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Introduction générale

La détection et le dosage de molécules spécifigaes un environnement donné (eau, air, sang, ..l)oegtt

depuis plus de 40 ans de recherches pousséespdé lde la communauté scientifique internationalerples

domaines qui n'ont cessé de s'élargir. Le prindpeette détection consiste a faire réagir desaulaé cibles

(antigénes, anticorps, peptides, fragments d’ADMNsentes dans un liquide avec une surface compatésn

petites zones possédant chacune une famille bitarni@ée de molécules permettant la capture lodale

certaines cibles par reconnaissance moléculairdérdrsformation de ces événements biologiques esigmal

physique mesurable permet ensuite de révéler kepeé et la quantité de molécules cibles dansdiédton

testé. De nombreuses techniques (radioactive, rétdimique, électrochimioluminescente, magnétique o

encore optique) ont été mises au point pour réaliséte transduction des signaux biologiques emasig

physique en fonction des besoins et contraintesléextions a réaliser.

Aujourd'hui les recherches s'orientent en pareiculiers des capteurs permettant la détection simégt de

plusieurs molécules cibles et vers la miniaturisatdes dispositifs pour satisfaire un nombre gissatit

d'applications présentant chacune leurs contraintes

la pharmacie (criblage de molécules au potentiétaeutique) et la génomique qui demandent une
forte parallélisation des expériences pour le agblde molécules,

le diagnostique clinique qui demande une utilisaonple et rapide,

I'environnement et la santé qui nécessitent unisatton hors laboratoire grace a des appareils
portables, robustes, autonomes, présentant une dertsibilité et une bonne spécificité de détection
Ces appareils doivent permettre une analyse emncofsurveillance de sites), dans des endroitopsarf
difficiles d'acces,

l'agro-alimentaire qui demande une utilisation htaisoratoire et une détection dans des milieux
pouvant étre trées complexes,

la défense qui nécessite une utilisation sur leaiter(compacité, robustesse, autonomie, simplicité

d'utilisation) et des limites de détection trébli@s en fonction des agents pathogénes a détecter.

L'ensemble de ces contraintes fait qu'aujourd'esi méthodes de transduction les plus utilisées msnt

méthodes optiques (fluorescence, résonance de qtase surface (SPR)) (Ligler 2002). En effet, ligpe

ouvre les perspectives d'une forte miniaturisatiea dispositifs tout en autorisant de trés boneefopnances

de détection et, liée a des systémes micro fluegune automatisation des protocoles de mesures.
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C'est dans ce contexte que le Laboratoire d'Imege&t des Systémes d’Acquisition (LISA) du CEA Gida,

en collaboration avec le Laboratoire d'Etude etRéeherche en Immunoanalyse (LERI) du CEA Saclay a
développé une instrumentation compacte pour biecagiasé sur une détection optique par fluorescelee
instrument utilise le couplage en champ procheéeission de fluorophores dans le substrat aficalecter et
détecter le signal de fluorescence témoin de lagmee de molécules cibles dans I'échantillon (@dll2004,
Schultz 2007).

Toutefois, les nombreuses contraintes liées auxicapipns nécessitant une détection hors labomatoir
demandent une plus grande miniaturisation du dispastuel ainsi que la possibilité de faire facient évoluer
le nombre et le type de molécules cibles pouvastdtectées, c'est-a-dire le nombre et la tadledifférentes
zones de reconnaissances moléculaires. C'est gettiblmui a motivé les travaux qui vont étre prigs au

cours de ce mémoire de thése.

Le travail de thése a alors eu pour but de reclkertds possibilités d'intégrer les sources d'etigtes
directement dans le composant de l'instrument. Rela, les sources organiques de type OLED, ddepas
avantages vis-a-vis des LED inorganiques et leculfé & étre réalisées sur des supports aussidniererre
gu’en plastique, ont été choisies pour étre inggré&Cependant, les contraintes liées a une détedio
fluorescence et a la configuration de l'instrument nécessité d’'adapter les propriétés spectralepatiales
d’émission de ces sources. De plus, la collectesdgraux de fluorescence par le composant (Galbdxi)
dans lequel on cherche a intégrer les sources ithtrn a demandé de chercher une structure cobipati
permettant ces deux opérations. Le travail de thiest donc articulé autour de I'étude des progsiétémission

des molécules luminescentes en fonction de leur@mement afin de connaitre et d’optimiser a la fo

— la collecte de la fluorescence dans le composatindeument,

— les propriétés d’émission des sources organiqules @bssibilités de les modifier.

En effet, depuis les travaux de Drexhage et alexBage 1974), de nombreuses études ont montrésbpivé

de modifier les propriétés d‘émission de molécluesinescentes selon leur environnement.

Dans le premier chapitre de ce mémoire, nous efechs une description détaillée du principe de
fonctionnement des biocapteurs et en particulisrrdeyens de transduction des signaux biologiquesgeiaux
physiques. L’'analyse de ces différentes méthodesivis des contraintes que nous sommes fixées yooar
recherche d'agents pathogénes hors laboratoire aménera a présenter le dispositif mis au point au
laboratoire, dispositif que nous avons cherché @iatiriser au cours de ce travail de thése. Lesctifg du

travail seront finalement détaillés en fin de chrapi

Dans le chapitre deux, une analyse de ces objectifs permettra de définir une structure commummgiant
d’étudier a la fois les propriétés d’émission desrees OLED et les phénomeénes de collecte de dacfheence
dans le composant. Une étude théorique des penfmarade I'instrument nous permettra ensuite denidédés
contraintes de filtrage et de directivité des sesrd’excitation pour obtenir des sensibilités deéectéon
acceptable par rapport aux applications viséesatirpde travaux présentés dans la littératurensifigue,
différents modéles permettant de simuler les pédgsid’émission d’un dip6le en fonction de son mmnement
seront ensuite présentés. Ces modeles nous pembed simuler la fois le couplage en champ prabida
fluorescence dans le composant ainsi que les gtéprd’émission de sources OLED. Nous montreroms al

I'intérét de la configuration de l'instrument déeppé au laboratoire par rapport a des instrumanmsages
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décrits dans la littérature.

Enfin, le chapitre 3 sera consacré a I'étude erpgmiale et a la modélisation des propriétés d'éansgd’un
dipble en fonction de son environnement. Nous nesatrs alors qu'une couche mince de fort indice de
réfraction déposée a la surface du composant pewhgitre d’améliorer d'un facteur d’environ deux la
sensibilité de détection de l'instrument sans tmigeconfiner le signal comme nous nous y attersli@iautre
part, I'étude des propriétés d’émission d’'un dipdéns une cavité Fabry Pérot nous permettra daidéfie
solution pour modifier ces propriétés d’émissiorupaes sources de type OLED dans l'optique de leur
intégration dans le composant de I'instrument diyeé au laboratoire.

Enfin, nous conclurons sur le travail effectué @tpossibilité d’intégrer les sources d’excitatioand le
composant de l'instrument, et présenterons leppetives que ce travail a apportées au sein detpedjplus

généralement dans le domaine des biocapteurs.



Chapitre 1. Contexte du travail de these

1.1. Introduction

Le travail de thése décrit dans ce mémoire s'ihstans un des projets du laboratoire d'accueilab®ratoire
LISA (Laboratoire d’'Imagerie et des Systémes d'Asiions) du CEA — Grenoble, qui consiste a mette
point un systéme de détection d'agents pathogétibsable a I'extérieur de laboratoire et ce powrsd
applications trés variées. Ce premier chapitre ar fout de présenter le contexte et les enjeux dietle

détection afin de positionner le travail qui aéélisé au cours de cette thése.

Dans un premier temps, un cahier des charges paystéme d’analyse d’agents pathogénes que lemich a
mettre au point sera défini a partir des différerapplications visées. Puis nous montrerons enaprsiste un
tel systéme d’analyse en nous focalisant plusqdigérement sur I'étape d’analyse de I'échantilipi constitue

notre domaine de compétence.

Différentes méthodes d’analyse décrites danstkxditure seront ensuite présentées et nous lesaterops au
cahier des charges qui aura été défini. Cela netrsgitra de converger sur une méthode répondamsemble
de nos contraintes : la fluorescence. Puis, apr@s montré les limites intrinséques des principaiechniques

concurrentes, l'instrumentation développée dansraboratoire sera présentée.

Enfin, une description des objectifs spécifiques trhvail de thése sur l'instrument mis au point Kld@

laboratoire LISA sera effectuée.
1.2. Cahier des charges

1.2.1. Définition

Les systémes d'analyse biologique d’échantillong ses instruments permettant de détecter spéeifigat la
présence de molécules d'intérét ou d’'agents patlesgeappelés "analytes” ou "molécules cibles", dans
échantillon donné. Ces systemes d’analyses regnbwiérentes fonctions de manipulations d’un étthian,
dont le systeme de détection des agents pathogémexprement parler, qui est généralement appet@apieur
ou biopuce.

D’aprés la définition donnée par I''UPA@ternational Union of Pure and Applied Chemi$trigs biocapteurs,

ou biopuces sont des « instruments compacts cguusproduire un signal, discret ou continu, prdponel a

la concentration d’'un analyte ou d’'un groupe d'stesd, présents dans un échantillon qui combinelément
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d’origine biologique appelé biorécepteur et unsdarcteur représentant le mode de détection » (Tiog2©01).
Le biorécepteur est capable d'interagir spécifigeieimavec un analyte donné et d'induire de ce fai u
modification d’ordre chimique ou physique. Le trdmsteur est, quant a lui, I'élément qui exploitdtee

modification pour la transformer en un signal pgysi mesurable (optique, électrique, ...).

Il est classiquement établi que le terme biocaptidinit plus particulierement les instruments pettant la
détection d’'un ou de quelques analytes, alors guerme "microarrays" représente des composantsepiznt
une importante parallélisation de ces mesureseRamnple, la société Affymetrix a développé et comuadise
une biopuce permettant la détection de plus dedPOGséquences d’ADN différentes sur une surfacgZsd@m3.
Le terme "biopuce" est, quant a lui, un terme énérique utilisé pour désigner tous les microsyss
appligués a des applications en biologie. Ces myst@émes effectuent I'ensemble des étapes depuis la
transformation d’'un échantillon biologique (purdton, changement de phase, amplification, ...) jiésda

détection des analytes présents dans cet échantillo

1.2.2. Applications envisagées

Depuis plus de trente ans, les systémes d’analysdsgiques ont connu un essor trés important earsl
domaines d'applications sont multiples. Le diagitoskinique (identification de pathogenes chez fitroe ou
I'animal) est évidement un domaine pour lequelsyetémes constituent un outil puissant. La génoeigaur
I'établissement de cartes du génome, l'identifmatde nouveaux génes, ou encore |'étude de laifonde
génes et leur séquencage, sont aussi trées demartkeee type de technologies. De méme, le domaina d
pharmacie pour le criblage de molécules d'intéegirésente un champ d’application important pour les
biopuces, car ils requierent une parallélisatiossiwe des analyses.

Aujourd’hui, de nouveaux domaines d'applicationsseat développés, impliquant de nouvelles conteaisur

les instruments liées a I'environnement d’utilisatet aux types de molécules que I'on veut déteEtreeffet, de
nombreux travaux de recherche visent a mettre &t des systémes permettant d’effectuer des armlyses

laboratoire, voir directement sur le terrain, comme

- les analyses chez le médecin ou dans des poisEnté non exécutées par un spécialiste,

— les analyses a domicile (comme le diagnostic desgrsse, le dosage du diabéte, ...),

- les analyses dans les ambulances pour prépaterdpgalisations d’urgence,

— les applications militaires sur le terrain des afiéns (pour la protection des troupes) ou suergtbire
(protection civile),

- le suivi de I'environnement pour la détection ddyamts d’'origines industrielle, agricole ou nalleg

— le suivi des chaines agroalimentaires.
Il est par ailleurs nécessaire de pouvoir détet#eranalytes de nature tres variée :

- Protéines, toxines,
- Virus ou bactéries,
— Brins d’ADN,

- Gaz, ...

Cependant, malgré les efforts consentis ces des@mnnées sur les instruments conventionnels poélicaer
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leur compacité, leur ergonomie, et mettre au pdés méthodes de traitement de I'information autajuet il

n’est pas encore envisageable aujourd’hui de Iésautsur le terrain.

C’est dans ce contexte, et pour les applicatiofigidé ci-dessus, que le CEA a recherché a mettneoint un

systeme de détection d’agents pathogénes utiliselstelaboratoire.

1.2.3. Contraintes imposées pour une application hors lalratoire

Détaillons, a présent, ces contraintes imposéedesudispositifs de détection d'agents pathogérescps

nouvelles applications hors laboratoire.

lIs doivent étre extrémement compacts et robudiasdétre transportables directement sur le termi I'on

désire faire les mesures, voire portables par iguenndividu et faciles d'utilisation pour étre nigulables par
des non-spécialistes. Un des axes de rechercheygmauwenir est alors d’'intégrer au maximum lescfamns de
détection dans le composant du biocapteur afirédeire les déréglages possibles, ainsi que ledants opto-
mécaniques et les composants optiques convent®géekralement volumineux (amélioration de la rtduase

et de la compacité du dispositif).

