche d’or superficielle.

Dans les deux cas, la bonne adhérence de la sous-couche est controlée par un test tres
simple : on colle une bande adhésive sur la surface d’or. Si, lorsque 'on tente d’enlever la
bande, I'or s’arrache, c’est que la sous-couche est trop fine ou mal déposée.

Les épaisseurs obtenues sont tres proches de notre objectif dans les deux cas. Nous
pouvons néanmoins observer certaines différences entre le dépot Ti/Au et le dépot Cr/Au,
en termes de dynamique du plasmon angulaire. L’épaisseur de titane fait diminuer la
dynamique de I'échantillon Ti/Au par rapport a 1’échantillon Cr/Au (55% contre 72%).
Il y a donc équilibre a trouver entre une couche d’accroche épaisse et uniforme, et un
capteur possédant une dynamique importante. Néanmoins, ces différences n’impactent

que tres marginalement la pente de la résonance et donc la sensibilité du capteur.

4.2.3.2 Echantillons obtenus par pulvérisation cathodique

Pour les échantillons métallisés par pulvérisation cathodique, plusieurs tests ont été
réalisés en faisant varier la puissance de cathode et le temps d’exposition. La figure 90
illustre les résultats obtenus avec une puissance de 200 W et des durées de 25 sec. (Ti) et
1 min (Au).

0.8
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— experimental
— fit

0.6

0.5 /
0.4 \\\
0.3 \ / eTi=3,1nm; eAu=523nm
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FIGURE 90 — Courbes de réflectivité TM angulaire expérimentale (rouge) et théorique
(bleu) obtenue pour des couches de métal Ti/Au déposées par pulvérisation cathodique.
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Les épaisseurs obtenues sont une fois encore proches de la consigne. Il est relativement
difficile de faire une différence entre un dépot Ti/Au par pulvérisation et un dépot Ti/Au
par évaporation. Néanmoins, nous supposons que la rugosité et I’homogénéité de la couche
d’or sont différents. Nous avons donc utilisé un test rapide, permettant de différentier les

deux techniques.

4.2.4 Mesures de résistivité des couches d’or

Afin de pouvoir rapidement déterminer si une couche mince d’or déposée possede
des caractéristiques d’épaisseur et de rugosité compatibles avec une utilisation dans le
cadre de capteurs SPR, et ce sans avoir recours systématiquement a un microscope a
force atomique, nous avons comparé la résistivité mesurée a la résistivité théorique de
celle-ci en utilisant la méthode des 4 pointes. En effet, il existe une corrélation inverse
entre 1’épaisseur de la couche (ou de I’ensemble de couches) de métal et sa résistivité. De
méme, il existe une corrélation inverse entre la rugosité d’'une couche de métal, ou son
homogénéité, et la résistivité de celle-ci. En d’autres termes, plus la couche métallique est
épaisse, et plus sa résistivité va décroitre pour tendre vers la résistivité du métal massif.

De méme, plus la rugosité du métal est élevée, plus sa résistivité augmente.

I LV I
VS S SA

FIGURE 91 — Principe de la mesure de la résisitivité d’'une couche mince métallique d’épais-
seur e. Quatre électrodes, séparées par une distance s, sont mises au contact avec la sur-
face du métal. Un courant I circule entre les électrodes extérieures (rouge). La tension aux
borne des électrodes intérieures (bleu) est mesurée.

La mesure a été effectué en utilisant un systéme a 4 pointes comme schématisé dans
la figure 91. Les pointes sont séparées d'une distance s, et sont maintenues au contact
avec la surface d’or. Les deux électrodes externes sont utilisées pour faire circuler un
courant I dans I’échantillon. Les deux électrodes internes servent a mesurer la tension sur
la distance s. Nous avons effectué un ensemble de mesures pour chaque échantillon, allant

de 10 pA jusqu’a une intensité de 10 mA, afin d’atteindre un régime courant/tension
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stable. L’utilisation de courants de 'ordre de 10mA ne pose pas de problemes quand a
d’éventuels échauffements du métal. A. Bourque-Viens et al. [115] ont calculé qu'un tel
courant impliquerait une variation de résistivité de moins de 1%.

La résistivité p de la couche est calculée a partir de la résistance / carré (R en Q/0)

mesurée aux bornes des électrodes grace a la relation suivante :

Rpo =

2w V. p
- 62
€ ( )

Avec e ’épaisseur de la couche.

Afin de tester I'influence des parametres de dépot sur la résistivité de la couche, nous
avons mesuré la résistance / carré d’échantillons ayant été métallisés avec des puissances
différentes et des temps d’exposition variables. Les valeurs de résistivité résultantes, ainsi
que les épaisseurs mesurées par SPR, sont données dans la table 15. D’apres les résultats
obtenus, portant sur un ensemble limité d’échantillons, il semble que les dépots ayant une
Rg inférieure a 180 mQ sont le plus proche des parametres idéaux pour notre systeme.
Les modifications effectuées sur la puissance ou sur la durée de dépot ont toutes amené
a des résistances beaucoup plus importantes et n’ont pas permis d’obtenir une mesure
pertinente en SPR.

Cette valeur, proche de 180 mQ semble corroborée par la mesure répétée de la ré-
sistance / carré sur des échantillons Schott SF10 donnée dans la table 16. Pour deux
échantillons Schott SF'10 dont le dépot d’or correspond a I’échantillon numéro 4 (53 nm
d’or et 3 nm de chrome), nous avons reproduit la mesure de résistivité pour les quatre
coins de I’échantillon et pour le centre. Les valeurs données correspondent a la moyenne
de trois mesures. On observe clairement une résistivité proche de 180 mQ a 200 m<Q dans
tous les cas.

Afin de valider ou non l'utilisation d’une telle méthode en routine, il est bien sur
indispensable d’effectuer des mesures sur un ensemble beaucoup plus large d’échantillons.
Il serait également opportun de comparer la rugosité des dépots grace a 1'utilisation d’un

AFM ou a défaut d’un profilometre performant.
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échantillon Ro (mQ)
C |NO|NE | SE | SO
7 182 | 187 | 191 | 201 | 233
8 182 | 190 | 192 | 196 | 194

TABLE 16 — Résistivité / carré d'une lame d’or de référence Schott SF10. La valeur donnée

correspond a la moyenne de trois mesures. celle-ci s’effectue au centre (C), dans le coin
nord-ouest (NO), nord-est (NE), sud-ouest (SO) et sud-est (SE) de la lame.

4.3 Structuration par photolithographie UV

Dans le cadre d'une collaboration avec S. Held et P. Gogol de ' Insitut d’Electronique
Fondamentale, nous avons utilisé la technique de photolithographie optique pour fournir
un ensemble de substrats structurés or / verre de tailles microniques (période supérieure au
micron). L’idée ici n’est pas d’exhalter le champ électrique, mais d’observer la propagation
du plasmon de maniere anisotrope dans deux directions orthogonales. Il est attendu que
la résonance plasmon moyenne, observée a travers le montage de P-SPRI, sera différente
suivant que le vecteur d’onde du plasmon de surface est orthogonal ou parallele aux pistes
d’or. Ainsi, nous devrions étre capables de mettre en évidence, et réduisant les tailles de
structures, une anisotropie due a la propagation différentielle du plasmon de surface dans
les deux directions.

Néanmoins I'utilisation de réseaux de tailles microniques a été problématique, comme
nous le verrons dans la section 4.3.3. En effet, la période d’un réseau a, dans ce cas, des
dimensions tres proches de la taille des pixels de la caméra CCD. Il en résulte un effet de
moiré important, réduisant la lisibilité des résultats.

Le protocole utilisé pour ces échantillons a néanmoins permis de mettre au point les
motifs carrés utilisés dans le chapitre 3. Nous décrirons rapidement la procédure utili-
sée dans le paragraphe 4.3.2. Voyons tout d’abord les structures or / verre microniques

utilisées.

4.3.1 Définition des motifs a réaliser

La caractéristique la plus contraignante de 'utilisation de techniques de photolithogra-
phie UV est qu’il est bien souvent obligatoire de passer par la définition et la fabrication
d’un masque de lithographie. Il existe des techniques dites « maskless » (sans masque),
mais elles reviennent bien souvent a balayer 1’échantillon, ce qui peut prendre un temps
important dans le cas de motifs tres étendus comme dans notre cas. L’utilisation du

masque est aussi un point positif des lors o le motif est toujours identique. Dans ce cas,
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la fabrication d’un nouvel échantillon est tres rapide.

Le masque est généralement constitué d’une plaque de verre sur laquelle sont déposés
des motif en chrome d’une épaisseur d’environ 150 nm. On utilisera des résines négatives
afin d’inverser les motifs du masque. La mise au point et le transfert du masque illustré

ici a été réalisé par S. Held dans le cadre de sa these de doctorat.

La figure 92-a donne une illustration de la géométrie d’un des motifs de masque utilisés.
Le motif complet est constitué d'une matrice de 16 zones, au sein desquelles des réseaux de
pas identiques A a 50% de taux de remplissage ont été réalisés. Chaque zone (figure 92-b)
est constituée de 4 carrés contenant chacun un réseau structuré. Les deux orientations
orthogonales sont obtenues en tournant le réseau de 90°. Chaque réseau recouvre une

surface d’l mm par 1mm, facilitant ainsi la mesure par P-SPRI.

Pour un motif complet, on peut donc réaliser 3 réseaux de pas différents, chacun suivant
les deux directions orthogonales. Nous avons utilisé ici un motif de pas A = lum, 2um, et
Sum. Dans la pratique, le réseau a 1 micron n’a pas pu étre développé. Nous avons donc

pu faire une mesure sur des réseaux orthogonaux a 2 um et 5 pm.

200 pm
.t
5um | 1pm | 2pm | 5um A%::= :
I
A=112_
0U'S UM — 1 mm
= 509,
ipym | 2pym | 5um | 1um ——
..... I
200umI
""" I
2ym | 5pym | 1pym | 2pum —
I
I
I
I
I
5pum [ 1pm | 2pm | 5um ——
>
1 mm

(a)

=

FIGURE 92 — Géométrie du motif or /verre déposé par photolithographie UV. (a) Matrice
de zones de pas différent 1, 2 et 5 um. (b) Détail d'une zone de pas A. Les réseaux sont
séparés par un espace de 200 um et sont orientés orthogonalement par paire diagonale.
Chaque réseau couvre une surface d’l mm par 1 mm.
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4.3.2 Procédure de structuration par photolithographie UV

La technique utilisée pour passer du motif défini sur le masque & un échantillon or
/ verre structuré est assez classique dans le domaine des semiconducteurs. L’utilisation
de substrats de verre nécessite des précautions particulieres de nettoyage (voir la sec-
tion 4.2.3). Le principal probleme rencontré et résolu par S.Held et P. Gogol a été la

présence de réflexions parasites lors de I'insolation des échantillons.
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1 dépot lL

metalllque

=]
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FIGURE 93 — Procédure de photolithographie UV par lift-off. (1) spin-coating, (2) couche
de résine uniforme, (3) insolation UV, (4) monomérisation de la résine, (5) développement,
(6) dépot métallique, (7) lift-off.

Nous avons utilisé la technique dite de « lift-off » pour réaliser les structures métal-
liques. Nous avons également utilisé une résine positive, c’est a dire que 1'exposition aux
UV de la résine résulte en un dégradation de celle-ci. Toutes les étapes ont été réalisée
sur notre échantillon en salle blanche a '/EF d’Orsay, par S. Held. Cette technique est

illustrée dans la figure 93, et est constituée de 7 étapes, numérotées sur la figure.
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1. : Le substrat, préalablement nettoyé, est placé dans une tournette. Une goutte de

résine photosensible est déposée au centre.
2. : Apres rotation, une couche uniforme de résine recouvre la substrat.

3. : Le masque est positionné sur la couche de résine. L’échantillon est irradié par un
faisceau UV (248 nm).

4. : Cette insolation a pour effet de monomériser la résine a ’endroit ou le masque

laisse passer les UV,

5. : Iéchantillon es plongé dans un bain de développement, afin de dissoudre la résine

exposée.

6. : Un dépot métallique uniforme est effectué sur I’échantillon, recouvrant aussi bien

le substrat que la résine.

7. :un nettoyage final est réalisé au solvant, permettant de dissoudre la résine restante.
Il ne reste donc plus que les pistes de métal déposées directement sur le substrat de

verre.

Cette procédure est bien sur simplifiée. Dans la pratique, la métallisation nécessite une
couche d’accroche, et des étapes de nettoyage et de ringage ont été omises.
Une fois I’échantillon structuré correctement développé et le lift-off réussi, nous pou-

vons passer a 1’étape de caractérisation anisotrope, grace a un montage de SPRI.

4.3.3 Caractérisation par SPRI

L’étape de caractérisation proprement est celle qui a posé le plus de problemes. L’idée
initiale, a savoir observer la propagation anisotrope du plasmon de surface dans le réseau
or /verre, s’est heurtée a la réalité du systéme d’imagerie utilisé. En effet, dans le cas qui
nous intéresse et que nous avons détaillé dans cette section de réseaux microniques de 1,
2 et 5 microns de pas, le pas du réseau est tres proche des dimensions caractéristiques des
pixels de notre caméra CCD. Ceux-ci ont une dimension latérale d’environ 8 um (incluant
I'espace entre deux pixels sur la matrice CCD). De ce fait, il apparait systématiquement
sur les réseaux un effet de moiré tres génant dans 1'observation de plasmons angulaires.
Cet effet est également présent dans le cas de mesures temporelles, accentuant les défauts
d’homogénéité de la couche d’huile d’indice ou les bruits vibrationnels.

La figure 94 montre une image de réflectivité SPR de I’échantillon structuré obtenu pré-
cédemment. On voit tres distinctement 'effet de moiré sur le carré de période A = 5um

lorsque le plasmon se propage suivant la méme direction que la disposition du réseau.
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FIGURE 94 — Exemples de réseaux observés en SPRI (réflectivité normalisée TM/TE).
La direction du vecteur d’onde du plasmon de surface est indiquée par la fleche bleue. La
barre rouge indique ’échelle. Les deux réseaux du haut ont une période de 5 um, et les
deux réseaux du bas de I'image ont une période de 2um. Les réseaux a gauche de l'image
sont orientés horizontalement, tandis que les réseaux a droite de I'image sont orientés
verticalement. Finalement, les lignes a, b, ¢, d (vert) indiquent les coupes détaillées dans
la figure 95

Lorsque la propagation est orthogonale au réseau, I'effet disparait. Il subsiste néanmoins
un phénomene d’« ombrage ». Nous supposons que cet ombrage n’est pas un effet plas-
monique, mais dépendait uniquement de la géométrie du réseau.

Des coupes représentant les profils de réflectivité TM /TE orthogonalement aux ré-
seaux ont été tracées dans la figure 95. Les graphiques montrent clairement que le profil de
réflectivité est abérrant pour le réseau 5 um parallele au plasmon, avec des pics de "réflec-
tivité” a 3,5. Les coupes sur les réseaux 5 um et 2 pm paralleles au plasmon ne présentent
pas de telles artefacts, saufs sur les bords de réseau. Les pics observés sur les graphes
(a) et (c) semblent dis & des réflexions parasites de la face arriere de la lamelle de verre.
Afin d’observer un comportement anisotrope des plasmons de surface, il est nécessaire de

diminuer encore la taille des réseaux pour éliminer cet effet de moiré.
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F1GURE 95 — Coupes orthogonales aux réseaux, représentant le profil de réflectivité TM
/TE de différents réseaux de 'image SPR de la figure 94. (a) et (b) : réseaux 5 um; (c)
et (d) : réseaux 2 um. (a) et (c) : plasmon orthogonal au réseau; (b) et (d) : plasmon
parallele au réseau.
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4.4 Structuration par lithographie a faisceau d’élec-

trons focalisé

Afin de pouvoir réaliser des motifs plus fins, et ainsi entrer dans le domaine de la
nanoplasmonique, il devient utile de changer d’outil de lithographie. En effet, la litho-
graphie UV, comme les autres méthodes par projections, est limitée intrinsequement par
la limite de diffraction du systeme d’insolation, et donc par la longueur d’onde utilisée.
Dans la pratique, la taille de motif minimum atteignable est de ’ordre de 700 nm pour un
insolateur fonctionnant & 450 nm [116]. Il existe de nombreuses méthodes pour détourner
cette limite. Il est par exemple possible d’utiliser des plasmons de surface et un masque
métallique pour descendre bien en dessous de la limite de diffraction [117].

Néanmoins, toutes ces techniques reposent sur l'utilisation d’un masque prédéfini.
Dans une approche plus expérimentale, ou la taille des motifs et leur géométrie sont
susceptibles de changer fréquemment, il est plus judicieux d’avoir recours a une méthode
d’écriture directe, ot un faisceau est déplacé sur la surface a insoler (dans la pratique c’est
I’échantillon qui se déplace sous le faisceau).

Une des techniques les plus fréquemment utilisées pour la nanostructuration est la
lithographie par faisceau d’électrons focalisé (ou EBL pour electron beam lithography). Un
faisceau d’électron de profil gaussien est focalisé sur la surface de la résine électrosensible
et le déplacement de l’échantillon permet de créer des motifs variés tres simplement.
L’utilisation d’un faisceau d’électron permet d’obtenir une résolutions remarquable . La
longueur d’onde dun électron soumis a une tension d’accélération V est donnée par la

relation suivante :

h
b= 1/2
{2meV (1 4 eV /2mc?)}

(63)

Ou m est la masse de I’électron, e sa charge, ¢ la vitesse de la lumiere dans le vide et
h la constante de Planck.

Pour une tension d’accélération de 120 kV, La longueur d’onde théorique d’un électron
est A = 3,4 x 1073 nm, & comparer aux 248 nm atteignables en photolithographie UV
profonde [118] (Deep UV ou DUV). Un des principaux inconvénients de la méthode est
qu’il est nécessaire de balayer la surface a insoler. C’est une technique par conséquent lente,
et donc réservée a la fabrication d’échantillons uniques. Nous disposons, au sein de la salle

blanche commune Institut d’Optique Graduate School, école Polytechnique et Thales RT
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— Palaiseau, d'un EBL (nB3 de Nanobeam ltd.). Nous avons donc eu la possibilité, avec

B. Ea-Kim, de fabriquer nos propres échantillons nanostructurés.

4.4.1 Principe de la lithographie a faisceau d’électron focalisé

Le fonctionnement d’un systeme de lithographie a faisceau d’électron focalisé est dérivé
de la microscopie électronique en transmission. Les électrons sont émis par une source en
haut de la colonne et accélérés par une haute tension. Ils sont ensuite condensés et focali-
sés par une colonne d’optiques électroniques et de lentilles électromagnétiques sous forme
d’un faisceau gaussien sur la surface de I’échantillon (voir figure 96). Le déplacement de
I’échantillon est réalisé par une platine de translation X-Y, dont la position est controlée
par un interférometre, permettant un déplacement d’une précision de l'ordre du nano-
metre. L’écriture des motifs se fait généralement par un balayage du faisceau dit « vector
scan », c’est a dire que le motif est vectorisé dans la mémoire du systeme, qui détermine
I'ordre d’écriture. Une ligne continue est en réalité tracée point par point plutot que de
maniere continue par le faisceau. Entre chaque point, le faisceau est déflecté par 'effaceur

de faisceau (beam blanker) hors de 1'axe des lentilles.