Ces dispositifs doivent étre autonomes (utilisapotentielle sur batteries) pour des applicatiomsuarveillance
sur de longues périodes de temps et dans des nomeslesservies par un réseau électrique. Il sena do
nécessaire de choisir des composants a faible gonaton énergétique (LEDs, photodiodes MOS, déteste

non refroidis) afin d’améliorer I'autonomie de tslgstémes.

D'autre part, certaines de ces nouvelles applinatioonsistent a réaliser des opérations de suamed!
(protection civile sur le territoire, suivi de I'emonnement) qui nécessitent une lecture en contleu
I'échantillon, afin de pouvoir donner une alerte lapparition des agents pathogenes recherchéwadligation
de telles mesures en continu impose alors desasotes sur la méthode d’analyse utilisée. Il esengaire de
pouvoir effectuer la lecture de I'échantillon emfes réel, par exemple en réduisant le nombre détae la

réaction biologique : une étape de lavage de I'éiillen n’est pas compatible avec une lecture ettina.

Les dispositifs doivent ensuite étre robustes @&anhiveau de I'instrumentation qu’au niveau dedlgse et du
rendu des résultats et posséder de bonnes sdssktilspécificité de détection pour rapidement agnun
probléme (surveillance du territoire, détectionseivi de pollutions, ...). Il faut donc limiter au mimum la
contribution des signaux non spécifiques (adsonption spécifique, adsorption non localisée, auboéiscence
de I'échantillon,...) qui peuvent fortement limitagsl performances de certaines méthodes d’'analysesme&o
nous le verrons par la suite.

Enfin, les applications hors laboratoire demandées$ instruments capables de détecter plusieurstsagen
pathogénes sur une méme puce afin de limiter lebnerde systémes en paralléle. Il est donc nécesdair
développer des instrumentations multiplexes, céledite capable de détecter de maniére indépendsnte

simultanée plusieurs agents pathogenes dans untiicima
En résumé, le systéme que I'on cherche a mettpoia doit répondre aux contraintes suivantes :

— il doit étre aisément transportable hors laborataitest-a-dire avoir uriastrumentation compacte et
robuste,

— il doit étreergonomiquepour étre facilement utilisable sur le terrairmebir unefaible consommation



Chapitre 1. Contexte du travail de thése 15

d’énergie afin de pouvoir réaliser des mesures de survedlate facon autonome,

— il doit avoir de trés bonnesensibilité et spécificité de détection,

— il doit permettre la détection simultanée et indéfate de plusieurs agents pathogénes, c'est-atdire

multiplexe,

— enfin, il doit étrecapable d’effectuer des mesures en contimour les applications de surveillance.
Une description du principe de fonctionnement glaban systéme d’analyse biologique va maintenara é
effectuée. Nous nous focaliserons ensuite sump&te détection des agents pathogénes qui conétitajee clé
pour la mise au point de systémes utilisables tadosratoire ce qui nous permettra de justifier heig de la
méthode de détection retenue pour notre instrurhestobjectifs du travail de thése seront finaleindétaillés a

la fin de ce chapitre.

1.3. Description d’'un systeme d’analyse

Un systeme d’analyse biologique, tel que nous bevdéfini, doit permettre de détecter spécifiquetmian
présence de molécules cibles dans un milieu dabelkd. nécessite plusieurs étapes pour collectegcétpuis
analyser les résultats. On peut ainsi définir quétapes principales dans tout systéme d’analgéegiue (voir
Figure 1.1) :

i. une étape de collection ou de prélévement d’'unréiloa,
ii. une étape pré-analytique de traitement de I'éclhamti
iii. une étape d’analyse qui est I'étape de détectisma#écules cibles dans I'échantillon,

iv. une étape d'interprétation des mesures.
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ii. Etape pré-analytiquede
traitement de I'échantillon

O

i. Etape de prélevement de
I'échantillon (eau, air, sang,
urines, ...)

iii. Etape d’analyse: détection
des molécules cibles

iv. Etape d'interprétation des ' Plots de captures
résultats

| Se— —— I 1 |

H |_| ﬂ , Biocapteur ou biopuce

PIot 1 Plot2 Plot 3

Figure 1.1. Schéma simplifié des différentes étapes du dérauend’'une analyse biologique, du
prélévement de I'échantillon a I'interprétation désultats.

Les étapes i et ii se justifient par la diversitéaecomplexité des milieux pouvant contenir lesratg pathogenes

a détecter :

- milieux agueux comme les eaux de riviere ou dertzags, ou encore 'eau potable,

— milieux trés complexes comme le sang, les urirefit, ou encore des aliments pour la recherche de
bactéries dans les chaines agroalimentaires,

— milieux gazeux comme l'air pour le suivi de la ptibn atmosphérique, la détection de gaz, ou la

surveillance du territoire.

Suivant la nature du milieu d’analyse, il peut &éeessaire de collecter un échantillon et dealeetravant toute
opération de détection d’agents pathogeénes. Celsistera par exemple a aspirer un important voldiaie et
concentrer les différentes particules ainsi coflestdans un faible volume de solution qui pourra énsuite
plus facilement manipulable lors de I'étape de céa des cibles. Pour d’'autre types de milieuxpo® le
sang, les urines ou encore le lait, des étapesidficption ou de filtrage peuvent étre nécessarfas de limiter
les contributions non spécifiques des différentedémules naturellement présentes dans ces milisebs, (
globules, graisses, ...). L'analyse d’aliments pguant a elle, nécessiter des étapes de lyse oigesgtidn afin
de transformer l'aliment solide en une solution ipalable. Enfin, pour certaines applications, déspés
d’amplification sont utilisées afin d’améliorer lbsites de détection. Par exemple, pour la détecti’ADN, il
est possible d'effectuer une étape de PCR (Polymethain Reaction) qui permet de multiplier lesdri
d’ADN déja présents dans I'échantillon. Cette afigation des brins d’ADN cibles dans I'échantillaffre

alors la possibilité d’en détecter plus facilemaatrées faibles quantités.
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Aprés avoir collecté, concentré et mis en formehantillon a analyser, vient I'étape d’analyse fétii), c'est-
a-dire I'étape de détection des molécules ciblesteGitape est trés importante dans les systeranalgse car
c’est elle qui permet de conclure sur la présencaan des analytes dans I'échantillon. C'est aigeau que

I'on parle de biocapteurs ou microarrays.

Le principe de cette étape est de faire réagimekecules cibles présentes dans |'‘échantillon awex surface
comportant plusieurs zones appelées « plots ». {ghplpt comporte une famille bien déterminée deéades

permettant la capture locale et spécifique de icersecibles par reconnaissance moléculaire.

Enfin, une derniére étape (étape iv) d'interprétaties mesures est nécessaire afin de statuex prgdence et
la quantité de molécules cibles dans I'échantilldn.appellera dosage le fait de déterminer la dudaghé cibles

dans un échantillon.

Nous nous intéresserons dans la suite du rappoltsexement a I'étape d’analyse de I'échantillotapé iii)

pour laquelle un systéeme complet (instrumentatiqger@ocoles) a été mis au point au laboratoire.

1.4. Les étapes de I'analyse

Le principe de fonctionnement d’un biocapteur gt représenté par la Figure 1.2. Tout d’abord, étape de
reconnaissance moléculaire permet la détection ndelécules cibles présentes dans I'échantillon pes d
molécules spécifiques appelées sondes de captaoeetriinsformation des ces événements biologiquasen
signal physique mesurable permet ensuite de détegeésence des molécules cibles immobiliséesugiace :
c’est I'étape de transduction du signal. Cette &tagt trés importante dans les biocapteurs car efegrande
partie elle qui détermine les performances (selitgilet spécificité de détection, compacité, robsse, caractére
multiplexe, utilisation en continu) du biocaptetmfin une étape de mesure du signal physique pedmet

remonter a la présence (détection) et a la coratémtr(dosage) des analytes dans I'échantillon.
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Transduction du signal
Reconnaissance moléculaife | biologique en signal physiquge Mesure
Ifl::] Enzymes
<> <>’_ Anticorps Radioactivité
* ADN Optique
Acides i 5 i
> ° Signal électrique Détection
nucléiques o
Variation de masse
* >_ Cellules
<> végétales i
]
|f|:::| : et animale :
|
" . ! : :
Cibles Sondes de Biorécepteur: ! Transductet : Lecteu :
captur. < Biocapteur >
Figure 1.2. Représentation schématique d'un biocapteur: I'steal interagit avec le biorécepteur

induisant une modification d'ordre chimique ou plgye qui est transformée en signal mesurable par le
transducteur (d’aprés Neuburger 2006).

1.4.2. La reconnaissance moléculaire

Le fonctionnement d’'un biocapteur repose sur uteraction spécifique entre un biorécepteur et un&cule
cible ou analyte, interaction qui correspond a gwonnaissance moléculaire. On peut définir latidade
reconnaissance moléculaire comme la propriété gulenx molécules a s’associer pour former un duplpar
exemple un couple anticorps/antigéne ou deux maires ltomplémentaires d’ADN. L’analogie du principe
clé/serrure, introduit en 1894 par Fisher pour tiomologie (Zuber 1997), est souvent utilisée pogliguer le

caractere spécifique de cette interaction :



Chapitre 1. Contexte du travail de thése 19

Cible Cible non
complémentaire complémentaire

Association l

reconnaissanc
moléculaire Sondes de

capture
| |

X Pas de
X reconnaissance

moléculaire

Suppor

Figure 1.3. lllustration du principe de reconnaissance moléagla a gauche «la clé et la serrure »
correspondent : il y reconnaissance moléculairedraite, il n'y a pas de correspondance et donc pas
reconnaissance moléculaire (Roncali 2007). Dangecégure, nous avons choisi d'illustrer le prineige
reconnaissance moléculaire via une complémentantérphologique; au niveau moléculaire, cette
complémentarité a lieu entre des liaisons chimiquas covalentes.

En biologie moléculaire, les termes "moléculesasblou "analytes”, et "sondes de capture" sont @ygpl afin
de désigner respectivement les molécules a dét@etetclés") et les molécules permettant leur cée (les

"serrures").

Cette reconnaissance moléculaire peut avoir liemi#ieru homogéne (par exemple une phase liquide}ien

en milieu hétérogéne (sur un support solide) (@dadFigure 1.3). Lorsqu’elle se fait sur suppafide, il
devient possible de définir différentes zones @emaaissance moléculaire ou "plots biologiques'lssguelles
sont déposées des sondes de capture différenteSDHEnil est ainsi possible de réaliser des puoassgdant
jusqu'a 16 plots différents sur une surface de 25 mm?2. Lesésyes basés sur le principe de reconnaissance
moléculaire anticorps/antigéne peuvent quant a puésenter jusqu'a plusieurs dizaines de zones de
reconnaissance différentes sur un méme support dR@99, Tschmelak 2005). La différence de densité d
zones de captures en immunologie par rapport acespa ADN provient principalement de la difficutté
produire un grand nombre d'anticorps différents. Pas, il est aujourd’hui possible de synthétises d
séquences d’ADN directement sur le composant élauce (Pease 1994), ce qui permet de réduirertgre

d’étapes de fabrication, alors que ce n’est pasaggable en immunologie.

Plusieurs types de molécules peuvent étre utils@®me sondes de capture. Cependant, la plupart des
biocapteurs ou biopuces utilisent soit des monasbd’ADN (on parle alors de biopuces a ADN) sois de

anticorps (on parle alors d'immunocapteurs).

L'utilisation de mono brins d’ADN comme sondes depture

L’ADN est une molécule formée de deux brins com@ataires enroulés en une double hélice (voir Fidude

a). Chaque brin d’ADN est constitué d'un ensembdendicléotides qui sont eux méme constitués de trois
éléments : un groupement phosphate, un sucre gedbase azotée. Il existe quatre bases azotéenite (A),

la cytosine (C), la guanine (G) et la thymine (Dn représente alors généralement un brin d’ADN lpar

succession de ces bases azotées (A, T, C, G).
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Il existe de plus des régles d’appariement engdieses azotées : la base A s’apparie uniguemeatabase T,
et la base C avec la base G. Ainsi deux brins d’Ai@Noourront se lier pour former la double hélice gi ces
brins sont complémentaires, c'est-a-dire si laesgion des bases d’un des brins est complémestavant la
regle d’'appariement A avec T et C avec G du sedwimd(voir Figure 1.4 b). Cette réaction qui cortdiuila

formation d’une double hélice s’appelle I'hybridatj et la réaction inverse la dénaturation. Noilsertons par
la suite le terme "association" pour désigner ltigdtion et "dissociation" pour désigner la dénation. Ces

deux termes sont en effet plus généraux et poustappliquer a décrire les phases de réaction enitéines.

Les puces a ADN utilisent cette complémentaritéeedeux brins pour I'étape de reconnaissance mialiéeu
Lorsqu’un brin d’ADN présent dans I'échantillon aadyser (brin cible) est complémentaire d'un briARN
attaché sur le support de la réaction (sonde deuegp ces deux brins vont pouvoir s’hybrider :st'ee que

nous appelons la "reconnaissance moléculaire".

a b
Brin 2 Liaisons Hydrogénes
T Brinlet2 fm= peveep =
A complémentaire fm 1 ssxs 5 =
T Hybridation AT T
; Brin 1 [ G Brin 3 —Crree g ™
e — G
_A I A _G — T---- A —
T T = A — ATt T —
A T
— C — G
— G — C
T A — A >c 7]
A T — T A=
Brinlet3 non = A T
complémentaire : ™ C G
Pas d’hybridation ™ G c ]
—T AT
A T

Figure 1.4. a : représentation de la structure en double hétiee’ADN ; b : Principe de I'hybridation de
I’ADN. Trois brins simples constitués chacun d'wsnecession de nucléotides sont mis en contacbiies 1 et

2 sont complémentaires, ils s’associent donc poumér une double hélice. Au contraire les bring B3 @e sont
pas complémentaires, ils ne s’associent donc paglus exactement la stabilité du duplexe formést plus

faible.