Thermal field emission
electiron beam source

electredes
Source condensing lens

Auxiliary blanker and
limiting aperture

First transfer lens

Second transfer lens

Pattern generaling blanker
and aperture

Three e beam
daﬂecti.o‘:g system

Laser mask heigh! sensor
Charge amp

X-Y stage

Mask

F1cURE 96 — Hlustration du fonctionnement de la colonne d’'un systeme EBL. La source
(en haut) émet un faisceau d’électrons qui est focalisé sur le I’échantillon par le jeu d'un
ensemble de lentilles. Ce dernier se déplace grace au mouvement d’une platine de trans-
lation X-Y. I'écriture continue est assurée grace a l'effaceur de faisceau (beam blanker),
qui défléchi les électrons entre chaque point.
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Le role de la source est crucial dans ce type de systeme. En effet, celle-ci doit pouvoir
fonctionner de maniere continue sur de tres longues périodes de temps. A titre d’exemple,
les motifs définis plus loin ont été écrits en plus de 10h. Des dérives thermiques ou du bruit
sur la source rendraient la réalisation de motifs impossible. Des émetteurs de Schottky
(filament de tungsténe mono-cristallin porté a 1800° K par un fort courant, de I'ordre de
quelques amperes) sont le plus souvent utilisés [119]. Il est de plus nécessaire de placer
I'ensemble de la colonne sous ultravide, de I'ordre de 10~® Pa. Un tel vide est nécessaire
afin d’éviter toute interaction entre les électrons et d’éventuels atomes présents dans le
milieu d’une part ; et d’autre part afin d’éviter ’adsorption d’atomes sur la surface de la

pointe de source, générant du bruit ou un « flash » capable de détériorer le filament.

La limite de résolution d’un tel systeme peut étre donnée en premiere approximation
par le diametre du faisceau gaussien d’électrons. Ce diametre dépend des caractéristiques
de la source et des optiques, mais il est généralement inférieur a 5 nm [120]. Néanmoins,
aux énergies utilisées (quelques dizaines de keV), les interactions électrons / matiere sont
importantes. Ces interactions ont lieu dans la résine et les couches inférieures de 1’échan-
tillon, résultant dans la création le plus souvent d’électrons secondaire lorsque les électrons
incidents ont une énergie supérieure a l’énergie de seuil du matériau (environ 5 eV pour
du PMMA). Les électrons secondaire peuvent alors étre diffusés vers l'avant (forward
scattering), ou rétrodiffusés (backscattering). Ces deux phénomenes entrent en jeu dans
I’élargissement de la zone exposée par le faisceau et donc augmente la limite de résolution
du systeme. Afin d’illustrer notre propos, nous avons réalisé une simution Monte-Carlo (en
utilisant le logiciel Casino [121]) de la propagation d’un faisceau d’électrons accélérés a 80
keV (la tension utilisée pour nos structures) traversant une couche de 300 nm de PMMA,
puis 50 nm d’or, pour enfin atteindre le substrat de verre SF10. Les trajectoires sont
données dans la figure 97 pour 500 électrons. On observe clairement le cone de diffusion

avant, ainsi que les trajectoires isolées de rétrodiffusion dans le PMMA.

Dans la pratique, cela signifie que la résine va étre insolée une seconde fois au passage
des électrons secondaires. Ce comportement est moins problématique pour la tracage de
motifs isolés que pour I'obtention de réseaux. Dans ce dernier cas, la dose regue par la résine
aux abords du point d’impact n’est pas négligeable, et il se crée un phénomene dit d’effet
de proximité. La résolution pratique va donc dépendre de trés nombreux parametres,
comme la qualité de la source et des optiques, les propriétés de 1’échantillon (son numéro
atomique) et I’épaisseur de la résine, la durée d’exposition etc. Des motifs périodiques de

20 nm ont ainsi pa étre obtenus [122, 123].
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FIGURE 97 — Simulation Monte-Carlo (500 électrons) de la trajectoire d'un faisceau d’élec-
trons & 80 keV a travers la résine électrosensible (PMMA), la couche d’or et le substrat
de verre.

4.4.2 Définition des motifs a réaliser

Les motifs choisis suivent les parametres des simulations détaillées dans la section 4.1.
Nous avons donc défini une matrice de motifs, orientés orthogonalement les uns par rap-
port aux autres, et de pas variable. La figure 98 illustre la géométrie utilisée. Une matrice
de 8 x 8 réseaux est ainsi définie. Un codage permet de reconnaitre les différents réseaux.
Les lettres donnent I'orientation : A pour horizontal et B pour vertical. Les chiffres donnent
la période du réseau : 1 pour A = 800 nm, 2 pour 600 nm, 3 pour 400 nm et 4 pour 200
nm. Le taux de remplissage est toujours de 50%, quelque soit le motif; afin de suivre au
plus pres les parametres simulés. Les périodes de 1 um et 2 pm n’ont pas été utilisées a
cause des problemes d’imagerie évoqués plus haut.

Une différence importante par rapport aux réseaux réalisés précédemment, est que
cette fois-ci, nous sommes partis de substrats préalablement métallisés (substrats Schott
ou bien métallisés par pulvérisation cathodique). Nous avons donc gravé les motifs jus-
qu’au verre au lieu de déposer du métal sur le substrat par lift-off. Cette méthode permet
de mieux imager 1’échantillon par SPRI (présence d’or sur tout la surface, sauf entre les

pistes), et devrait réduire les problemes optiques de moiré évoqué plus haut.

4.4.3 Procédé de fabrication

Le procédé de fabrication differe quelque peu de celui utilisé pour la lithographie UV.

L’idée ici est de graver une lame recouverte d’or uniforme jusqu’au verre, plutot que
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FIGURE 98 — Géométrie des réseaux fabriqués par lithographie électronique. (a) Matrice de
64 zones carrées de 1 mm de coté. Chaque zone est caractérisée par un réseau possédant
un pas et une orientation propre formant un code. Les carrés noirs sont les références
sans motif, pour mesurer le plasmon sur de 'or uniforme. (b) détail d'un réseau. la zone
structurée correspond a une surface de 600 um par 600 um.

d’utiliser une technique de lift-off. Nous en avons définis les étapes principales dans la
figure 99.

Les substrats de verre (BK7) sont préalablement nettoyés en utilisant le protocole
défini au paragraphe 4.2.3. Nous avons fabriqué des réseaux or / verre en partant cette-
fois ci de substrats métallisés. La premiere étape (numérotée sur la figure) consiste donc
a déposer par pulvérisation cathodique (puissance de 200 W) la couche d’adhérence de
titane (30 sec.) et la couche d’or (1 min). Les épaisseurs mesurées par SPR sont données
dans la table 15 (substrat n" 6).

La résine électrosensible est déposée sur 1’échantillon par rotation grace une tour-
nette (étape 2). Nous avons utilisé une résine PMMA haute densité de poids moléculaire
950 000 MW dans une solution d’anisole (4%). La tournette effectue une rotation a 4000
tours / minute pendant 20 sec, donnant ainsi une épaisseur uniforme de PMMA d’environ
200 nm [124].

L’étape 3 consiste a sensibiliser la résine grace au faisceau électronique. Nous avons
utilisé une dose de 780 uC / cm?. La réalisation du motif a demandé environ 10 heures
(environ 600 sec par motif). La résine est ensuite développée (étape 4) pendant 40 sec dans
un bain de développeur de MIBK (méthyl isobutyl cétone) et isopropanol (en proportions
1 :3), puis rincée 15 sec dans un bain d’isopropanol avant un séchage & 1’azote.

L’étape suivante (5) consiste a graver la couche d’or a ’endroit ou la résine a été dé-
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FIGURE 99 — Procédé de fabrication de motifs or / verre par lithographie & faisceau
d’électrons focalisé.(1) échantillon uniforme, (2) spin-coating de la résine, (3) sensibilisa-
tion de la résine par faisceau d’électron, (4) développement, (5) gravure ionique (IBE),
(6) échantillon structuré recouvert de résine. (7) échantillon final.

veloppée. Pour cela, nous avons utilisé un bati de gravure ionique (ion beam etching ou
IBE). Des ions d’argon sont ejecté d’un canon a ions et fortement accélérés vers I’échan-
tillon. L’impact des ions sur ce dernier va pulvériser les atomes de surface, gravant ainsi
I’échantillon. Afin d’obtenir une meilleur uniformité, I’échantillon est mis en rotation et
est disposé a 30 par rapport aux ions préalablement neutralisés. La gravure ayant lieu de
maniére indiscernée sur 'or et la résine, il faut pouvoir stopper le processus quand l’or est
entierement gravé dans les creux. Pour cela nous observons la décroissance du signal de
spectroscopie de masse des ions secondaire (secondary ions mass spectroscopy ou SIMS)
pour l'or. Quand le signal devient négligeable, cela signifie que I'or est totalement gravé.
Le substrat obtenu (6) est donc un motif or / verre, avec les pistes d’or surmontées d'une
couche de PMMA. Un dernier ringage dans un bain de solvant (trichloréthylene) permet
d’éliminer cette couche résiduelle (7).

La figure 100 donne des images prises en microscopie électronique a balayage (MEB)
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FIGURE 100 — Images caractéristiques de 1’échantillon nanostructuré obtenu. (a) image
MEB d’un réseau 800 nm (10 kV, x10000). (b) détail du réseau (10 kV, x60000). (c) Image
en microscopie optique d'un motif avant gravure ionique. (d) Image en microscopie optique
du bord d’un motif apres gravure, illustrant le sous-développement de 1’échantillon.
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et en microscopie classique des structures obtenues. Les pistes sont bien séparées et conti-
nues. On peut observer des irrégularités de forme sur les bords de ligne. L’image prise
en microscopie optique montre que le développement des motifs a été un peu trop court
(bordures non développées). On peut entrevoir également les raccords de champs du sys-
teme de lithographie électronique. Globalement, I’échantillon obtenu est tres satisfaisant

pour un premier test.

4.4.4 Caractérisation par SPRI

Nous avons voulu caractériser cet échantillon en utilisant le banc de de SPRI spectro-
angulaire disponible au laboratoire. Le calcul effectué sur cette structure avait montré
I'existence de deux pics de résonance spectrale a un angle aux environs de 20°pour le
réseau de période 800 nm. Une mesure de la réflectivité spectrale normalisée (TM/TE)
de la couche d’or a été effectuée par M. Nakkach en utilisant de I'’eau déionisée comme
milieu ambiant et un angle d’incidence externe de 18°. Le résultat est donné ici dans la
figure 101.

La premiere courbe (figure 101-a) correspond a la réflectivité moyenne d’un motif
lorsque le plasmon se propage parallelement au réseau. On observe une faible résonance
vers 700 nm, ce qui est caractéristique d’une couche uniforme (courbe bleue). Il semble
donc que dans ce cas, la réflectivité soit assimilable a une couche équivalente uniforme
d’indice de réfraction hydride entre l'or et 1'eau.

Le profil de réflectivité d’un motif dont le plasmon se propage orthogonalement au
réseau est en revanche tres différent, comme ’'atteste la courbe de la figure 101-b. On voit
clairement deux pics de résonance situés a 560 nm et a 730 nm. On peut faire coincider
ces pics avec ceux obtenus par le calcul, dans des conditions semblables (courbe noire).
L’allure générale de la courbe simulée est quelque peu différente, notamment a 600 nm et a
780 nm. En effet, la largeur spectrale de la source de lumiere (fente d’entrée du systeme) du
banc de SPRI multispectral convolue le signal. Pour cette expérience, la largeur spectrale

est d’environ 15 nm.
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F1cure 101 — Courbes de réflectivité spectrale normalisées TM/TE d'un motif Au /
BK7 800 nm (f = 50%) a 18" d’incidence externe. Le milieu ambiant est de I'eau. (a)
(rouge) le plasmon se propage parallelement aux pistes de métal, (bleu) courbe de référence
expérimental sur de I’or uniforme. (b) (rouge) Le plasmon se propage orthogonalement aux
pistes, (noir) simulation par la méthode modale de Fourier de la propagation orthogonale
aux pistes. Le pas de calcul et de mesure est de 10 nm. (courbes expérimentales) La largeur
:i%%ctrale de la source est de 15 nm.
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Conclusion

Ce chapitre nous a permis de jeter les bases pour les développements futurs dans le
domaine de la nanostructuration de substrats métalliques.

La mise au point de réseaux métalliques passe au préalable par la maitrise du dépot de
métal. Nous avons comparé deux techniques tres répandues : ’évaporation sous vide, et la
pulvérisation cathodique. Nous avons déterminé que, bien que la technique d’évaporation
sous vide soit supérieure sur un plan de I’homogénéité et de la rugosité, la technique
par pulvérisation cathodique permet un dépot rapide et simple pour des prototypes de
réseaux. Les échantillons ainsi réalisés ont été caractérisés par SPR monocapteur pour la
mesure de I’épaisseur de métal. Nous avons également mesuré la résistivité de la couche
de métal par la méthode a 4 pointes pour obtenir une information rapide sur la qualité
des couches métalliques déposées.

Nous avons calculé un ensemble de structures a ’aide de la méthode modale de Fourier
pour lesquelles des résonances intéressantes étaient susceptibles d’apparaitre. Nous avons
utilisé une géométrie or / verre, afin de tirer partie des potentialités offerte par la chimie
différentielle des alkanethiols et des silanes. Bien que la sensibilité de tels réseaux soit
inférieure a une lame uniforme d’or, un gain important est attendu en diminuant le pas
du réseau et en optant pour un géométrie différente [102] (modulation d’épaisseur de la
couche d’or), ou en structurant la couche de diélectrique [125]. Nous avons pit observer
que les structures or / verre calculées possédaient un contraste AR suffisant pour observer
un effet anisotrope lors de la mesure expérimentale.

Nous avons ensuite caractérisé par SPRI un échantillon microstructuré or / verre
réalisé par lithographie UV et lift-off de la couche d’or. Les tailles en jeu dans un tel
échantillon ont rendues tres difficile la caractérisation du fait de la présence d’effet de
moiré et d’ombrages. Ces phénomenes sont probablement liés a la géométrie du réseau
ainsi qu’au rapport de la période du réseau a la taille des pixels de la caméra.

Finalement, nous avons défini un ensemble de réseaux nanométriques or / verre, que
nous avons ensuite fabriqué en utilisant une technique de lithographie par faisceau d’élec-
trons focalisé et de gravure ionique. Ces réseaux ont ensuite été caractérisés par SPRI
multispectrale. Nous avons pu observer un bon accord entre le modele et les données.
Lorsque le plasmon de surface se propage parallelement au réseau, la résonance obtenue
est caractéristique d’une couche effective métal uniforme / eau. En revanche, lorsque le
plasmon se propage perpendiculairement au réseau, deux résonances sont observées. Ces

deux résonances sont également observées dans la simulation.
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Le premier objectif de ce travail de these était la mise au point expérimentale d’un
systeme basé sur I'imagerie par résonance de plasmon de surface permettant de caractériser
dynamiquement ’anisotropie de films biologiques sur des épaisseurs nanométriques et sa

validation a travers plusieurs applications.

Apres avoir brievement abordé les biopuces a fluorescence, un tour d’horizon des tech-
niques expérimentales basées sur la résonance de plasmon de surface a été réalisé. Nous
avons détaillé les différents types de montages utilisés dans notre laboratoire, permet-
tant d’adresser les différentes dépendances de I'équation de couplage. L’imagerie de la
surface de métal, reposant sur 'utilisation d’une caméra CCD, permet de multiplexer les
mesures possibles. Les systemes a balayage angulaire, travaillant a longueur d’onde fixe,
permettent par ajustement numérique de déterminer les épaisseurs et dans une moindre
mesure les indices des couches métalliques déposées. En fixant I’angle d’incidence dans un
zone ou la dynamique de réflectivité est la plus importante, il est possible de travailler en
cinétique. Ce mode d’interrogation permet de déterminer les constantes d’affinité entre
les molécules sondes et cibles, et par extension d’effectuer un diagnostic génétique par
exemple. En fixant I'angle d’incidence, mais en effectuant un balayage spectral, il est pos-
sible de remonter indirectement a ’absorption des biomolécules déposées (a la maniere
d’un spectrometre).

Notre objectif étant de mesurer ’anisotropie de films minces, nous avons ensuite passé
en revue deux techniques de caractérisation de 1’anisotropie d’échantillon : I’ellipsométrie
et la microscopie en lumiere polarisée. L’ellipsométrie permet de mesurer de maniere tres
précise I'épaisseur et l'indice de réfraction de multicouches isotropes ou anisotropes. Il
s’agit d’une technique tres intéressante du point de vue de la caractérisation de matériaux,
mais il est moins aisé de passer a une mesure dynamique de ’anisotropie d’échantillons. La
microscopie en lumiere polarisée est quant a elle plus qualitative et de résolution axiale tres
limitée pour les applications que nous voulons réaliser. Finalement nous avons établi une
analogie avec la méthode de mesure de ’anisotropie de fluorescence, qui permet d’étendre
une technique établie, pour obtenir de nouvelles informations sur ’état d’organisation de

I’échantillon.

Nous nous sommes ensuite intéressés par la mise en ceuvre théorique et expérimentale
d’un biocapteur capable de mesurer ’anisotropie de films minces de maniere dynamique.
Du point de vue théorique, nous nous sommes basés sur le modele de Rouard étendu.
[’ajout d’une couche anisotrope sur le multicouche a été simulé par le calcul des indices
de réfraction effectifs dans deux directions orthogonales (Ox,0y) de l'espace. Nous avons

ensuite appliqué le modele au calcul de la réponse du capteur a la présence d’une couche
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anisotrope d’ADN orienté (dont les indices sont n. = 1,507 et n, = 1,627. Nous avons
ainsi calculé qu’une anisotropie An = 0, 1 d’'un couche d’1 nm d’épaisseur pouvait entrainer
une différence de réflectivité de 3,7 % entre les deux axes de mesure.

Du point de vue expérimental, nous avons détaillé la mise au point du systeme, no-
tamment au niveau de l'imagerie et du chassis. Nous avons ainsi déterminé que notre
systeme de P-SPRI était capable de résoudre des indices (massifs) allant de 1,294 & 1,386,
soit des épaisseurs inférieures a 50 nm de matériau biologique déposé sur la surface. Cette
limitation dans le choix des indices de réfraction et des épaisseurs utilisables explique
pourquoi nous avons dii avoir recours a des systemes d’épaisseurs nanométriques au lieu
de valider le systeme avec cristaux liquides par exemple. Nous avons ensuite mesuré le
rapport signal a bruit de notre systeme, et déterminé que la mesure n’était limitée que
par le bruit de photon. Nous avons déterminé le seuil de détection du montage de P-SPRI,
qui a été établi & An,,;, = 3,7 x 107° RIU. Nous avons finalement mesuré la réponse du
systeme a une rampe de concentration de glycérol, afin de déterminer la plage de linéarité
de la réponse. Cette mesure nous a permis de déterminer le saut d’indice de réfraction

maximal mesurable : 5 x 1073 RIU.

Apres avoir monté et validé le banc de P-SPRI, nous avons pu le mettre a profit pour
trois applications expérimentales, réalisées en collaboration avec des membres du projet
NANOBIOFORME [126] financé par '’ANR (Agence Nationale pour la Recherche).

La premiere application étudiée a été ’observation de ’anisotropie induite par la pré-
sence ou 'absence de flux de liquide dans la cellule d’interaction sur I’état d’organisation
d’une couche autoassemblée de thiols surmontée d’un hémimembrane de phospholipides.
Un fort signal différentiel, de 'ordre de 1% a pu étre mis en évidence. L’origine exacte de
I’anisotropie est encore a ce jour incertaine.

La seconde application que nous avons étudié concerne I’anisotropie de systemes SAM
/ phospholipides induite par la présence d’'un champ électrique. La encore, une forte
anisotropie a été observée. Un seuil de tension a été mis en évidence au dela duquel le
phénomene présentait une hystérésis. L’hypothese d’une désorption réductive partielle de
la couche au dessus du seuil et I'orientation des molécules dans le champ en dessous a été
avancée.

Finalement la troisieme et derniere application étudiée concernait la mise en évidence
d’une anisotropie de filaments magnétiques orientés sous l'influence d’un champ magné-
tique. Les filaments étant constitués de billes de taille micronique, le signal anisotrope

obtenu était tres faible, mais néanmoins existant.