Il est ainsi possible par cette reconnaissance culzlige de détecter la présence de toute entitéenant de
'ADN dans la mesure ou il possible d'extraire DN afin de I'analyser. Cette méthode peut étres tré
spécifique et trés sensible (détection possiblealtopie par PCR quantitative).

Cependant, il est impossible de détecter par ce¢thode certains agents pathogénes ne possédatidy

(toxines, protéines, ...). Par ailleurs, afin de di&tela présence d’'une bactérie ou d’'un virus deméchantillon
par I'utilisation d'une biopuce a ADN, il est nésase d’'extraire leur ADN avant l'analyse ce qybtde une
étape et rend plus difficile la détection en camtincontrainte forte de notre cahier des chargefinEcette
méthode ne permet pas de vérifier si I’ADN provigdin organisme vivant (donc pathogéne) ou morhédwon
pathogene).
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L'utilisation d’anticorps comme sondes de captures

Les anticorps (Ac) constituent un des principaurmposants du systéme immunitaire permettant d'assare
défense de l'organisme contre lintrusion de paémag. En réponse a un type d™agresseur”, le cqas,
l'intermédiaire des lymphocytes, produit un typarmticorps spécifique a cet agresseur qui a la d#pde le

reconnaitre et de s’y associer.

a) |
i b)
Partie variable : définit I'antigéne qu:e
I'anticorps est capable de reconnalitre Kon
'+ Ac+Ag +=—"Ac-Ag
. l Kort
Partie constan | L
' kon = constante d’association (M%)
E ko = constante de dissociation')s
)
Figure 1.5. a: Structure simplifiée d’'un anticorps : il est mposé d'une partie variable qui définit

I'antigéne que I'anticorps est capable de reconmgiét d'une partie constante a tous les anticqrps réaction
de complexation entre un anticorps et son antigéwe= anticorps, Ag = antigéne, Ac-Ag = complexdiearps
— antigéne).

Les anticorps sont des protéines constituées de pities, une partie constante et une partie bigriqui va
déterminer le type de molécules que I'anticorpsre@onnaitre (voir Figure 1.5 a). Les anticorps pdest

généralement deux sites de liaisons qui se siuentveau de leurs parties variables.

L'utilisation d’anticorps comme sondes de captuegnpet de détecter spécifiguement un grand nombre de
molécules ne possédant pas forcement d’ADN. lla@ssi possible de détecter des protéines, des wtus
bactéries grace aux protéines présentes sur leunbraee, ou encore des toxines, ... Les dosages
immunologiques présentent donc I'avantage d’étus génériques que ceux utilisant des biopuces a gilide

peuvent détecter que des cibles possédant de 'ADN.

Affinité et spécificité de la reconnaissance molégive

Les deux caractéristiques essentielles du phénod&neconnaissance moléculaire, que ce soit paar&EDrps
ou avec de I'ADN, sont I'affinité et la spécificite’affinité définit la stabilité du complexe Anticps — Antigéne
(Ac — Ag) ou ADN-ADN et la constante d’affinité edonné par le rappoia = ko/korr (€n M?) (voir Figure 1.5
b). Plus l'affinité de l'interaction entre la cibé la sonde de capture est grande et plus le exmgst stable. La
spécificité de la sonde de capture correspond, tqaaelle, & sa capacité a sélectionner entre de&ces
chimiques proches. Idéalement, un anticorps "sigé&f ne pourrait former des complexes stablesvgede
seul antigene contre lequel il a été produit. Denméun brin d’ADN ne pourrait former de doublesided
gu'avec son brin complémentaire. Toutefois, il &xisoujours des "réactions croisées". Un anticqrpst
reconnaitre avec des affinités plus ou moins fodes antigenes analogues, c'est-a-dire de struptuseou
moins semblable a celle de I'antigéne de référedeebrin d’ADN, de son cbté, peut former des dupkeplus
ou moins stables avec des brins qui ne lui sontpaafitement complémentaires mais dont certairesed

varient. On parle dans ce dernier cas de mésappamis (ou mismatch). Cette capacité a pouvoir negidre
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des cibles avec des affinités différentes a étisési pour définir des dosages particuliers peamétine mesure

en continu comme nous le verrons dans le paragraphiz.2.

La spécificité de détection et les adsorptions repécifiques

On appellera détection spécifique d’une molécubdecioute réaction de reconnaissance moléculaiie em
analyte et la sonde de capture qui lui est compiéaire. C'est ce type de réaction que les systélaaitection

d’agents pathogénes cherchent a détecter carseliespécifiques des molécules cibles recherchées.

Par opposition, toute adsorption de moléculesessupport de la réaction qui n’est pas due a wenraissance

moléculaire sera qualifiée d’adsorption non sp@uéi (voir Figure 1.6).

O
@ Molécule cible

QO Molécules quelconques présentes
@ dans I'échantillon a analyser

Echantillon
[”:”::> YYSonde de capture
e o ©
e © ¢ o @ ®
Q
YA Yo o a YXYY
AN al |
[/ Plot 1 \ / Plot 2
Détection spécifique Adsorptions non spécifiques
Figure 1.6. Schéma représentatif d’'une détection spécifique @uen événement de reconnaissance

moléculaire, et d’'une adsorption non spécifique diéférents composés présents dans I'échantillanalyser.
Ces adsorptions non spécifiques représentent sbumerimportante limitation des systéemes de démectiis au

point, comme nous le verrons dans les paragrapliesnss. En effet, afin d’atteindre les meilleusesisibilités
de détection, il est nécessaire de discriminesigsaux dus a des adsorptions non spécifiquesigesux des
événements de reconnaissance moléculaire. Poyrl'aéilssation de traceurs permet généralementrborer
la spécificité de détection car le plus souvent lectivité dépend d'un événement de détection figaei
Cependant, nous verrons que certains traceurs, edesrtraceurs magnétiques, peuvent aussi étrie rfaamt
adsorbés de fagon non spécifique sur le supportatgion et créer un signal de fond nuisant a feibéité de

détection du systeme.

1.4.3. Transformation du signal biologique en un signal plisique mesurable

Une fois cette étape de reconnaissance molécatieetuée, il est nécessaire de transformer caseévents de
reconnaissance biochimique en signal mesurableltiotensité est dépendante de la concentratioaralyte :
c’est le mécanisme de transduction (voir Figurg.1D® trés nombreux mécanismes de transductiogrdiffs
ont été utilisés et décrit dans la littérature, tjore peut séparer en deux catégories : ceux atitisles traceurs et

ceux n’en utilisant pas.
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Dans les méthodes utilisant des traceurs, nousgmsusiter :

la transduction électrochimique, qui repose sumésure d’un signal électrique induit ou modifié fzar
présence de molécules électroactives au voisinage d&lectrode ou d’'une surface conductrice. Les
traceurs sont alors les molécules électroactivepeuvent, par exemple, étre le produit d’'une riéact
enzymatique (Turner 1999, Dill 2004). Un autre &yt utilise des billes d’or comme marqueurs des
molécules cibles afin d’autoriser le passage dourant électrique entre deux électrodes (Park 2002)
Une réaction avec des sels d’argent permet al@ggdhenter le courant électrique mesuré grace a la

croissance d’un film conducteur entre les électsode

la transduction magnétique, qui consiste a utilises microparticules magnétiques comme traceurns afi
de modifier le champ magnétique au dessus de rhicbines. Cette méthode permet d’atteindre de trés
bonnes limites de détection (Sheehan 2005) danédtesntillons pouvant étre complexes (sang, urines,
salive) (Lu 2006, Meyer 2007).

la transduction radioactive, qui utilise des patBs radioactives. Cette méthode est I'une des plus
sensibles et précises. Cependant, la lourdeur despoiations mises en ceuvre, les probléemes de
contamination et de réglementation constituent dgecipaux inconvénients de cette technique et
expliquent le désintérét observé dernierement pette méthode. Elle est par exemple incompatible
avec un systeme portable utilisable hors labomtdir fait du danger de contamination radioactive de

I'environnement.

la transduction électrochimiluminescente, qui pdrif@améliorer la spécificité et la sensibilité de
détection des méthodes électrochimiques dans dem#tons complexes, car ces dernieres peuvent
étre génées par la présence de molécules éledtesacibn spécifiques dans I'échantillon (Marquette
1999). Cette méthode consiste alors a utiliseramposé chimiluminescent (par exemple le luminol)
afin de convertir les composants électroactifsadeéaction enzymatique spécifique de la détectem d

cibles en un signal optique moins sensible a lapmsition de I'échantillon.

la transduction optique, qui utilise des molécuilesinescentes. Ces molécules luminescentes peuvent
étre soit des particules chimioluminescentes odubimescentes, soit des molécules fluorescentes
(Lakowicz 1983, Rowe 1999, Ligler 2002, Tschmel@R2) ou encore des nanopatrticules qui diffusent
la lumiére (Yguerabide 1998, Stimpson 1995). Cethattes optiques, et en particulier les méthodes
utilisant la fluorescence, sont actuellement legspperformantes en termes de sensibilité et de
spécificité de détection et peuvent permettre leali®dn de molécules individuelles (Unger 1999,
Rachet 2007, Castro 2004).

Les méthodes n'utilisant pas de traceurs détectpraint a elles, directement I'arrivée des molécslasle

support de la réaction. Parmi ces méthodes nouspsLeiter :

les méthodes par résonance de plasmon de surfaé9 (fsii mesurent les variations de I'indice optique
au dessus d’'une couche métallique (généralemenjtidtiuites par I'arrivée des molécules cibles (Hoa
2007),

les méthodes par onde acoustique de surface ceitdét les modifications des propriétés mécaniques

d’'une surface induites par I'arrivée des cibleslewupport de la réaction,
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- les méthodes gravimétriques qui mesurent, a I'delenicrobalances a quartz, les variations de masse

induites par 'arrivée des molécules cibles sigupport de la réaction,

- les méthodes a transistors a effets de champs (§&Be basent sur la mesure des modificationa de |
tension aux bornes d'un transistor a effet de chamfonction de I'arrivée de molécules chargées a s

surface (Jaffrezic-Renault 1999),

- les méthodes basées sur la diffraction de lumiareup réseau optique qui détectent, quant a ddes,
variations de l'indice optique du milieu & l'intade du réseau induites par l'arrivée des molécules

cibles sur le réseau (Challener 2000),

- les méthodes interférentielles qui détectent lesiattans de chemin optique sur une figure
d'interférence due a la présence ou non de cihiesirs des bras de l'interféromeétre utilisé. La @ldp
de ces méthodes se basent sur un interférometviadie Zender et détectent les variations d’'indiae su
un des bras dues a I'association des cibles agesoiedes de capture présentes sur le bras (Indenhof
1993, Brecht 1995),

- les méthodes a variations d'impédances crééespavée des molécules cibles entre deux électrodes

1.4.4. La mesure

Enfin, une fois cette étape de transduction effsgtul est nécessaire de mesurer ce signal physifinele

remonter a la présence et a la quantité de molecities présentes dans I'échantillon.

Suivant le type de mécanisme de transduction ghidrsstrument pourra plus ou moins étre intégré. dffet,
certaines méthodes se basent sur des structurgaricitre réalisées par des techniques de mictoghégue
(transduction électrochimique, magnétique, parat@am de masse, par FET) permettant de profiteadascées

de cette technologie pour leur intégration.

Au contraire, les méthodes de transduction optitgaessitent généralement des instrumentations voduses
et complexes. En effet, il est nécessaire de ditgéumiere vers le détecteur optique ce qui mEuhander des
composants volumineux et fragiles, trés sensibles moblemes d’alignement ou de focalisation loesgun

systeme imageur est requis (Rowe 1999, Golden ZG0&,2005).

Cependant, de nouvelles réalisations ont montrpoksibilité de contourner ces problémes en intégian
détection dans le composant (Vo-Dinh 1999, Naimu&i0i02, Chediak 2004, Choudury 2004, Misiakos 2004)
ou en limitant les composants optiques avant leatétir (Robinson 1993, Schultz 2007). Ces travaux
démontrent ainsi la possibilité d'intégration dgstémes basés sur une détection optique sans ainerdels

performances.

1.5. Latransduction du signal

Nous allons a présent détailler les méthodes aesdrtection du signal présentées précédemment eisqmétes

méthodes compatibles avec le cahier des chargesoysenous sommes fixé.

Pour ce faire, une distinction entre les méthodifisant des traceurs et celles n’en utilisant pasa effectuée.
De plus, nous séparerons les méthodes utilisanttrdesurs en deux sous catégories : les méthodes av

marqueurs et les méthodes sans marqueur.
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Les méthodes sans traceur détectent directemerivéa de molécules sur le support de la réactiors ajue les
méthodes avec traceurs utilisent des moléculesniéddiaires (billes magnétiques, enzymes, fluoroghor..)
afin de suivre un événement de reconnaissance uialéc On distinguera de plus les termes tracetirs
marqueurs qui désignent respectivement les molgcpdgmettant de suivre indirectement les réactibms
reconnaissance moléculaire et les molécules que ditache directement sur la cible afin de dételeter
présence dans un échantillon. Les marqueurs comédspt donc a une utilisation particuliére desemas dans

le sens ou ils sont attachés aux molécules cibles.

Nous montrerons ainsi que les méthodes sans traeesont pas adaptées au cahier des charges gsi@00sI
sommes fixé en particulier a cause de problemespeeificité de détection. Puis I'étude des difféesn
méthodes avec traceurs nous permettra de monteef'ufilisation de marqueurs sur les molécules ashést

incompatible avec une détection en continu, comieamportante de notre application.

1.5.1. Méthodes sans traceurs

Afin de bien comprendre le principe des mécanisutiisés dans ces méthodes de transduction dulsigna
traceurs qui détectent directement l'arrivée dedéoubes cibles sur le support de la réaction, nallens
présenter le principe des systémes a variation a&sen Cela nous permettra de faire ressortir lastages et
limites de cette méthode, et de les comparer autraiotes que nous nous sommes fixées. Une rapide
présentation de la méthode optique par plasmonidiace sera ensuite effectuée, ce qui permettggédéraliser

les remarques effectuées sur les systemes préc@tiensemble des mécanismes de transduction isaett.

Méthode de transduction par variation de masses.

Cette méthode est basée sur la détection desigasate masse induites par I'arrivée des moléaitdes sur le
support de la réaction (Davila 2007). Pour celasupport de la réaction est réalisé soit sur ureanpointe,
appelé cantilever, soit sur une microbalance atguba mesure des variations de masse a leur suefstcalors
effectuée en mesurant les variations des résonam&esniques du cantilever ou de la balance a quamteffet,
la fréquence de résonance de ces composants dépdedr masse et donc de la masse adsorbée aitéaces
Ainsi, si on greffe sur ces supports des sondecaggure des molécules que l'on veut détecter, ahaqu
événement de reconnaissance moléculaire va indogevariation de masse due a l'association deble evec

sa sonde de capture (voir Figure 1.7).
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Figure 1.7. Représentation schématique du principe de meswire si/stéeme de transduction par variation
de masse. Apres réaction, I'association des ciblesc les molécules sondes entraine une augmentdé&on
masse sur la zone de mesure. Cette variation deemnpsut alors étre détectée en mesurant par exelmple
décalage de la fréquence de résonance du capteur.

Aucune étape de marquage des molécules cibles davedge de I'échantillon n’est alors obligatoireupo

détecter la présence de molécules sur le suppadattion. De plus, seules les molécules qui sdatsarface
du support de la réaction sont détectées et pamddscules présentes dans le volume de I'échamtii@es
techniques permettent donc d'effectuer des mesenesontinu de I'échantillon, contrainte que nousisno

sommes fixée.

Cependant, cette méthode de mesure est incapaldéféiencier I'association des molécules cibles [gs
sondes de capture de I'adsorption non spécifiqaettEs molécules sur le support de la réactiorr (vigiure
1.6). Ce type de méthode sans traceur présenteatogénéral des spécificités de détection moyeoceeawi

constitue leur principale limitation vis-a-vis detre cahier des charges.

Méthode de transduction par plasmon de surface ($3PR

Cette méthode de détection consiste a exciterdenmn de surface d’'une couche métallique dépogéke su
support de la réaction biologique et a mesuredésacements de la résonance de ce plasmon. ldégaitdu
plasmon de surface a lieu lorsqu’'une onde luminsaspropageant dans un milieu d’indice de réfractievée
est réfléchit par un milieu métallique (le plus gent une couche mince d’or). Le champ de I'ondeiheuse a
alors la possibilité d’exciter les électrons libmgsents dans la couche métallique créant une aatietrons :
le plasmon de surface. Pour une incidence pami®ylie faisceau lumineux entre en résonance avplasmon
de surface. Toute I'énergie de cette onde est ctiaven plasmon et il n'y alors plus d’onde transenni
réfléchie. Cet angle d'incidence pour lequel laorésice se produit dépend des propriétés de la eouch
métallique, de la longueur d’onde de la lumiéredente et des indices optiques des milieux entdusacouche
métallique. Ainsi, si le milieu change, I'angle disonance change aussi, ce qui constitue le pereiplus
courant de la mesure en SPR. En effet, la fixaiermolécules sur la surface de la couche métalkoeaine
une modification de l'indice optique du milieu airet un déplacement de I'angle de résonance de plraéroir
Figure 1.8). Cette méthode détecte donc les madiifics globales de I'indice optique des milieuxvaisinage

immédiat (< 100 nm) de la couche métallique.
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Figure 1.8. Schéma de principe de la détection par la résonadee plasmon de surface. La

reconnaissance entre une molécule sonde et ure wibtlifie I'indice de réfraction du milieu juste dassus de
la couche métallique et donc modifie I'angle deoréance plasmon (illustration reprise du livre Roh@807).

Ce type de transduction, ainsi que les méthodesopde acoustique de surface, par FET ou baséek sur
diffraction d’un faisceau lumineux, qui détecteiredtement I'arrivée de molécules sur la surfacéadéaction,
sont donc compatibles avec une mesure en contieper@ant, elles ne permettent pas de discrimirer le
événements de reconnaissance moléculaire des #dmermon spécifiques de molécules présentes dans
I'échantillon ce qui peut fortement limiter leumsibilité. La solution la plus fréquemment utilisgst de placer,

sur la puce, des plots témoins. Ces plots ne camptopas de sondes de captures et doivent, théonigpt du
moins, permettre la mesure des adsorptions norifispés. Cependant, les problémes liés aux adsorptnon
spécifiques sont trés complexes et ne peuventtéi®s simplement via des plots témoins. De paes
adsorptions élévent le niveau du signal mesuré amplitude du bruit de mesure et I'emploi d'uroptémoin

fait intervenir, dans I'expression du signal spécié, une mesure supplémentaire : la sensibilitédesc

dégradée.

Enfin, une fois les cibles capturées sur le supgera réaction, il est trés difficile de les reti{(désorption) : la
régénération du dispositif en vue d’une nouvelleeckion est alors trés difficile. Le support derdéaction est

donc a usage unique, ce qui limite 'autonomie @pakitif pour des applications sur de longuesquis.

L'ensemble des méthodes de transduction du sigme saceur présentent donc le probléme d’absorpibm
spécifique ce qui nuit a leurs performances endserde spécificité et de sensibilité de détectidutillsation de
traceurs peut permettre de limiter les effets dlest@adsorptions grace a la spécificité du trace'est-a-dire sa
capacité a émettre un signal seulement lorsgutitésaoin d’'un événement de reconnaissance moléeubai

directement attaché a une molécule cible (cas @eguaurs).

1.5.2. Méthodes avec traceurs

Etudions & présent les méthodes avec traceurs;ectise les méthodes utilisant des molécules aitires
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(fluorophores, microparticules magnétiques, enzymespermettant la détection et le dosage de ptedui

Pour ce faire, nous allons distinguer les méthadiisant des traceurs pour marquer les moléculdes (que
nous nommerons les méthodes avec marqueurs) és gell détectent indirectement la présence desscgrfice

a des protocoles biologiques particuliers (que mmmmerons les méthodes sans marqueur).

1.5.2.1Méthodes avec marqueurs

Le principe des méthodes avec marqueurs est dalsigas molécules cibles avant, pendant ou apregsalction
de reconnaissance moléculaire a I'aide de moléaulesl’on est capable de détecter : molécules niagres,

fluorophores, enzymes transformant un produit, ...

Pour cela, le protocole classiquement utilisé emumoanalyse est la méthode dite «en sandwich ». Ce

protocole consiste a (voir Figure 1.9) :

i. faire réagir les molécules cibles avec le supperté&hction sur lequel les anticorps de captureétint

accrochés,

ii. faire circuler au dessus du support de la réaatimm solution comportant des anticorps de détection
préalablement marqués a l'aide d'un traceur. CdE@ps vont a nouveau reconnaitre les cibles

capturées lors de la phase (i) et s’y associer.

ii. laver le support de réaction afin d’éliminer leus d’'anticorps de détection marqués qui sontgmtss
dans I'échantillon. Certaines méthodes de transmiugteuvent cependant permettre de s’affranchir de
cette étape grace a une restriction du volume deureeau niveau de la surface de réaction (ondes
évanescentes, SPR, ...). Les traceurs présents 'daharitillon ne contribuent alors plus au signal et

dans ce cas les étapes de marquage (ii) et de en@gupeuvent étre réalisées simultanément.

iv. mesurer le signal des traceurs utilisés afin deorgen a la présence et a la concentration des mekc

cibles dans I'échantillon.

Etape i : étape de reconnaissance
moléculaire

Echantillon @ Sondesde marquagH S\ O~<

00 @) Traceu

Yy Yof‘ﬂ:::?% LY

Support de la réaction Support de la réaction

Etape ii : étape de marquage

Figure 1.9. Principe de la réaction « en sandwich ». La détectdes événements de reconnaissance
moléculaire se fait par le marquage des molécuieles a I'aide d’une sonde de marquage sur laquediefixé
un traceur.

Ce protocole de réaction peut également étre agippicavec de I'’ADN bien qu'il soit plus courant idaliser le

marquage des cibles pendant I'amplification ensatiit des amorces fluorescentes.
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Cette méthode offre 'avantage d’étre trés sengiBégpsford 2002) et spécifique car nous avons ubldcétage
de reconnaissance moléculaire : par les anticagffég sur le support de la réaction (sondes deucayp et par

les anticorps de détection (sonde de marquage).

Cependant, il est difficile de détecter de petitedécules (< 800 Da) par cette méthode (Ligler 2068 les
molécules cibles doivent posséder au moins deasg diaccroche (épitopes). En effet, cette méthogdigue la
fixation de deux sondes (des anticorps sur la Eigu®) sur la molécule cible pour sa détectionsdade de

capture, et la sonde de marquage.

Par ailleurs, cette méthode n’est pas bien adapties mesures en continu. En effet, une utilisaimeontinu
impliquerait que la réaction de reconnaissance catdére se fasse en présence de la solution deuaigeg On
aurait alors un signal de fond trés important da présence des sondes de marquage dans I'éatvaruti! qui
nuirait & la sensibilité de détection. Cette méthest donc généralement utilisée en point finalstea-dire apres

réaction des cibles avec les sondes de captuagagdd des sondes de marquage en excédent daratiétah.

Certains mécanismes de transduction permetteneftositd’effectuer les étapes de marquages et deirmes
simultanément, autorisant ainsi une mesure enmmon@es méthodes sont basées sur un confinemdatzdee
de mesure au niveau du support de la réactiordafsiaffranchir des signaux des sondes de marquégentes
dans le volume de I'’échantillon. On peut, par exemgiter les méthodes d’excitation par ondes ésemaes
(Rowe 1999, Sapsford 2002, Tschmelak 2005), ourentes méthodes locales de transduction (SPR avec
traceurs, SAW avec traceurs, ...). Cependant, cesatiés de transduction ne permettent pas de s'affrade
l'adsorption non spécifique des anticorps marquésdessupport de la réaction créant un signal meespondant
pas a la détection d’une cible. Cette adsorptienstedes de détection est d’autant plus génantéaqueantité
d’anticorps marqués et mélangés a I'échantillonimgiortante (forte concentration pour accéléretapé de
marquage).

De plus, ce protocole de mesure implique I'utiizatd’'une quantité trés importante d’anticorps deaqoage, ce
qui peut le rendre trés colteux et difficile a meetin place en pratique (volume important de risacttilisation

de moyens de conservation).

Enfin, ces méthodes n’autorisent toujours pas dggmération du support de la réaction permettarmale/oir
réaliser plusieurs fois une méme réaction sur lmenéupport. En effet, un complexe sonde de captuible
est tres difficile a dissocier une fois formé, eg iend les supports de ces protocoles a usageein@ela nuit

alors fortement a l'autonomie du systéme.

Bien qu’elles permettent d’améliorer la sensibiétda spécificité de détection, les méthodes aestfuction du
signal avec marquage des molécules cibles a l'daléraceurs ne sont donc pas adaptées a notra ckesie

charges, en particulier pour des analyses de dlanet en continu.