Le second objectif de cette these était d’étudier les possibilités théoriques et pratiques
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offertes par la structuration des substrats.

Nous avons tout d’abord calculé grace a la méthode modale de Fourier la réflectivité
de substrats or/verre structurés sous forme de réseaux de pistes 1D. Un fort comporte-
ment anisotrope était attendu, suivant la direction de propagation du plasmon de surface.
Afin de réaliser expérimentalement de tels échantillons, nous avons tout d’abord effectué
des tests de dépot d’or uniforme sur substrats de verre par évaporation et pulvérisation
cathodique. La caractérisation de 1'épaisseur des couches de métal a été réalisée par le
biais d'un montage SPR monocapteur. Afin d’avoir une idée qualitative plus rapide sur
la qualité du dépot, nous avons introduit la mesure de la résistivité électrique du métal.
Nous avons ainsi pu établir que des dépots par pulvérisation cathodique étaient suffisants
pour nos prototypes (pas de chimie de surface).

Nous avons ensuite utilisé deux types de lithographie pour la structuration des échan-
tillons : la lithographie UV pour des motifs dont la période était de I'ordre du micron
et la lithographie par faisceau d’électron pour des motifs de taille inférieure. Ainsi, nous
avons observé la propagation du plasmon sur des structures de tailles tres diverses. De
premieres mesures sur le banc de SPRI multispectrale de réseaux or / verre ont permis
de vérifier les calculs et d’observer une forte anisotropie dans la propagation du plasmon

de surface.

De nombreuses améliorations peuvent étre apportées au systeme de P-SPRI développé
dans le cadre de ce travail. Tout d’abord, il est d’ores et déja possible de porter la source
de lumiere et le monochromateur du banc de SPRI multispectral vers le banc de P-SPRI,
afin de profiter du balayage en longueur d’onde ainsi apporté. Ce portage peut s’effectuer
assez rapidement, grace a la séparation du module d’illumination (table optique séparée)
du reste du banc multispectral. De plus, I'utilisation d’entrées fibrées devrait permettre
d’éviter d’avoir a adapter le banc de P-SPRI pour la nouvelle source.

Un nouveau banc de P-SPRI, congu par notre équipe, est en cours d’assemblage dans le
laboratoire. Les plages angulaires acceptables sont beaucoup plus étendues (20°) que dans
la version actuelle. Des modules de polariseurs motorisés ont été utilisés pour remplacer
les polariseurs manuels du banc actuel. La possibilité de placer un analyseur (lui aussi
motorisé) devant la caméra a été étudiée, et est en cours de mise au point. Ainsi, des
mesures ellipsométriques vont pouvoir étre réalisées, augmentant encore le nombre de
dimensions accessibles par I'appareil. Une innovation majeure du nouveau banc de P-
SPRI est sans aucun doute l'ajout d’un microscope au dessus du systeme de P-SPRI,
permettant aussi d’adjoindre une imagerie conventionnelle a 'imagerie plasmonique. Un
échantillon pourra donc par exemple étre caractérisé dynamiquement en P-SPRI et dans

le méme temps, la fluorescence de cibles marquées va pouvoir étre observée a travers la
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cellule d’interaction.

Les expériences de controle de I'orientation de PDNA sous flux de liquide devraient
étre poursuivies en vue de mettre en évidence une anisotropie de I’édifice complet et non
de la SAM ou de la membrane. A moyen terme, des édifices similaires pourraient étre
utilisés comme des indicateurs d’intensité et de direction du flux de liquide a la surface
de la puce. Ceci permettrait de calibrer les données de la biopuce pour des hétérogénéités
de flux.

L’orientation de PDNA sous champ électrique a ouvert le champ a de nouvelles expé-
riences, basées sur le controle de molécules électro-optiques placées en surface du biocap-
teur. A moyen et long terme, il devrait étre possible d’adresser électriquement une biopuce
de maniere réversible et dynamique, ouvrant le champ a un nouveau type de biopuces,
plus performantes et plus versatiles.

L’utilisation de billes de dimensions plus réduites pour réaliser les filaments magné-
tiques permettront d’obtenir un signal de P-SPRI plus clair, et la structuration de la
surface par des billes de dimensions nanométriques promet des développements intéres-
sants dans le domaine de la nanoplasmonique.

Les structures anisotropes 1D réalisées vont étre a court terme optimisées, afin d’ob-
server une exaltation locale du champ évanescent. De plus, la mise en place d’une chimie
de surface différentielle or/verre devrait permettre de texturer la puce de maniére ani-
sotrope. La polymérisation d’édifices d’ADN orientés le long des pistes d’or pourra étre
réalisé.

Finalement, a moyen et plus long terme, le banc de P-SPRI amélioré devrait étre mis
a contribution pour étudier la dynamique de cellules endothéliales sur substrat d’hydro-
gel [127].
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Equations de Maxwell a ’interface
d’un métal et d’un dielectrique
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Annexe A. Equations de Mazwell a l'interface d’un métal et d’un dielectrique

Cette annexe décrit le comportement d'une onde électromagnétique se propageant a
I'interface entre un métal et un diélectrique. En utilisant les équations de Maxwell et la
continuité des champs aux interfaces, nous allons démontrer que seule une onde polarisée

p (ou TM) peut créer les conditions de propagation d’un plasmon de surface.

> N

diélectrique

&

F1GURE 1 — Propagation d'une onde a l'interface entre un métal et un diélectrique.

La propagation d'une onde électromagnétique dans un milieu non magnétique de
constante diélectrique € peut-étre classiquement décrite par les équations de Maxwell

comme suit :

oF (1)

{ﬁ-ﬁzo V-H =0
ot

ﬁ N E:—% ﬁ N IjI:—soe
AvecE le champ électrique et Hle champ magnétique. Les opérateurs V-e (divergence)

et V A e (rotationnel) sont définis comme suit :

e, /0y—0e, [0z
Je Oe (e -
= +5 et VAe=[0e, /0z—0De, /0x

Al R
de, /O0x—0De, [0y

Seule la propagation d’ondes planes nous intéresse ici, nous pouvons donc écrire les
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champs électriques et magnétiques sous la forme d’une exponentielle. En utilisant le repere

défini dans la figure 1, nous obtenons :

{ E=E exp (i(kyx + k.2 — ot)) (2)

H=H exp (i(kpx + k.2 — ot))

Ou w est la fréquence angulaire de I'onde plane, et k., k. les composants suivant x
et suivant z du vecteur d’onde k. En développant les équations de Maxwell (1), et apres
simplification (en posant ¢ = (o)~ '/?), nous obtenons I'équation de propagation de
I'onde :

-, -~ e0H
V2-H-— Z o (3)
En prenant en compte le repere défini par la figure 1, ’équation de propagation peut

se résumer a :

em?

Et les équations de Maxwell peuvent également s’écrire comme suit :

kE, +k.E, =0 k.H, +k.H, =0
—k.E H, —k.H E,
Y et Y (5)
szz - szz =WUow Hy szz - kaz =—€oEW Ey
ko E, H, k.H, E,

A Tinterface entre le métal et le diélectrique (z = 0) la continuité des équations de

Maxwell pour la composante z des champs permet de déterminer les relations suivantes :

{ B, =, =F0  HQ,=H},=H .

0 _|0 _10 0 _10 _170
Elyy_EZy_Ey Hl,y_HZy_Hy

et
K, = ko, =k (7)

Si nous supposons Eg non nul, il est possible de déduire des équations (5) et (6) les

relations suivantes :
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Annexe A. Equations de Mazwell a l'interface d’un métal et d’un dielectrique

kl,zEg = k2,zEg :—k’wEg
_kl,zEg = _kQ,zEg :M()(JJHg
ko ;B0 — kB = ky E° — k,E? — 1o H?
kl,zHg = kQ,zH(z) :—k’xHaj’O
(k1./e0)H) = (Ko, /e2)H, =gowE?
(kﬁng — kl,zHg)/Sl = (]CIHB — kQ,zHg)/glngmEg

| g1 B = g, K2 =—(kogo0)H})

D’ol on peut déduire que :

ke =(—powHy) /)
EO=—(k, /k.)E
Hg:_(kz/kZ)Hg
ngEg =0

(9)

De plus, comme nous supposons &, # €; et Eg # 0, la 7eme équation du systéme (8) ne
peut admettre de solution. La propagation d’un onde de plasmon de surface a l'interface
entre un métal et un diélectrique ne peut donc se faire en polarisation TE. Cette condition
implique que seules les ondes polarisées TM (dont Eg = 0) permettent de créer

une onde de plasmon de surface.
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Annexe B. Indice de réfraction de l’or

E A Ordal Palik

(eV) | (nm) | [128, 129, 130] [131]
n k n k

0,50 | 2483 | 0,81 17,18 1,21 15,52
0,90 | 1379 | 0,33 9,51 0,46 9,69
1,00 | 1241 | 0,29 849 0,37 8,74
1,10 | 1128 | 0,26 7,65 0,31 7,94
1,20 | 1034 | 0,23 6,96 0,27 7,08
1,30 955 10,19 6,16 0,24 6,48
1,40 887 10,18 5,61 0,21 5,89
1,50 828 | 0,17 5,10 0,19 5,40
1,60 776 | 0,16 4,64 0,17 4,87
1,70 730 | 0,16 4,24 0,16 4,36
1,80 690 | 0,17 3,88 0,16 3,82
1,90 653 | 0,19 3,53 0,166 3,159
2,00 621 | 0,21 3,19 0,216 3,054
2,10 591 | 0,25 2,86 0,263 2,96
2,20 564 | 0,31 2,54 0,305 2,88
2,30 540 | 0,44 2,26 0,398 2,55
2,40 517 | 0,67 2,02 0,604 2,13
2,50 497 | 0,87 1,84 0,9 1,85
2,75 451 | 1,39 1,88 1,494 1,875
3,00 414 | - - 1,635 1,957
3,25 382 | — - 1,684 1,92
3,50 355 | — - 1,738 1,85
3,75 331 | - - 1,81 1,868
4,00 310 | - - 1,83 1,92
4,25 292 | - - 1,76 1,9
4,50 276 | — - 1,651 1,854
5,00 248 | — - 148 1,64

TABLE 1 — Indices de réfraction de ’or mesurés expérimentalement par M. Ordal et al. et
E. Palik et al.. Données tabulées a partir de la page web http ://www.luxpop.com/, entre
0,5eVetheV
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Annexe C. Modélisation de la fonction dielectrique des métauz

Cette annexe présente trois modeles capables de rendre compte de la fonction diélec-
trique des métaux dans le visible et le proche infrarouge. Ces modeles sont basés sur
la compréhension des phénomenes liants le déplacement des électrons dans le métal a
I’onde optique incidente. Le premier modele étudié ici est le modele de Drude, qui per-
met de rendre compte des transitions intrabandes des électrons du métal. Les transitions
interbandes sont abordées par le modele de Lorentz-Drude, qui utilise des profils Lorent-
ziens a I'abord des fréquences propres du métal. Enfin, une amélioration du modele de
Lorentz-Drude est présentée, le modele de Brendel-Bormann. Ce dernier remplace les pro-
fils Lorentziens par des profils Gaussiens, ce qui permet de mieux rendre compte de la
fonction diélectrique de certains métaux, comme 'or. Enfin, une comparaison entre ces
trois modeles et des données expérimentales issues de la littérature sera donnée pour le

cas de l'or.