1.5.2.2Méthodes sans marqueurs

Considérons a présent une famille de méthodes pmhela détection indirecte des événements de
reconnaissance moléculaire a l'aide de traceurs. f&thodes utilisent les différences d'affinité queaivent
avoir les anticorps pour les cibles et des analegies cibles qui sont des molécules proches chanigut

(idéalement, analogues des épitopes reconnusgantieorps).
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Le protocole de dosage biologique avec traceumus adapté a la surveillance en continu est lagmgiue

nous appelons "ASDI" (Antibody Surface Displacememnunoassay) qui consiste a (voir Figure 1.10) :
i. greffer sur le support de la réaction des analogessmolécules cibles que I'on désire détecter,
ii. faire réagir ces analogues avec les anticorps pleireapréalablement marqués par un traceur,

ii. faire circuler I'échantillon au-dessus de la swfae réaction. Lorsque des cibles sont présentes da
I'échantillon, les anticorps, qui posseédent uneaé supérieure pour les cibles que pour les anads,
vont préférentiellement s’associer aux moléculédesi et se détachent des analogues présents sur le
support de la réaction. Ce processus est appehdpttition” entre les analogues et les cibles actiéite
Le signal des traceurs au niveau du support dégletion décroit alors de facon corrélée a la gigadé

cibles présentes dans I'échantillon.

a) Etapes i et ii : fonctionnalisation du
support de la réaction, prét pour le Etapes iii : réaction de dosage
dosage

I]EIlEch:';mtiIIon O_é) (\-O O-f)

Anticorps Molecule

maraut cible ; ;
Analogue

des cible @ @

Support de la réaction Support de la réaction

c) 4 Introduction des

/ cibles

Régénération du support

TR AR

Support de la réaction

Signa

—c_ e e e, e, e e, e e e, - ——————a
v

Temp:

Figure 1.10.  a: principe de la réaction ASDI. Les anticorps opaés et fixés aux analogues greffés sur le
support de la réaction vont préférentiellement stacher aux molécules cibles lorsqu’elles sont pnéss dans
I'échantillon, induisant une baisse de signal descéurs au niveau du plot biologique. b : princide la
régénération du support de la réaction : il suffé faire circuler sur le support des anticorps ma&q qui vont a
nouveau se fixer aux analogues greffés sur le stigigola réaction. ¢ : signal typique d’une réactide dosage
par cette méthode. La pente avant introduction aeles dans I'échantillon est due a la dissociatimaturelle
anticorps-analogues.

Cette méthode présente plusieurs avantages :
- elle ne nécessite pas le marquage direct des cgmaglifiant ainsi la préparation de la réaction,
— elle fonctionne pour toutes tailles de moléculeénma petites, sous réserve de disposer des analogues
des molécules que I'on veut détecter,

- elle n'emploie pas une quantité trop importantarddériel biologique (anticorps, analogues). De plus

les analogues, qui peuvent aussi présenter un teeapathogéne, ne sont pas relachés dans
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I'échantillon évitant ainsi une pollution acciddigedu milieu analysé,

- cette méthode permet une régénération du suppdeat rdaction, ce qui est un avantage important pour

'autonomie de fonctionnement de l'instrument (Saps2002),
— elle permet d’effectuer des dosages en continusfBep2002),

— enfin, cette méthode permet d’avoir une bonne fip&éide détection du fait de I'emploi de traceurs
spécifiques. En effet, une molécule quelconque rddsosur le support de la réaction ne modifie pas
significativement le signal, seules les moléculbtes qui entrainent un déplacement des anticoggda d
surface permettent de le faire varier. Nous pouweEendant avoir des adsorptions non spécifiques
d’anticorps marqués qui se sont dissociés de lmiogue sans la présence de cibles, ce qui pet aui
la sensibilité du systeme. Nous verrons qu'il estsible de limiter la contribution de ces adsorgio

grace au phénomeéne de FRET.

Cette méthode convient donc aux différentes camaique nous nous sommes fixées pour la réalisdiim

instrument de détection d’agents pathogénes hbesdtoire.

Par ailleurs, on note que la sensibilité de ce tgeétection peut étre améliorée grace a I'engbloi protocole
biologique utilisant un mécanisme de transfert éigire (FRET) (Neuburger 2006), ce que nous verdams le

paragraphe 1.6.2.3.

1.6. Comparaison des différents traceurs utilisables das une méthode
ASDI

La méthode ASDI étant bien adaptée aux contraiintéss par notre cahier des charges, nous allgresent
comparer différents traceurs utilisables dans cgopple afin de déterminer la solution la plus aflie pour

notre dispositif.

Nous allons montrer dans un premier temps les dsnides méthodes utilisant des traceurs non flueméesc
(magnétiques, radioactifs, enzymes, ...) principal@men termes de non spécificité de réponse. Nous
présenterons ensuite le phénoméne de fluoresceéntE#atllerons pourquoi les fluorophores sont lasdidats

les plus adaptés a notre problématique.

1.6.1. Techniques utilisant des traceurs non fluorescents

Il existe différents types de traceurs non fluoesss utilisés comme moyen de transduction du sighalpeut

citer les traceurs magnétiques, électrochimigugsyio ou bioluminescents ou encore les traceur®aatifs.

Traceurs magnétiques

Les méthodes de transduction utilisant des tracgeagnétiques sont généralement trés sensibles&nh@€05)
et permettent la détection de cibles dans des éltbas pouvant étre complexes (sang, urines, saljlu 2006,
Meyer 2007). En effet, les propriétés magnétiquesces microparticules sont trés peu influencéeslaar
composition de I'échantillon et les signaux magqnéss naturels des échantillons testés sont néplega

seules les microparticules magnétiques peuventiéteetées par les bobines constituant les détscteu

Cependant, la surface importante de ces partidaiequ’elles peuvent étre facilement adsorbéedessupport
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de la réaction créant des signaux non spécifiquas Figure 1.11) limitant la sensibilité du sys&nkn effet, il
devient impossible de discriminer les particulegngiques adsorbées non spécifiquement sur laceudas

particules magnétiques correspondant a un événateastonnaissance moléculaire.

Pour minimiser ce signal non spécifique, une équipeNaval Research Laboratory propose d'effectuer u
lavage spécial de la surface de réaction afinmiékr le maximum de traceurs adsorbés et donc diamgla

spécificité de détection de leur systéeme (Mulvad@y7, voir Figure 1.11).
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Figure 1.11. Microphotographie du substrat de réaction d'une moéle de transduction par traceurs
magnétiques pour une zone de détection contenarsoledes de capture complémentaires des cible$ajue
veut détecter (photo de droite) et une zone dectiéteou les sondes de capture ne sont pas comptéaires
des cibles : zone non spécifique de référence @ptetgauche). On observe qu’une quantité non négflite de
particules magnétiques (points noir) ont été adéesbsur le substrat de la réaction, entrainant igmal de
fond non spécifique important nuisant a la sengébdu systeme (d’aprés Mulvaney 2007).

On perd cependant dans ce cas la possibilité dieffe des mesures en continu, qui est une corgraint

importante de notre cahier des charges.

Ce type de traceurs n'est donc pas adapté powalssation de notre instrument, du fait soit der Ieible

spécificité, soit de I'incompatibilité avec une mesen continu.

Autres traceurs non fluorescents

Cette remarque de non spécificité de détectionaladsorption non contrdlée de traceurs sur ldaserde
réaction peut étre appliquée a d'autres typesatetirs comme les enzymes. De plus, les enzymessitéce:

une étape de révélation ce qui est incompatible ame mesure en continu.

Certaines équipes ont, par ailleurs, cherché a tmnkes avantages des méthodes de transductisrtrseneur
(par plasmon de surface, par onde acoustique dacsliravec un dosage « en sandwich » afin d'anetliar
sensibilité de détection de leur systeme (Naimughbid2). Ces méthodes permettent alors d'obtenididet®es

de détection trés basses mais ne permettent pasfflanchir des adsorptions non spécifiques dasetirs et
sondes de marquages sur le support de la réactigarit ainsi leur spécificité et leur sensibilité détection. De

plus, elles ne sont pas compatibles avec une mesurentinu.

Nous avons donc choisi de ne pas utiliser ce tgpwateurs et de méthode de transduction car LEfieié de
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détection et la mesure en continu sont des paramptépondérants pour la mise au point de nottéregsde

détection d’agents pathogénes.

1.6.2. La fluorescence

Nous avons montré que I'utilisation de traceursydtait, dans la plupart des cas, d’améliorer EcHigité de
détection et qu'une méthode sans marqueurs peitmetteplus de suivre la réaction en continu. Partreg
I'adsorption non spécifique des traceurs non flsoeats limite les performances de la réaction biglee en
termes de sensibilité de détection. Des traceurs gpécifiques sont donc nécessaires afin de nsaimntes

signaux parasites.

Nous allons a présent nous attacher a démontredagfleorescence est la solution la mieux adaptéer p
répondre a I'ensemble des contraintes que nous somsnes fixées pour la réalisation de notre systéeme
d’analyse. Dans un premier temps, un rappel degipas généraux de la fluorescence sera effectig.ndus
montrerons que l'utilisation de la fluorescence cale protocole de réaction ASDI (voir paragraphg.2.2)
permet de satisfaire a I'ensemble des contrainiesngus nous sommes fixées. Enfin, la méthode SRITqui

doit permettre d’atteindre un niveau de spécifidté signal optique encore plus grand et une sditSilie

détection meilleure sera introduite.

1.6.2.1Généralités sur la fluorescence

La luminescence

La fluorescence fait partie des phénoménes de ksuoance qui regroupent I'ensemble des phénomeénes
d’émission de lumiére par une molécule située damsétat excité. Les différents types de lumineseewont
définis a partir du moyen utilisé pour exciter l@lécule. En effet, il existe plusieurs fagons diexcune

molécule luminescente :

— par électroluminescence I'énergie portée par un champ électrique perdiekciter la molécule
luminescente qui ensuite est capable d’émettrenatop. Ce phénoméne sera décrit ultérieurement lors
de la présentation des sources de type OLED (Grdamninescent Electrical Device) car il constitae |
base de leur fonctionnement,

— parphotoluminescence I'énergie portée par un champ électromagnétapie@bsorbée par la molécule
luminescente provoquant son passage dans un éttt.€3a relaxation vers son état fondamentalise fa
ensuite par I'émission d'un photon. Ce phénoméegeorge la fluorescence et la phosphorescence qui
se distinguent par les temps caractéristiques d&ion du photon,

— parchimiluminescence: le passage de I'état fondamental & un niveaiiéege fait grace a une réaction
chimique, et le retour a I'état fondamental enediémission d’un photon,

— parbioluminescence qui correspond a I'émission de lumiére par ugaaisme vivant résultant d’'une

réaction chimique au cours de laquelle I'énergiendue est convertie en énergie lumineuse.

Dans la suite de la thése, nous nous intéressamiggsement aux phénoménes de photoluminescence et

d’électroluminescence.
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La fluorescence

Le principe de la photoluminescence repose susdgiiion d’'un photon d’énergig, et la réémission d’'un
photon d’énergie inférieurg, par une molécule. Le diagramme de Perrin-Jablqhsikiowicz 1983), représenté
sur la Figure 1.12, permet d'illustrer le princige la fluorescence ainsi que les différents phémem@nnexes
mis en jeu.

A partir de ce diagramme, deux types de phénomdm@hotoluminescence peuvent étre définis :

- la fluorescence qui est un phénomeéne rapide. Eleem jeu des transitions entre deux états sirgyatet
la durée de vie moyenne de I'état excité est delitode 10 & 10 s,

- la phosphorescence qui est un phénoméne plus lorgee se produire aprés larrét du signal
d’excitation (ex : écran cathodique). Ce phénom@ee en jeu des transitions interdites entre un état
triplet et un état singulet et dont la durée demyenne de I'état excité est de l'ordre d€4@ 1 s. La
probabilité de phosphorescence est au moins ure atdrgrandeur plus faible que la probabilité de

fluorescence car elle implique une transition iditerentre deux états de multiplicités différentes.
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Figure 1.12. Diagramme de Jablonski. Les niveaux SO, S1 et B82des états singulets, le niveau T1 est
triplet. Les transitions non radiatives 3 et 4 répentent des transformations photochimiques dedlk&aule
vers un autre état fondamental que I'état SO. basps caractéristiques évoqués sont des ordresadalgur qui
peuvent varier fortement d’un fluorophore a I'autre

Chaque molécule fluorescente, ou fluorophore, astatérisée par des spectres d’'absorption et dsé@migjui
lui sont propres. Ces spectres sont caractérigtiqada structure électronique de la molécule.dow/ersions
internes et inter-systeme (voir Figure 1.12), quitgles pertes d'énergie sous forme de chaleurnpuipration,
impliqguent que seule une partie de I'énergie ablsmrpeut étre réémise sous forme d'un photon. Aiasi,
longueur d’onde du maximum d’émission est supégieciest-a-dire moins énergétique, que la longdeurde

du maximum d’excitation : ce décalage est appelécalage de Stokes ».

Les propriétés des fluorophores varient égalemenfoaction de I'environnement. Elles sont notamment

dépendantes de la température, du solvant (pglatité ...), de la concentration en fluorophores. &Heurs,
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différents phénoménes moléculaires peuvent inerfévec le processus d'absorption et d’émissioptagons
et conduire a une extinction de la fluorescences @eénoménes sont représentés par les transitimms n
radiatives 1, 2, 3 et 4 de la Figure 1.12 et cpoadent soit a des pertes d’énergie sous formehdeur
(transitions 1 et 2) soit a une modification chimécdu fluorophore affectant ses propriétés optidtrassitions

3et4)

Les phénomenes d’extinction de la fluorescence

L'extinction de fluorescence comprend au sens l&wgephénoméne diminuant I'intensité de fluoreseeMis
a part les effets optiques (ex : réabsorption,iditdde la solution) qui ne sont pas des phénomani&chelle
moléculaire, cette diminution de l'intensité dedilascence peut avoir diverses origines donnantdiewne
extinction irréversible ou réversible de la fluaresce. Dans ce dernier cas, nous parlerons derclgjug » de

la fluorescence.

Le photoblanchiment est un phénoméne irréversiblphibtodestruction des molécules qui a lieu atl'éxaité,
conduisant a une modification de la structure chirai et électronique du fluorophore. Les molécules

photoblanchies ne peuvent plus étre excitées et dempeuvent plus émettre de photon.

Ce phénomeéne résulte d’'une réaction chimique mettajeu le marqueur fluorescent dans son étatéexeour
une excitation en continu, il est possible de abérar que ce phénomene résulte du fait que le roddrcycles
d’excitation et de relaxation pour un fluorophogt kamité : & partir d’'un certain nombre de cyclesmolécule
peut se dénaturer et perdre ses propriétés deefloence. Ce blanchiment dépend des conditionsat&eient
(longueur d’'onde et puissance) et de I'environndneenfluorophore (présence de molécules d'oxygéae p
exemple), et chaque fluorophore présente une sktésiiropre au photoblanchiment selon sa structireon

environnement.

Ce phénomeéne peut étre une contrainte importantelps systemes de détection basés sur la fluaresazr le
flux de photons pouvant étre émis par les fluoropb@st limité. Il peut cependant étre utilisé ptes mesures
de caractérisation comme la technique de FluorescBecovery After Photobleaching (FRAP) qui comesist
détruire la fluorescence d’'une zone de I'échamtibd @ mesurer la régénération du signal fluordstams cette
zone. Cette technique permet par exemple d'étudietiffusion des molécules fluorescentes dans lkemi
sondé (Axelrod 1976, Reits 2001) car la régénéradio signal fluorescent dans la zone photoblangiogient

de la diffusion de molécules fluorescentes darts eene.

Il existe d'autre part des phénomeénes d’extinctim la fluorescence réversibles que nous appellerons

« quenching ». Le quenching peut avoir diversegirgs (Lakowicz 1983) :

- le «quenching statique »il résulte de la formation d’'un complexe entaenholécule fluorescente et
une autre molécule que 'on nommecaéncher. La présence du quencher modifie alors les prigwié
électroniques de la molécule fluorescente, ce aqupligue un changement des propriétés de

fluorescence de cette derniére,

- le «quenching dynamique: il résulte d'un transfert d’énergie entrelleofophore et le quencher ou le
milieu suite a une collision entre ces deux palgisuCe type de quenching dépend donc fortemelat de
mobilité des molécules mise en jeu (diffusion, ténagure, ...). Il est cependant tres difficile arasti

et a contrbler et constitue généralement une ltrarigpour nos mesures,
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- le FRET (pour~érsterouFluorescence Resonance Energy Transfdrcorrespond a un phénoméne de
transfert d’énergie de fluorescence impliquantderbphore appelé Donneur (D), et une autre moéécul
appelée Accepteur (A) pouvant aussi étre un flueoog (voir Figure 1.13 dans le cas d’'un accepteur
fluorescent). Ce phénomene se produit lorsque qalusiconditions particuliéres sont réunies, a savoi
lorsque () les spectres d’émission du donneur et d'absargm'accepteur se recouvrerit) (es deux
molécules D et A se trouvent proches I'une de tefpour une distance inférieure a 100 A), i) (
leurs dip6les de transition électronique sont &fyrOn observe alors une diminution de la fluomesee
du donneur qui, dans le cas d’'un accepteur fluergspeut s’accompagner d'une augmentation de la
fluorescence de I'accepteur. Ce transfert d’éneegige le donneur et I'accepteur ne se fait pas par
l'intermédiaire d’un photon mais sous la forme duimteraction dipble-dipble (car les fluorophores
sont apparentés a des dipbles. Cependant, il edistetransferts du méme type entre molécules
multipolaires), c’est-a-dire lorsque les dipdlescéloniques du donneur et de I'accepteur rentrant e
résonance. Ce transfert d'énergie décroitkh r étant la distance entre le donneur et 'accept@er.
phénomene est donc tres intéressant pour I'étuderateessus a I'échelle moléculaire car c’est une
interaction en champ proche tres fortement dépdadimla distance d’interaction entre le donneur et

l'accepteur,

- enfin, il peut aussi y avoir un transfert radiagifitre deux fluorophores, le deuxieme absorbant un
photon émis par le premier. Cependant, au vu desitds de fluorophores utilisées et des distances

entre ces derniers, ce phénoméne est marginalelb®ocapteurs a fluorescence.

Ces phénomenes d’extinction de la fluorescence grgtaussi bien étre une limitation dans les meshasées
sur la fluorescence qu’'un moyen pour la mise aumtpdé méthodes d’analyse particulieres. Par exeneple
photobleaching est utilisé dans la technique de FRAxelrod 1976, Reits 2001), et le FRET pour ld&guwe
phénomenes a I'échelle moléculaire (Fung 1978)ien & mise au point de nouvelles techniques dagkss
(Tran 2003, Cardullo 1988).
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Figure 1.13. () : Superposition des spectres d’émission et sbgition de I'accepteur (A) et du donneur
(D). Laire hachurée correspond au recouvrementct@d entre les spectres d’émission du donneur et
d’absorption de I'accepteur. (b) : Spectre d’énusside fluorescence (excitationiaxc D) d’'un mélange de
donneur et d’accepteur : le cas 1 correspond adiice d’interaction D — A et le signal de fluoresme est
celui de D avec éventuellement une contributiodee cas 2 correspond a la présence de transfértaidgie
entre D et A qui se traduit par une modificationghectre de fluorescence : diminution de la contitn de D

et augmentation de la contribution de A.
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1.6.2.2Intéréts de la fluorescence comme méthode de traieiidn du signal pour les analyses

biologiques.

La fluorescence utilisée comme moyen de transdudaiio signal dans le domaine des biocapteurs pestnt

nombreux avantages.

Tout d’abord, le décalage de Stokes en longueurd#@ntre I'absorption et I'émission de photonsrascents
rend ce phénomeéne trés intéressant pour la détedgianolécules ou I'imagerie moléculaire. En effieéice a ce
phénomene, on peut observer une scéne dans unelondionde différente de la lumiére d’excitatidrdenc
limiter la contribution du signal de fond, un fitye adapté permettant de discriminer le signalcitation du

signal de fluorescence qui, lui, est porteur d'infations.

Il faut cependant noter que le réle du filtrage dlan dispositif de détection de fluorescence emtitdnt plus
important que la section efficace d’absorption fiigsrophores est faibles. En effet, consideronslumrophore
classiquement utilisé dans les biocapteurs, la Rimitk B, positionné sur une surface S recevantiansité de
puissance d’excitation pPde 18 W.m? qui est une densité de puissance moyenne darsidespteurs. On

montre alors que le rapport entre I'énergie émadapmolécule de rhodamine et I'énergie d’exdiat@st :

I, QExI, _ n><QE><Dp><Ua1 _nxQExg,
- D, xS B D, xS - S Eq. 1.1.

,7qu0 = |

exc

ou | et I sont la puissance émise par le fluorophore etulaspnce d’excitationQE désigne le rendement
qguantique du fluorophorey représente la section efficace du fluorophone letnombre de fluorophores sur le

plot.

Pour une densité de molécules de rhodamine de &colelfum située sur une surface de 1 mm?2 dont le
rendement quantiquéeE est de 0,9 et la section efficace de 167 (Unger 1999), on calcule donc un

rendement de conversion de fluorescencegg = 3,6.1C%. Le filtrage doit donc permettre la détection d'un
photon parmi 1®afin de pouvoir détecter une densité de 1 moléguie densité représentant une bonne limite

de détection a atteindre pour notre systéme.

Cependant, malgré ce faible rendement de conversieraines techniques de mesure de la fluorescence
permettent I'observation de molécules individuellesiger 1999, Castro 2004, Rachet 2007). Celaresffet
possible en limitant par exemple le volume du rilsondé et en utilisant des configurations permetiz
limiter la contribution du signal d’excitation aiveau du détecteur en plus de Il'utilisation d’utrdige efficace.

Cela démontre le fort potentiel en termes de séditditle cette méthode de transduction du signal.

Par ailleurs, il existe un grand nombre de molétileorescentes disponibles sur le marché donspestres
d’émission couvrent I'ensemble du spectre visililéegroche Infra Rouge. Il est donc assez simplehbisir
une molécule fluorescente correspondant aux comdsiexpérimentales sur les domaines d’excitation o
d’émission.

D’autre part, la fluorescence est une méthodesttstive car :

— seuls les événements suivis par un traceur fluentgmourront étre détectés. En effet, 'utilisatiba
traceurs fluorescents permet de profiter des agastades méthodes avec traceur en termes de

spécificité par rapport aux méthodes sans traceuir fjaragraphe 1.5),
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- le faible poids des molécules fluorescentes forellps sont peu adsorbées de fagcon non spécifigue s
le substrat de la réaction contrairement aux tnacplus gros (microparticules magnétiques, enzymes)
Cela limite ainsi les problémes de non spécifidiéedétection et ce qu’ils impliquent (ex : étapes d
lavage).

— la faible largeur spectrale d’émission des fluoamgls fait qu'il est possible de restreindre fortatrle
domaine spectral de détection et donc de limitecdatribution de signaux parasites (typiquement
l'autofluorescence de I'échantillon) qui ont un danme d’émission beaucoup plus large,

— nous verrons dans le paragraphe 1.6.2.3 que datitin d’'un protocole de réaction utilisant la
fluorescence couplée au phénoméne de FRET perragtétibrer encore la spécificité de détection
grace aux tres faibles distances d’interactiorrdnsfert d'énergie entre le fluorophore et son piee,

— Enfin, une analyse résolue en temps de I'émissies fthorophores peut éventuellement permettre
d’améliorer encore la sensibilité et la spécifici&détection.

Il existe de plus diverses méthodes permettanesiegindre le volume de I'échantillon sondé afiaugjmenter

encore la spécificité de détection.

En particulier, de nombreuses réalisations utitisgre excitation par une onde évanescente (Row8, Tof8tt
2005, Tschmelak 2005). Cette technique utilisehantp évanescent produit lors de la réflexion tothile
rayon lumineux sur un dioptre (voir Figure 1.14)(@u bien le champ évanescent produit par la aten
d'une onde dans un guide d’'onde (voir Figure 11). (La collection de la fluorescence se fait etgsgbit
perpendiculairement au composant (Rowe 1999, Tdelkn®905), ou bien dans le méme guide d’onde étilis
pour l'excitation (Hofmann 2002, Mazurczyk 2006)etteé excitation a l'aide d’'un champ évanescent a
'avantage de restreindre le volume d’excitationnavolume proche de la surface, limitant ainsidatdbution
du signal de volume de I'échantillon et améliorémtsensibilité du systéme. Cependant, ce type cede
nécessite des précisions d’alignement trés comaaigs afin de coupler la lumiére dans le guidedko ce qui
limite fortement leur robustesse : une petite Vemma d’incidence peut entrainer une différence dma
importante.
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Figure 1.14.  Schéma de principe de I'excitation par onde évasmtscpar réflexion totale (a) ou a I'aide
d’'un guide d’'onde (b).

Une autre solution pour restreindre le volume soestéde mesurer la fluorescence qui a été couplés k&
substrat (Robinson 1993, Hofmann 2002, Blue 20D&ps ce cas, seul les fluorophores a proximitéuthstsat
(d < A) verront une part de leur énergie couplée damsupport de la réaction et ensuite guidée jusqu’'a un
détecteur. Cela permet aussi d’améliorer la spégfide détection car on limite le volume de cdit@t du
signal aux seuls plots biologiques présents ssupgort de la réaction. C'est ce principe qui aréténu pour

développer notre dispositif d’'analyse comme nousheons dans le paragraphe 1.8.1.

En résumé, l'utilisation de traceurs fluorescemmsme méthode de transduction du signal dans le idendes

biocapteurs permet :

— d'obtenir de trés bonnes sensibilités de déteatemil est possible de détecter individuellemers ce
traceurs,

- d'optimiser la spécificité de détection par I'emiplie traceurs permettant de suivre les événements d
reconnaissance moléculaire,

- de limiter les problemes d’adsorption non spécdigiu fait du faible poids des marqueurs fluorescent
organiques,

- d'effectuer des mesures en continu grace aux méthdd dosage ASDI et aux méthodes d’excitation

ou de collection de la fluorescence permettanedieaindre le volume sondé.
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1.6.2.3Principe du protocole SPIT-FRI

Nous allons a présent détailler le protocole bimjog SPIT-FRI mis en place au CEA et montrer lenéages

gu’'il peut apporter par rapport a un protocole dgidue de type ASDI qui mesure une baisse de signal

Afin d'améliorer les performances du protocole deabe de type ASDI, le laboratoire du LERI du CEa&l8y

a développé une nouvelle méthode de dosage basémeumolécule particuliére, le tripode. Cette roolé

présente trois fonctions chimiques permettant Xatidn i) d’'un analogue de la molécule a doserdijn

fluorophore et iii) du tripode sur le substrat.

Ce protocole utilise de plus le mécanisme de temhsf'énergie entre un fluorophore et un quencHar a

d’optimiser les performances de sensibilité de cfi&te du dosage. La mise au point de cette nouvedthode

de dosage a été I'objet du travail de thése du &@rirger (Neuburger 2006).