Modéle de Drude

Afin de mieux appréhender les phénomenes entrant en jeu dans la génération d’un
plasmon de surface, il est utile de comprendre la facon dont les métaux se comportent
lorsqu’ils sont traversés par une onde électromagnétique. Le modele le plus simple est le
modele de P. Drude développé en 1900. Il repose sur la théorie cinétique des gaz, moyen-
nant quelques modifications pour 'adapter au déplacement des électrons libres dans un
métal. Ce modele est tres bien adapté pour décrire la conductivité thermique et électrique
des métaux, mais ne permet pas de rendre compte fidelement de la fonction diélectrique
e(w) de certains métaux nobles. Néanmoins, ce modele a 'avantage d’étre simple a com-
prendre et a implémenter.

Le modele de Drude repose sur les hypotheses [132] suivantes :

— les électrons du métal sont indépendants : il n’existe pas d’interaction entre deux

électrons ;

— les électrons du métal sont libres : il existe un "gaz électronique” ou les électrons

circulent librement ;

— le champ magnétique est négligé ;

— le déplacement des électrons est rectiligne, de vitesse constante, seules les collisions

électron—ion sont prises en compte.

Dans le modele de Drude, les électrons de la couche atomique la plus énergétique (les
électrons de la bande de conduction) sont totalement détachés de leur noyau, et sont
donc libres de se déplacer entre les atomes du métal. Ces atomes deviennent donc des

ions chargés positivement fixés en place par le maillage cristallin. Le métal peut donc
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étre approximé a un ensemble de charges négatives (les électrons libres) se déplacant dans
le vide sous 'action d’'un champ électrique, et d’un réseau cristallin de charges positives

(cations) immobiles (voir figure 2).

FIGURE 2 — Modele de Drude des métaux : les électrons de conduction sont totalement
déconnectés de leur noyau atomique et sont libres de se déplacer dans le réseau cristallin
constitué par les cations métalliques.

Le nombre d’électrons par unité de volume est défini comme suit :

7.p
M

Avec N, ~ 6.02.10% atomes. mol™', Z le nombre d’électrons de conduction par atome,

n =N, (10)

p la densité, et M la masse volumique du métal.

Le modele de Drude étant basé sur la théorie cinétique des gaz, les électrons se dé-
placent avec une vitesse moyenne constante (< ¥ >) entre deux collisions avec des ions.
Le temps moyen entre deux collisions T, également appelé temps de relaxation, ou temps

de vol des électrons, est déterminé a partir de la loi d’Ohm locale :

J=0oE = —ne<v> (11)

Ou J est la densité de courant électrique, E le champ électrique appliquant une force
F= —eE, o0 la conductivité électrique du métal et e ~ 1.6.10~% C la charge élémentaire

de I'électron. La vitesse moyenne de ’électron apres une collision (< ¥ >) est alors :

(12)
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Annexe C. Modélisation de la fonction dielectrique des métauz

En remplacant < ¢ > dans I’équation (11), on obtient par identification :

(13)

Avec m la masse d’un électron (usuellement m & 9.1.1073! kg). Le temps de relaxation
est donc :
1 om
w, ne
Le modele de Drude caractérise le mouvement d’un électron de position 7 dans le métal

par son équation de mouvement sous action d’un champ électrique E(t) = Eo(7) exp(—iot) :

md— + mo,— = —eE(t) (15)

Il s’agit d'un classique oscillateur harmonique amorti (sans force de rappel, car les

électrons ne sont pas liés aux ions dans le modele), dont la solution peut s’écrire :

e 1

EMEO exp(—iwt) (16)

r(t) = roexp(—iwt) = —

La polarisation induite par les électrons dans le métal découle directement de leur

déplacement par la relation :

’E —iwt w;
_ne’By exp(—iot) b B (1) (17)

Plt) =nert) = —— = o T io) ~ oo+ io)

On définit alors la pulsation plasmon w,, c’est a dire la pulsation a laquelle la fonction

diélectrique du métal e(w) s’annule, comme étant :

neQ

- (18)

@,
megy

La polarisation est reliée a la susceptibilité diélectrique par la relation P = ygoE, soit
ici :

2

() = (19)
w)=——"——
4 (0 + iw;)
Nous pouvons finalement déterminer la fonction diélectrique du métal avec la relation
e=1+y, soit :
(,02 / "
gw)=1-—F——=¢ +ie (20)
(0 + iw;)
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Cette équation va nous permettre de décrire le comportement d’un métal au passage
d’une onde électromagnétique. Néanmoins, il est souvent plus pratique de travailler avec
I'indice de réfraction du métal (n) et son coefficient d’extinction (k), avec € = (n — ik)?,

soit :

2

{ e (0) = il

1 02wy (21)
€ ((D) = 2nk :m

La table 2 suivante donne les parametres du modele de Drude pour une sélection de

métaux usuels (suivant [133]) :

métal | w, (rad.s™!) | ho, (V) | o, (rad.s™) | hw, (eV)
Au 1.2 x 10'° 7.876 8.05 x 103 0.053
Cr 1.63 x 10 10.75 7.14 x 1013 0.047
Ti 1.10 x 106 7.29 1.25 x 10 0.082
Ag 1.37 x 10 9.01 7.29 x 1013 0.048

TABLE 2 — Parametres du modele de Drude pour une sélection de métaux

Comme indiqué précédemment, ce modele est assez peu adapté a la modélisation de
la fonction diélectrique dans le visible de métaux nobles, fréquemment utilisés sur les
biopuces a SPR. Le modele de Drude permet de modéliser avec précision les transitions
électroniques intrabandes dans le métal (perte ou gain d’un électron de conduction par
exemple), mais ne permet pas de rendre compte des transitions interbandes, ou transitions
hybrides. Il est donc assez bien adapté a des métaux "simples”, comme les métaux alcalins,
ou 'aluminium par exemple, mais beaucoup moins a des métaux comme ’or ou le chrome.

En effet, 'aluminium (d’orbitales électroniques [Ne]3s?3p') a toutes ses couches de
valences ("de cceur”) remplies, et une couche incompleéte sur la bande de conduction (3p').
Les électrons s’échangent donc sur la bande de conduction. Ces transitions intrabandes
peuvent donc étre comparées au comportement d’un oscillateur harmonique amorti forcé
(par le champ électrique de I'onde électromagnétique traversant le métal).

Le modele devient moins précis lorsque 1'on veut modéliser la fonction diélectrique de
métaux nobles, tels que 'or, le chrome ou I'argent. En effet, pour ces métaux, il existe en
plus des transitions intrabandes décrites précédemment, des transitions interbandes. L’or
par exemple (d’orbitales [Xe|6s'4f1*5d") possede une couche d complétement remplie,
et une couche s incomplete. Les électrons de conductions (6s) sont donc bien décrits par
le modele de Drude, mais il existe un ensemble de seuils d’énergie (et donc de longueurs
d’ondes) auxquels des transitions (par exemple 6s'5d'° — 6s25d%) vont exister. Ces

transitions créent un décalage de la pulsation plasmon vers les énergies plus faibles [134],
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Annexe C. Modélisation de la fonction dielectrique des métauz

et donc un changement de la partie imaginaire de la fonction diélectrique au voisinage de

ces seuils.

Modele de Lorentz-Drude

Afin de tenir compte des limitations du modele de Drude, un nouveau modele, basé sur
les oscillateurs de Lorentz a été mis au point. En effet, un métal noble possede plusieurs
transitions interbandes, qui seront autant d’oscillateurs. Le modele de Lorentz-Drude (LD)
se base sur I'utilisation de k oscillateurs harmoniques pour modéliser la fonction diélec-
trique du métal. Chaque oscillateur possede une force de rappel (f), une pulsation propre
(wg) et un temps d’amortissement (1/w, ). Le modele peut donc se résumer a la somme
des contributions des "électrons libres” dans le métal (composante de Drude) d’une part,
et des contributions des transitions interbandes, & savoir des échanges noyau/électron
(composante de Lorentz) d’autre part. Le systéme résultant est schématisé sur la figure 3.
Au voisinage des fréquences propres des oscillateurs, la partie imaginaire de la fonction

diélectrique du métal se comportera donc comme une Lorentzienne.

°\ f,

f, ~
A

FI1GURE 3 — Représentation schématique du modele de Lorentz-Drude.