Le principe, décrit sur la Figure 1.15, se décorepmstrois étapes, plus une étape de régénération :

a.

on greffe sur le substrat la molécule tripode aguklle sont attachées un fluorophore et un analdgu

la cible que I'on désire détecter,

on fixe sur I'analogue présent sur le tripode uticanps marqué par un deuxiéme fluorophore (le
guencher ou I'accepteur) dont le spectre d’absmngtecouvre le spectre d’émission du fluorophage li
au tripode (le donneur). La fixation de l'anticorpetraine alors un phénoméne de FRET entre le

fluorophore du tripode et celui de I'anticorps, ushnt une extinction de la fluorescence du donneur

lorsqu’il N’y pas d’analytes dans I'échantillon, observe la dissociation spontanée des anticorps av
les analogues. Cela se traduit par une faible angtien de la fluorescence du plot du fait de 8adu

phénoméne de FRET a cause de I'éloignement despdear par rapport au donneur,

lors de la présence d’analytes dans I'échantillopna compétition entre les analogues et les moésc
cibles accélérant la dissociation des complexescaps - analogues. Les anticorps vont
préférentiellement former un complexe avec les mdés cibles en raison d’'une plus grande affingé d
I'anticorps avec ces derniéres. Cela ce traduitus@ augmentation plus rapide de la fluorescence du
plot du fait de I'arrét du phénomene de FRET. Limegtation du signal de fluorescence au niveau des

tripodes est alors proportionnel a la quantitéitkes présentes dans I'échantillon,

enfin, une étape de régénération du support estipesn faisant a nouveau réagir les tripodes gec
anticorps marqués par I'accepteur et spécifiquascddes que I'on veut détecter. La fluorescence de

plots biologiques est a nouveau éteinte, et casatersont préts pour un nouveau dosage.
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Figure 1.15. Principe de fonctionnement du dosage « SPIT-FRléweloppé par le LERI (Volland 2005) :
'étape a correspond au greffage des Tripodes surslipport de la réaction. L'étape b représente la
fonctionnalisation du plot en faisant réagir lestianrps spécifiques des molécules cibles avecratgues des
cibles accrochés aux tripodes. Ces anticorps éteniqués a I'aide d’accepteurs, on observe une etitin de

la fluorescence du plot due a un transfert d’éner@fRET) entre le fluorophore du tripode et I'actap.
L'étape c correspond a la dissociation naturelles dmmplexes anticorps — analogues provoquant uidefa
augmentation du signal de fluorescence. L'étapeoespond enfin a l'injection des molécules cibtemns
I'échantillon qui entrent en compétition avec lembpgues, accélérant ainsi la restauration de laofescence
des fluorophores fixés sur les tripodes.

En plus des avantages qu’offrent le protocole dsage ASDI (voir § 1.5.2.2), ce protocole permetnd’e
améliorer la sensibilité. En effet, la présence dibses est caractérisée par une augmentation ghalsie
fluorescence et non par une diminution comme d&ests pour un dosage ASDI. Ce type de dosageddoit
permettre une meilleure sensibilité car la limieeddtection d’un systéme est donnée a partir deenivde noir et
de lincertitude sur ce niveau qui définit le plfable signal détectable. Cette incertitude est,peamiére
approximation, proportionnelle a la racine carraesiginal car nous ne considérons que le bruit pigpte dont
la distribution est corrélée avec une loi de Paisgsinsi, pour un signal initial important (cas gootocole
ASDI), on a une grande incertitude et donc uneib#itd moins bonne que pour un signal initial fizitfcas du

protocole SPIT-FRI) ou l'incertitude est plus failfloir Figure 1.16).
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Figure 1.16.  a: Comparaison des limites de détection d’'un systde mesure par croissance du signal (cas
1: systeme SPIT-FRI) et par décroissance du si@ped 2 : systeme ASDI). La limite de détectiomrestieure
dans le cas 1. Est rappelée sur la figure b I'étiolu du signal de fluorescence lors d'une réact®®DI et
d’'une réaction SPIT-FRI.

Par ailleurs, le mécanisme de FRET étant un phénerdé champ proche, l'information portée par lenaig
optique est plus spécifique. En effet, dans le das dosage ASDI, il se peut qu'une fraction d’aatps
marqués soit adsorbée sur la surface de réactiémcda non spécifique, c'est-a-dire sans qu'iltyaasociation
avec un analogue. Leur contribution au signal estcdaspécifique, ce qui peut réduire la sensibdigéla

mesure.

Dans le cas de l'utilisation du FRET, I'extinctiaie la fluorescence n’apparait que si les anticempg au
voisinage immédiat des analogues (de I'ordre dé 30 A (Lakowicz 1983)). De méme, il y a génératitn
signal uniquement si les anticorps s’éloignentadsurface. Il y a alors moins d’ambiguité sur lavenance du

signal d’ou une meilleure spécificité du signafflderescence mesuré.

Ce protocole biologique doit donc permettre d’'aoréli les performances de détection par rapport aux

protocoles de type ASDI en termes de spécificiestensibilité de détection.
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1.7. Problémes intrinséques des systéemes existants

Nous allons maintenant passer en revue plusieusterags de détection d’agents pathogénes que nous
comparerons a notre cahier des charges. Nous mmiterbns aux systémes basées sur une méthode de
transduction par fluorescence car nous avons déjarénles limitations en termes de spécificité entesure en
continu des autres méthodes. Cela nous permetmauie positionner par rapport a I'état de l'artridédans la

littérature.

Dans un premier temps, les systéemes fortementrégégeront présentés et nous donnerons leurstlonisgoour
des applications sensibles telles que la détectienpollutions d'origine industrielle ou agricole.ods
détaillerons ensuite les dispositifs de nos primgipconcurrents identifiés pour les applicationss haboratoires

et ce en fonction de nos contraintes.

1.7.1. Les systemes fortement intégrés

Les applications hors laboratoire nécessitent mEsuments trés compactes et robustes afin d'@&nsportables
sur le lieu de mesure. Une solution pour réaligetype de dispositifs est d’intégrer au maximumdié&rentes

fonctions optiques (sources d’excitation, détecteystémes de filtrage, ...) dans le composant.

Dés 1988, Marsonner (Marsoner 1988) publie le jpend’'un systéme hautement intégré basé sur ueetd#t
optique. Ce principe consiste a directement grééemolécules sondes sur une matrice de captpticgies de
type CCD ou capteurs d’'image bas colt (de type CMDS active Pixel ») (Vo-Dinh 1999). Cependant,
I'utilisation de marqueurs fluorescents néceséitiilisation de sources d’excitation et de filttegs sélectifs afin
de dissocier le signal de fluorescence de sonatiait Cela rend le systéeme global complexe, redatent
colteux et limite sa sensibilité car elle dépendadgualité de ce filtrage. Pour contourner ce fenaole, Mallard
et al. (Mallard 2005) proposent alors d'utilises@mzymes permettant la génération de lumiereégepce d'un
produit particulier et montrent des résultats ieséants sur une puce a ADN multi plots. Les étdpeavage
inhérentes aux systémes basés sur des enzymetisetercependant une utilisation en continu deype te
dispositif.

En 2004, Chediak et al. propose une nouvelle acthite dans laquelle aussi bien les sources daiaits que
le détecteur optique sont intégrés dans le compdg€drediak 2004). Ce systeme, potentiellement plelte et
entierement intégré, est décrit sur la Figure 1ll1Tilise I'empilement d’'une photodiode (détect)pd’un filtre
(arrét du signal d’excitation), d’un film électrohinescent de type PLED (excitation) et d’'une chanfluidique
pour la circulation de I'échantillon. Les perforncas en termes de sensibilité n’est cependant pasbonne
(limite de détection de I'ordre de 120 nM de flusoéine) principalement du fait d’un filtrage peticefce du
signal d’excitation. Par exemple, notre équipe atngoqu’il est possible de détecter une conceotmade 50 fM
du méme produit, soit 2,6.1plus faible (Schultz 2003).
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Figure 1.17.  Principe d’'un systéeme avec détection optique esriiént intégrée. D’aprés (Chediak 2004).
Une équipe américaine a aussi proposé l'utilisadi@isources basées sur des matériaux organiquesyoneres

électroluminescents de types OLED ou PLED dontcles de fabrication sont potentiellement tréslésib
(Choudury 2004). Un autre dispositif entieremertégné a été présenté par les équipes de I'Instieut
Microélectronique en Gréce et le Fraunhofer Ins&ien Allemagne (Misiakos 2004). Ce dispositif (Meigure
1.18) utilise les technologies de la microélectoei afin d’assembler sur un support de Silicium soerce
optique (une LED), une fibre optique pour amenesitfnal d’excitation sonder le milieu biologique wt
détecteur. Un module fluidique réalisé dans un lzam@ en polymére permet ensuite de faire circuler

I'échantillon sur le dispositif de détection.
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Figure 1.18. Principe de la détection intégrée selon Misiakoss{dkos 2004). La lumiére, injectée dans un
guide d'onde, sonde I'échantillon par sa composavi@nescente. La mesure est réalisée en boutree fib

Ces dispositifs entierement intégrés possédenavantages d'étre trés robustes et compacts et, qaotains,
d’étre compatibles avec les technologies de lagélectronique (Misiakos 2004).

Cependant, ces instruments ne sont pas suffisangeestbles pour les applications hors laborataire mpus
visons en particulier a cause des problémes dadétde I'excitation. lls ne peuvent donc pas ftesle cahier

des charges que nous nous sommes défini.

1.7.2. Principaux concurrents identifiés

Le domaine des méthodes d’analyses biologiqueslabosatoire est aujourd’hui représenté principaetpar
deux équipes qui ont mis au point des systemeslpeg et présentant des limites de détection anffisent

basses. Par "systeme", nous entendons un enseombiet comportant, outre le biocapteur, touteddastions
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de service permettant le déroulement des analyseautomatique, a I'image du systéme développé au
laboratoire (Schultz 2007).

Le systeme AWACSS développé par I'équipe du Pr. glitau

Le systeme AWACSS (Automated Water Analyser Comp8teported System) a été développé a I'université
de Tlbingen en Allemagne par I'équipe du Pr Gaudlischmelak 2005). Ce dispositif, basé sur uneatiéin
optique, utilise une onde évanescente pour sordeilieu biologique et un systéme de fibres optigpeur la

collection du signal de fluorescence des 32 platogiques différents vers un détecteur (voir Fegirl9).

a b

Measurement Control
& Data Acquisition (PC)

Figure 1.19. Photographie du systétme AWACSS. a: photographiesydteme complet comprenant le
dispositif de préparation des échantillons (Autopler), le systéme de détection des agents pathegéne
(AWACSS) et l'ordinateur permettant I'interprétatides résultats. b : photographie du composantesyurel la
réaction biologique a lieu avec visualisation déffédentes zones sensibles et du signal d’excitapiar onde
évanescente. ¢ : photographie du systéeme de doltede la fluorescence des plots biologiques versmatrice

de photodiode a l'aide d'un ensemble de fibres qums adressées a chacune des zones sensibles. Ces
photographies ont été reprises de la publicatioohfselak 2005.

Ce systeme relativement compact et facile d’utilisaa été couplé a un dispositif de collectionadiele riviere
et de préparation d’échantillon pour la surveillaren continu de la présence de polluants dansales e
riviere. Les performances de ce dispositif en terrde sensibilité et de reproductibilité de mesuwat s
comparables a celles des instruments de laborateirdes techniques utilisées en immuno-analysereota test
ELISA. De plus, le caractere multiplexe du dispbsit été validé, démontrant les bonnes performantes
spécificité de détection et ce méme dans des éibastcomplexes, grace a un dosage immunologiquee

excitation par onde évanescente (Figure 1.19 b).

Cependant l'architecture, en particulier le systémpéique d'injection du signal d’excitation dans goide
d'onde (Figure 1.19 b) et de collection de la fesmence par des fibres optiques (Figure 1.19 o)plee
complexe et insuffisamment robuste pour une utibsade routine hors laboratoire. En effet, ausenhe
systeme d’excitation que celui de détection demaindee trés bonne précision d'alignement. De ples,

systeme de fibres optiques ne permet pas d’avoinstnument intégré, nuisant a la compacité deskemble.
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Les principales limitations de ce systéme sont danfaible robustesse et sa faible compacité.

L’Array Biosensor développé par I'équipe de F.Sgler

Le systeme Array Biosensor développé au Naval Relséaboratory (USA) par I'équipe de F.S. Liglet sans
doute le systéme le plus abouti a ce jour (Rowe188psford 2002, Golden 2005, Sapsford 2006) yS®me
utilise aussi une excitation par onde évanescentmlkecte la fluorescence des différentes zonesiskes a
l'aide d’'une caméra CCD (voir Figure 1.20 b). Lestgyne est intégré a l'intérieur d’'une mallette sortable

avec une gestion automatique des différents édloasti(voir Figure 1.20 a).

a b

Tracer Sample
Reservoirs Reservoirs

Waste/Buffer
Valve

=

— \

N

ccD Optical Assay Tracer/Sample Pumps
Camera Filters Chambers Valves

-

Waste Buffer

Figure 1.20.  a: Photographie du systeme Array Biosensor déyglquar I'équipe de F.S. Ligler au Naval
Research Laboratory (USA). b : schéma du principahctionnement de I'Array Biosensor. Photograpétie
schéma repris de la publication Golden 2005.

Ce dispositif permet I'analyse simultanée d’uneaifie d’agents pathogenes et ce suivant plusieotequles de
dosages biologiques (Sapsford 2002, Sapsford 200&r 2003). Il est ainsi capable de détecter iabies de
grosses que de petites molécules et peut réakksemasures en continu lorsqu’'une méthode de tygs ASt
utilisée. Les limites de détection obtenues parsggéme sont, par ailleurs, comparables avec cdikass
instruments de laboratoires. De plus, la spédifidié détection de ce dispositif a été démontrédapdétection
simultanée de plusieurs agents pathogenes danécthestillons complexes. Cette spécificité est aveau
obtenue gréace aux propriétés des dosages immuqaksyutilisés et par le fait d’'une excitation coéé sur la

surface de la réaction biologique.