Comme nous ’avons vu, il est possible de séparer le modele en deux parties. La fonction
diélectrique du métal peut donc étre écrite comme la somme des contributions de Drude

et de Lorentz :

e(w) = () + (o) (22)
Avec £P(w) la fonction diélectrique donnée par Péquation (24), et e“(w) la somme des
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oscillateurs suivante :

2

) = e (23)

— (0f — 0?) — (00,

Pour le cas limite k = 0, ce modele revient au modele de Drude, corrigé d’un facteur

fo:

P (w)=1— (24)

0w + 1wy )
La table 3 donne les valeurs des parametres du modeles de Lorentz-Drude pour une

sélection de métaux (d’apres [133]).

parametre | Au Cr Ti Ag parametre | Au Cr Ti Ag
fo 0.76 | 0.168 | 0.148 | 0.845 f3 0.071 | 1.149 | 0.187 | 0.011
hw.o (V) | 0.053 | 0.047 | 0.08 | 0.048 hw.s (V) | 0.87 | 2.676 | 1.663 | 0.065
— - — - — hos (eV) |2.969 | 1.97 | 2.509 | 8.185
fi 0.024 | 0.151 | 0.899 | 0.065 fa 0.601 | 0.825 | 0.001 | 0.84
hw.1 (V) | 0.241 | 3.175 | 2.276 | 3.886 hw.4 (eV) | 2.494 | 1.335 | 1.762 | 0.916
hwy (eV) | 0.415 | 0.121 | 0.777 | 0.816 hwy (eV) | 4.304 | 8.775 | 19.43 | 9.083

fo 0.010 | 0.15 | 0.393 ] 0.124 | | fs 4384 - ~ |5.646
hoes (V) | 0.345 | 1.305 | 2.518 | 0.452 | | haos (eV) | 2.214 | — ~ | 2419
hos (eV) | 0.83 | 0.543 | 1.545 | 4.481 | | hos (eV) | 1332 | - ~ ] 20.29

TABLE 3 — Parametres du modele de Lorentz-Drude pour une sélection de métaux

Le modele LD améliore grandement la modélisation des métaux dans le visible et le
proche infrarouge. Néanmoins, la partie imaginaire de la fonction diélectrique ne suit pas
convenablement les courbes expérimentales, notamment aux alentours de 600 nm, comme

nous les verrons dans la section C.

Modeéle de Brendel-Bormann

Afin d’apporter une plus grande précision a la fonction diélectrique des métaux dans
le visible et linfrarouge, il a été observé que les oscillateurs de Lorentz utilisés dans
le modele LD peuvent tout a fait étre remplacés par des oscillateurs de Gauss [135].
L’utilisation de Gaussiennes permet d’obtenir des profils moins dispersés autour de chaque
fréquence propre du modele. Brendel et Bormann [136] ont développé un modele basé sur

la superposition d’'un ensemble infini d’oscillateurs de Gauss :
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1 +oo (7 — op)? frw?
- — d 2
Xx() V2o, /OO eXp [ 207 } x (22 — 0?) 4+ iww, v (25)

Ici, wg est la pulsation propre de l'oscillateur k, o, la largeur de la gaussienne, fi
la force de rappel (pondération de la courbe) et w,; I'amortisssement. 11 est possible de
résoudre I'intégrale de maniere analytique (voir [133]-annexe A pour plus de détails), et

nous obtenons :

o) e (i)

1/2

N ’ .o . " . /
Ou a; = a;, +ia, = (0 —iww. ;)" et a; > 0. Avec w la fonction d’erreur complé-

mentaire :
w(z) = exp (—2z?) erfe(—iz) , Im(z) >0

2 27
Avec erfe(z) =1 —erf(z) = \/lﬁ [Zetdt (27)

Finalement et apres simplification, I’équation (26) peut étre remplacée par ’expression

suivante :

B ’L'fsz% 11 ap — Wy, 2 11 ai + 0 ?
o) = 3 Frmor [U (w‘( 7o) ) Y (5’5"( 7o) )] .

Maintenant que le détail des oscillateurs est connu, il est possible d’adjoindre au modele

les transitions intrabandes, en ajoutant un terme de Drude a la somme des oscillateurs.

La fonction diélectrique est donc représentée par la somme suivante :

g(w)=1-— wL + ZXk((D) (29)

(0~ i)

La table 4 donne les parametres de Brendel-Bormann pour une sélection de métaux.

Accord modeles — données expérimentales pour I’or

Une implémentation des différents modeles présentés dans cette annexe a été faite
avec le logiciel Igor Pro et Mathematica pour l'or. Les fonctions diélectriques obtenues

sont présentées dans la figure 4. Il est a noter que, pour plus de clarté et de cohérence
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parametre | Au Cr Ti Ag
fo 0.77 | 0.154 | 0.126 | 0.821
hw.o (V) | 0.050 | 0.048 | 0.067 | 0.049

f 0.054 | 0.338 | 0.427 | 0.050
hogy (eV) | 0.074 | 4.256 | 1.877 | 0.189
hoy (eV) | 0.218 | 0.281 | 1.459 | 2.025
hoy (eV) | 0.742 | 0.115 | 0.463 | 1.894
fo 0.050 | 0.261 | 0.218 | 0.133
hoes (eV) | 0.035 | 3.957 | 0.100 | 0.067
hoy (eV) | 2.885 | 0.584 | 2.661 | 5.185
hos (eV) | 0.349 | 0.252 | 0.506 | 0.665
/3 0.312 | 0.817 | 0.513 | 0.051
hoes (eV) | 0.083 | 2.218 | 0.615 | 0.019
hos (eV) | 4.069 | 1.919 | 0.805 | 4.343
hos (eV) | 0.830 | 0.225 | 0.799 | 0.189
7 0.719 | 0.105 | 0.0002 | 0.467
hoe (€V) | 0.125 | 6.983 | 4.109 | 0.117
hoy (eV) | 6,137 | 6.997 | 19.86 | 9.809
hoy (eV) | 1.246 | 4.903 | 2.854 | 1.170

75 1.648 4.000
hoes (eV) | 0179 | - ~ 1 0.052
hos (eV) | 27.97 | - ~ | 1856
hos (eV) | 1.795 | - - | 0516

TABLE 4 — Parametres du modele de Brendel-Bormann pour une sélection de métaux.

par rapport a article de Rakic et al. [133], 'opposé de la partie réelle de la fonction
diélectrique —Re(g(w)) a été affiché. Ainsi, les deux courbes sont positives. Afin de tester
la validité des différents modeles, nous avons superposé aux courbes des données expéri-
mentales issues de la littérature. Les données sont tabulées dans I’annexe B, et sont issues
de deux auteurs : M. Ordal et al. et E. Palik et al., qui utilisent des méthodes de mesure
similaires, a savoir la détermination de la réflectance et la transmittance d’une couche

d’or d’épaisseur variable.

Nous pouvons observer que, comme attendu, le modele de Drude ne parviens pas a
rendre compte de la fonction diélectrique de ’or. En revanche, le modele de Lorentz-Drude
et Brendel-Bormann sont tres similaires pour la partie réelle de g(w), et ce jusqu'a 4,5
eV environ. En revanche, la comparaison ne tient plus lorsqu’on s’intéresse aux parties
imaginaires, et le modele de Brendel-Bormann est le seul a pouvoir rendre compte des

données expérimentales de maniere satisfaisante, et ce de 0,5 eV (= 2500 nm) a 4,00 eV
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(=~ 300 nm). La divergence entre les données expérimentales et le modele au dela de 4 eV
peut étre également lié aux conditions expérimentales. Le modele de Brendel-Bormann
est donc le plus précis d'un point de vue physique, et peut-étre utilisé pour alimenter les

modeles utilisés dans notre travail.
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F1GURE 4 — Comparaison entre la fonction diélectrique de 1’or calculée avec les modeles
de Drude, Lorentz-Drude, et Brendel-Bormann d’une part, et des données expérimentales
d’autre part. (a) opposé de la partie réelle. (b) Partie imaginaire. Les lignes pointillées
verticales représentent la plage spectrale utilisée par les bancs de SPR décrits dans cette
these.
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Annexe D. Algorithme de recalage des images

Le recalage spatial des images entre les deux caméras de notre systeme se base sur un
algorithme développé par T. Tang et al. [85] et implémenté par R. Garios dans le cadre
de son stage d’ingénieur lere année dans notre équipe. L’algorithme a été développé en
Java sous forme d’un module pour ImageJ. Il se base sur 'utilisation de transformées de
Fourier pour le calcul de la corrélation croisée d’images. Il permet de déterminer avec une
précision théorique « sous-pixel » le décalage spatial existant entre deux images. L’algo-
rithme fournit un vecteur (Az,Ay) correspondant au décalage x et y entre deux images
quelconques, mais ne calcule pas de rotation (phase). Il se décompose en deux parties :
sélection des parametres de recalage sur I'image 1, puis calcul du vecteur de recalage entre

I'image 1 et 'image 2.

Sélection des parametres de recalage

La premiere étape consiste a saisir des informations utiles au programme pour calcu-
ler des régions d’intérét dans les images avec un décalage relativement faible (quelques
dizaines de pixels au maximum). C’est & partir de ces régions d’intérét que le programme
calculera les corrélations.

Apres sélection des images sources, celles-ci sont désanamorphosées pour compenser
la déformation induite par la pyramide. L’image provenant de ’axe 1, de taille originale
X X Y est interpolée linéairement pour atteindre la taille X x 2Y. De méme I'image
provenant de l'axe 2 est interpolée a 2X x Y. Les images ainsi désanamorphosées sont
alors substituées aux originales. La sélection des parametres se présente sous la forme
d’un boite de dialogue, par laquelle I'utilisateur entre les coordonnées (z1,y;) du coin
supérieur gauche ainsi que la largeur (L) et la hauteur (H) de la région d’intérét sur la
premiere image. Celui-ci saisit également la précision du recalage demandé, généralement
1/4 ou 1/8eme de pixel pour de meilleurs résultats.

Une fois les parametres entrés, le programme demande a ’'utilisateur de déterminer sur
chaque image un point fixe, commun aux deux images. Le plus simple est de se positionner
sur une marque de calage de masque dans le cas d’un support lithographié, ou sur un
bord net au contraste important. L’idée ici est d’étre le plus précis possible, car les valeurs
initiales du point de repere vont déterminer la précision avec laquelle le recalage s’effectue.
Le programme détermine alors un premier vecteur de recalage (Axg, Ayy) grossier a partir
des points de repere entrés. Une région d’intérét (ou ROI pour Region of Interest) est
ensuite calculée sur chaque image a partir des valeurs données par 'utilisateur et le vecteur

de recalage. Les coordonnées (x,y) d’un point quelconque sur I'image 1 sont alors données
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FIGURE 5 — Principe de la création de régions d’intérét pour deux images.

sur 'image 2 par (z + Axg, y + Ayp). Une illustration de cet algorithme est donné dans la

figure 5.

Calcul du vecteur de recalage

Les deux images ainsi obtenues présentent toujours un décalage spatial du fait de
I'imprécision avec laquelle I'utilisateur sélectionne ses points de repere. L’algorithme décrit
ici permet de réduire ce décalage en calculant le degré de corrélation des images entre-elles.
La figure 6 illustre le déroulement de l'algorithme en utilisant comme point de départ
les images calculées dans le paragraphe précédent. L’algorithme procede en 9 étapes,

numérotées sur la figure :

Etape 1 : Une nouvelle région d’intérét carrée et centrée sur chaque image est calcu-
lée, elle a pour dimension la puissance de 2 (en pixels) directement inférieure aux

dimensions des images.
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axe 1 axe 2
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FIGURE 6 — Algorithme de recalage spatial.
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Etape 2 : La transformée de Fourier des deux régions est calculée, on obtient des images

complexes F1 et F2.

Etape 3 : F1 est multipliée au conjugué de F2, une nouvelle image F3 dans le domaine

fréquentiel est crée.
Etape 4 : Une transformée de Fourier inverse est calculée sur F3.

Etape 5 : On procede a un échange des cadrans sur F3. Un maximum local est recherché
autour du centre de I'image. Ce maximum, de coordonnées (Z,,1,ym1) permet de
déterminer un complément au vecteur de recalage (A1, Ay;). Une nouvelle région

d’intérét est calculée autour du maximum trouvé, de dimension 32 x 32 pixels.

Etape 6 : En utilisant la nouvelle sous-image, nous pouvons procéder & un zoom, d’un
facteur dépendant de la précision du recalage souhaitée. Par exemple, pour 1/8eme
de pixel, le facteur de zoom est 8, et donc 'image générée a pour taille 256 x 256

pixels.

Etape 7 : Une transformée de Fourier est de nouveau calculée pour la sous-image zoo-

7

mée.
Etape 8 : On procede de nouveau a un échange des cadrans.

Etape 9 : Finalement, une transformée de Fourier inverse est calculée, et un maximum
d’intensité local de coordonnées (,,2, Yma) est recherché autour du centre. Ce maxi-

mum va affiner le vecteur de recalage en ajoutant (Azy, Ays).

Le vecteur de recalage spatial final sera donc :

Arx=Azq+Ax1+AZ- (30)
Ay=Ayo+Ay1+Ays

Cet algorithme, bien que complexe et impliquant de nombreuses opérations mathéma-

tiques, peut étre exécuté en quelques secondes par un ordinateur. Une fois le vecteur de

recalage déterminé précisément, il devient tres simple de superposer les images provenant

de deux axes.
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Anneze E. Glossaire

ADN : acide désoxyribonucléique. Longue molécule responsable du codage des informa-
tions génétiques des cellules. Se présente sous la forme d’une double hélice, enchai-

nement de bases complémentaires.

ADNc : ADN complémentaire. Produit résultant de 'amplification par RT-PCR de
Pextrait d’ARNm d’une cellule. Les ADNc sont complémentaires a I’ADN de la

cellule. Ils sont principalement utilisés pour les biopuces a ADN.

ARnm : Acide ribonucléique messager. Transcription de fragment de géne provenant de
I’ADN par le biais d’ARN polymérases. L’ARNm est ensuite utilisé par le ribosome

pour traduire les informations en séquence d’acides aminés, formant les protéines.
ATR : Attenuated Total Reflection, ou réflexion totale atténuée.

biophotonique : science de 'analyse et modification d’objets biologiques par I'utilisa-

tion de I'optique-photonique.
cible : molécule a analyser dans un systeme de biopuces.

Cy3, Cy5 : cyanine 3 et 5, fluorophores synthétiques largement utilisés pour les puces
a ADN. Le Cy3 est excité a ~ 540 nm, et émet a ~ 570 nm (vert), tandis que le

Cy5 est excité a ~ 650 nm, et émet a ~ 670 nm (rouge).

plasmon : quasi-particule représentant une oscillation de plasma quantifiée dans un
métal. Une « onde » plasmon est par abus de langage une onde optique oscillant a la
fréquence du plasmon. Un « plasmon de surface »est quand a lui un raccourci pour

une onde évanescente se propageant a l'interface entre un métal et un diélectrique.

PCR : polymerase chain reaction, ou réaction en chaine de polymérase. Technique per-
mettant d’amplifier un fragment d’ADN grace a un jeu d’amorces d’hybridation et
des enzymes spécialisées comme les TAC-polymérases. En réalisant une succession
de cycles thermiques, les brins sont amplifiés par réplication du fragment. Il est

possible de réaliser plusieurs millions de copies en quelques heures.

Relation de dispersion : Pour une onde électromagnétique, la relation de dispersion

est la relation liant le vecteur d’onde k a la pulsation w.

RIU : Refractive Index Unit, ou unité d’indice de réfraction. Grandeur sans unité per-

mettant de définir 'indice de réfraction d’'un matériau.

RT : Reverse Transcriptase, ou transcriptase inverse. Enzyme utilisée par les rétrovirus

par exemple pour transcrir 'information contenue dans ’ARN vers de ’ADN.

RT-PCR : technique permettant d’obtenir des fragments d’ADNc¢ (ADN complémen-
taire) a partir ’ARNm de la cellule. Elle est basée sur 'utilisation de la réaction

en chaine de polymérase, couplée a celle de la transcriptase inverse.
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sonde : molécule connue fixée sur une biopuce par le biais d’une chimie de surface

spécialisée, en vue de la faire interagir avec une cible.

SNP : Single Nucleotide Polymorphism, ou polymorphisme de nucléotide unique. Chan-
gement d’une paire de base dans un fragment d’ADN (geéne par exemple) permettant
de différentier un individu par rapport a 'autre, ou un groupe d’individus (cas des
maladies génétiques a SNP).

SPR : Surface Plasmon Resonance, ou résonance de plasmon de surface. Phénomene de
résonance physique entre les électrons libres d’une fine couche d’'un métal comme
I’or et 'onde optique incidente polarisée TM. La résonance de plasmon de surface
reposent sur la création d’un onde optique évanescente se propageant le long de

I'interface du métal : un plasmon de surface.

TE : polarisation Transverse Electrique. On utilise aussi souvent le terme polarisation

s (pour senkrecht, perpendiculairement en Allemand).

TM : polarisation Transverse Magnétique. On utilise aussi souvent le terme polarisation

p (pour parallel, parallelement en Allemand).
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Résumé

La biophotonique a permis a de nombreuses avancées scientifiques et technologiques de
voir le jour, tant dans le domaine de la compréhension des mécanismes du vivant que dans
le domaine de la médecine. De nouveaux outils sont régulierement mis au point, repoussant
les limites de la compréhension des molécules du vivant et améliorant le diagnostic et le
traitement de maladies.

Les biopuces optiques sont des outils participants a une plus grande compréhension
des interactions biomoléculaires de surface et ont rendu possible le diagnostic génétique a
haut débit ou la caractérisation simultanée d’un grand nombre d’interactions protéiques
en parallele. Les biopuces a résonance de plasmon de surface permettent de plus la carac-
térisation dynamique des interactions biomoléculaires, tout en se passant de 1'utilisation
de marqueurs fluorescents.

L’objectif principal de ce travail a reposé sur la mise au point expérimentale d’un
systeme de biopuces a résonance de plasmon de surface capable de caractériser dyna-
miquement ’anisotropie résultante de 'orientation moyenne d’édifices biomoléculaires de
surface. La validation du systeme ainsi réalisé a été effectuée au travers de trois appli-
cations : l'observation de 'orientation de biomolécules sous 'effet d’un changement de
régime fluidique ; la détermination de ’anisotropie induite par un champ électrique sur un
assemblage biomoléculaire d’épaisseur nanométrique; et enfin I'orientation de filaments
de billes magnétiques microniques sous ’effet d’'un champ magnétique.

Le second objectif de ce travail reposait sur I’étude et le développement de nouveaux
substrats métalliques structurés latéralement. La perturbation locale du champ évanes-
cent se propageant a la surface du métal a ainsi pu étre mis en évidence par le biais
d’échantillons micro- puis nano- structurés.

Mots-clés: résonance de plasmon de surface, anisotropie, imagerie polarimétrique, nano-
plasmonique, caractérisation de surface, biocapteur optique, biophotonique
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Abstract

Biophotonics enabled numerous scientific and technological advances for under-
standing the mechanisms ruling the living as well as in the field of medicine. New tools
are regularly developed in order to extend further the limits of the understanding of
the molecules constituting the living, and to improve the diagnostics and treatment of
diseases.

Optical biochips are tools participating into a better understanding of biomolecular
surface interactions, and permitted high throughput genetic diagnostics or the simul-
taneous characterization of a large number of protein interactions in parallel. Further-
more, surface plasmon resonance-based biochips enable the dynamical characterization of
biomolecular interactions, without the need of using fluorescent markers

The main goal of this work was to develop experimentally a biochip system based on
surface plasmon resonance able to dynamically characterize anisotropy resulting from the
mean orientation of surface-bound biomolecular assemblies. The system’s validation was
realized through three applications : the observation of biomolecules orientation effected
by a change in the fluidic regime; the characterization of the anisotropy induced by an
electric field on a nanometric-thick biomolecular assembly ; and finally the orientation of
strings of micronic magnetic beads under a magnetic field.

The second goal of this work was to study and develop new laterally-structured metallic
substrates. The local perturbation of the evanescent field propagating at the surface of
metal was observed through the use of micro- to nano- scale structured samples.

Keywords: surface plasmon resonance, anisotropy, polarimetric imagery, nanoplasmon-
ics, surface characterization, optical biosensor, biophotonics
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