Cependant, ce systéme utilise une excitation paramtde évanescente qui nécessite de trés bonnasiqié
d’'alignement afin d'injecter le signal d’excitatiatans le guide d’onde. De plus, un systeme dimagest
nécessaire afin de mesurer la fluorescence desaddifies zones sensibles. Aussi bien le module itbéon que
celui de détection limitent la robustesse du digjicat le rendent codteux, en particulier a cadsesystéeme
d’'imagerie.

Enfin, ce systéme est aujourd’hui principalemeilisétpour des mesures en point final et non erigon si les

réactions sont réalisées dans I'appareil, I'étaptedture est faite aprés un lavage.

Bien qu'offrant de bonnes sensibilité et spécificde détection, et Les systéemes AWACSS, développé a

'université de Tubingen (Allemagne), et Array Bésasor, développé au Naval Research Laboratory YUSA
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sont peu robuste principalement du fait de la naghd’excitation des marqueurs fluorescents utilidee
méthode d’excitation par onde évanescente ne ndes@pas parue adapter a une utilisation a I'edéd’'un

batiment ainsi que la collection de la fluorescepaefibres optiques ou par objectif de caméra.

Nous avons alors cherché a développer un instrurpetgentant les mémes performances en termes de
sensibilité et de spécificité de détection, maiatda robustesse et la compacité soient meilleafesd’étre
utilisable en routine hors laboratoire par des @anes non qualifiées. De plus, nous avons essajifisr des

composants optiques simples afin de réaliser uisyspouvant a terme étre bon marché.

1.8. Description de notre dispositif instrumental

Le dispositif instrumental mis au point au laboned ISA (Galland 2004, Du Bouétiez 2006) va a préstre
décrit. Nous présenterons ensuite les avantagksiigtions de ce systéme pour la détection d'ugnai de

fluorescence et donnerons brievement les perforezsaactuelles obtenues avec cet instrument.

Enfin, une présentation de deux systémes fonctiarsur un principe similaire a celui développé a@oratoire
sera effectuée. Nous nous attacherons, dans éadmiite mémoire, a montrer 'intérét de I'architeetque nous

avons utilisé par rapport a la leur.
1.8.1. Principe instrumental
Le principe instrumental de ce dispositif est lvant :

Plots biologiques Filtre colorés et

Chambre fluidique EChan’tﬂl_(S /\ r dichroiques

YYY Mono
détecteur
W (PM)

7 N
v

N
Lame de verre servant de Signal fluoresce
guide de lumiére

(Lame de verre standard de
microscope) Module d’excitation

ooono

T = Ordinateur

portable

Microcontroleur

Figure 1.21.  Schéma de principe de linstrument développé dankloratoire LISA pour la détection
d’agents pathogénes hors laboratoire. Cet instrumasifise le couplage en champ proche dans la ladeeerre
de la fluorescence des plots biologiques situés sulface de cette derniére. Ce signal est en guitdé par
réflexion totale jusqu’a un détecteur situé en kaitame. Le caractére multiplexe de l'instrumesitréalisé en
excitant un par un les différents plots biologigsi#aés a la surface de la lame de verre.
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Cet instrument est constitué :

- d’'une lame de verre standard de microscope (25xnax) servant a la fois de support aux réactions
biologiques ainsi que de collecteur et de guidéudaere pour le signal de fluorescence issu detsplo
biologiques,

— d'un détecteur de type photomultiplicateur situé ut de lame pour la détection du signal de
fluorescence issu des plots biologiques. Ce déteast équipé d'un filtre dichroique et d'un filtre
coloré afin de discriminer les signaux parasitesidgnal de fluorescence,

— d’'un module d’excitation externe constitué de muss LED chacune positionnées en regard d'un plot
biologique situé sur la face opposée de la lameeadee. L'émission de ces sources d’excitation est
filtrée a l'aide d'un filtre dichroique adapté awndaine d’excitation des fluorophores utilisés.
L’excitation dissociée de chacun des plots biolaggsitués sur la surface de la lame permet d'obten
un instrument multiplexe,

— d'une chambre fluidique permettant la circulatianles confinement de I'échantillon a tester sur la
surface de la lame de verre afin de faire réagir deentuelles molécules cible présentes dans
I’échantillon avec les plots biologiques,

— d’'un microcontréleur et d’'un ordinateur portablermettant une gestion automatique des différents
parametres nécessaires a une mesure (sourcestatiexgi acquisition du signal de fluorescence,

gestion du débit et des vannes des différentesicatuutilisées, contrdle de la température, ...).

Le fonctionnement de cet instrument repose supimlage en champ proche des signaux de fluorescase
plots biologiques dans la lame de verre, signauxsqut ensuite guidés par réflexion totale dandatae

jusqu’au détecteur.

Le couplage en champ proche dans la lame de verre

Le phénoméne de couplage en champ proche des sigteuluorescence dans la lame provient d’'une
interaction forte entre le substrat, ici la lameveere, et les fluorophores situés a proximitéadkine g, </ ou

z, représente l'altitude du fluorophore au dessussdhbstrat, etl la longueur d’onde d’émission de ce
fluorophore). Ce phénomeéne d’interactions entriéulerophore et le substrat a fait I'objet de nomtses études
depuis la mise en évidence de l'influence du miéi&térieur sur les propriétés d’émission d'un dgp@arniglia
1972, Drexhage 1974, Lukosz 1977 a, Lukosz 197CHance 1978, Lukosz 1979, Ford 1984, Hellen 1987,
Barnes 1998). Ces études ont montré les interacioistantes entre le substrat et le fluorophovec @n
particulier une perte importante de I'énergie dubtk dans le substrat. Il a ainsi été montré qsqyia 34 % de
I'émission d’'un dipdle situé en milieu aqueux atérface d’'une lame de verre (d'indice de réfractie 1,51)
pouvait étre couplée et piégée par réflexion tadales cette derniere (Ruckstuhl 2000 et Figure)1.22
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Figure 1.22. Diagramme d’émission d’'un ensemble de fluorophamésntés de facon isotrope et situés a
l'interface entre un milieu aqueux (d’indice dere&ftion de 1,33) et une lame de verre (d’indicedfeaction de
1,51). On observe une émission importante du dipdlelessus de I'angle limite de réflexion totadg Qui
correspond au signal couplé dans la lame de vefediagramme d’émission a été calculé a partir dedes
développés au paragraphe 2.5.2.

Ce phénomeéne de couplage en champ proche du signfiliorescence dans la lame peut étre appréhendé
comme étant le phénoméne inverse de I'excitatiomdicules fluorescentes par onde évanescenteif¢farn
1972). Lorsqu’'une onde lumineuse se propage d'uieumplus réfringentr{y) vers un milieu moins réfringent

(n; < ny) avec un angle supérieur a I'angle limite de séfle totaled,, la totalité de son énergie est réfléchie et
reste dans le milieu le plus réfringent (Figure3).2D’apres les lois de Snell-Descartes, cet afiglde de

réflexion totale est défini par la relation suivant

n, Eq. 1.2.

Faisceau réfracté

©)

Milieu 2 (ny) nde évanescente

Milieu 1 (n,> ny)
Faisceau réfléchi

PR, VR S -

cencesltccscstccccacaa

Figure 1.23. Passage d’'un faisceau lumineux d’un milieu d'inditeréfraction n a un milieu d’indice de
réfraction np plus faible en fonction de son angle d’'incideficeSi cet angle est inférieur a I'angle critiqdgil
y a réflexion et transmission du faisceau luminéa¢. contre s, est supérieur & alors il y a réflexion totale
du faisceau dans le milieu 1.

Cependant, la nature ondulatoire de la lumiéreiguplla présence d’énergie dans le milieu le moéfisngent
(ici le milieu 2), énergie qui peut étre décritegpartir des relations de continuité des champs rédeet et

magnétique entre les milieux 1 et 2. Cette éneegieconfinée a l'interface entre les deux milietrdécroit
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exponentiellement dans le milieu le moins réfritgepn parle d'ondes évanescentes. Les méthodes de
transduction du signal par fluorescence avec diaitpar onde évanescente utilisent cette énefgiedaxciter
uniqguement les fluorophores situés a la surfacesdpport de réaction. Cela permet ainsi de limiter |
contribution de la fluorescence d’ensemble du ve@ush donc de limiter I'offset sur la mesure (LigR003,

Golden 2005, Tschmelak 2005, Taitt 2005, Rache7200

Selon le principe du retour inverse de la lumiéireg onde évanescente située a l'interface d’'une anverre,
produite par exemple par I'émission d'un fluorophgpeut donc étre couplée dans la lame et se proplags
cette derniére par réflexion totale. Les molécpigsentes dans le volume évanescent créée paéfledan
totale se comportent alors comme si elles étaienémellement dans le milieu le plus réfringent ees ont la
capacité, d’'une part, d'absorber I'énergie des srsdepropageant dans le milieu de plus fort ind&eéfraction
via leur parties évanescentes et, d’autre parmefe de la lumiére dans ce méme milieu. C'egtrilecipe de
fonctionnement de notre dispositif. Cette équiveéeantre couplage et découplage évanescent anctaiteété

montré par Carniglia et al. (Carniglia 1972).

On note par ailleurs que ce principe permet aussliscriminer les signaux de volume des signausutiace
limitant ainsi I'offset sur les mesures. En effegules les ondes évanescentes produites par désutes
suffisamment proches du milieu de plus fort indilgeréfraction pourront « voir » la lame de verrale@tc se
coupler dans cette derniére. Les modes rayonnégepeaussi contribuer au signal mais de facons imeales
car seule la fraction transmise dans la lame pubgssant les réflexions successives sur ces berdsdgtectée
ce que I'on peu considérer comme négligeable awdesealistances et donc du nombre de réflexioneridpe en

compte.

Plusieurs travaux ont été réalisés afin de tir@fipde ces interactions entre les fluorophoreseesubstrat,
support de la réaction biologique. Cela a congstita limiter les pertes d’énergie dans le substra rediriger
le signal vers un détecteur situé au dessus duratidsi’aide d’'un réseau (Holland 1985), d’'un elapient de
couches minces (Sullivan 1994, Barritault 2002,sB2804) ou encore a l'aide de structures macrogoepi
(Blue 2005, Ruckstuhl 2000). D’autres équipes tretrché a utiliser I'énergie couplée dans le subafia de la
guider vers un détecteur en bout de substrat (Rohid993, Gouin 1998, Hofmann 2002, Galland 20@&thet
2004, Seiler 2006, Schultz 2007).

1.8.2. Avantages et limitations de cet instrument

Cet instrument présente plusieurs avantages ppondée aux contraintes du cahier des charges que maus

sommes fixé pour la détection d’agents pathogeoaeslaboratoire :
Tout d’abord cet instrument est potentiellemert tabuste et compact :

- le module d’excitation de la fluorescence des phitdogiques est simple et ne nécessite pas d'éltame
optiques complexes,

- la contrainte d’alignement entre les plots biolagig positionnés sur la surface de la lame et leases
d’excitation sont bien moins importantes que pdunjeiction du signal d’excitation dans un guide
d’'onde dans le cas d’'une excitation par onde éeamés (Golden 2005, Rowe 1999, Tschmelak 2005),
ce qui rend plus robuste notre instrument par regpoes systémes,

- le caractére multiplexe de l'instrument ne nécegsiun systéeme de balayage mécanique encombrant et
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complexe, comme c’est le cas pour des scannersiqu&snent utilisés en laboratoire, ni un systéme
d'imagerie nécessitant des optiques complexes (fistak 2005), un détecteur résolu spatialement
(Golden 2005, Rowe 1999), et un alignement précis,

la collecte et la détection du signal fluorescees glots biologiques ne nécessitent aucun élément
optique car le détecteur est directement positi@imdaqué au bout de la lame de verre et la delida
signal dans la lame se fait par un couplage en phanoche ne demandant pas de dispositif optique
particulier,

le fait que I'on collecte la fluorescence dans direction perpendiculaire au signal d’excitatioruso
permet de réduire les contraintes sur le filtrag@iresi de simplifier I'instrumentation. Cela pealg plus

permettre d’atteindre de bonnes sensibilités dectiénh du fait d’'un faible offset sur les mesures.

Cette instrumentation est donc plus robuste méoanignt que les dispositifs de nos principaux caecis et

est potentiellement trés compacte car aucun compogéique complexe n’est utilisé.

D’autre part, la collecte du signal de fluorescepee un couplage en champ proche dans la lame e ve

permet :

de collecter une part importante (jusqu’a un tiekssignal émis par le fluorophore permettant ddabt

des limites de détection comparables aux instrusngetlaboratoire de type scanners ou microscopes a
épi-fluorescence,

de restreindre le volume de mesure afin de lim#erontribution des signaux de volume, signaux non
spécifiques de la détection de molécules ciblea @elit donc permettre d’améliorer la spécificité de
détection par rapport a des systemes dont le voldenenesure n’est pas restreint a la surface de
réaction et d'effectuer des mesures dans des milieomplexes sans étre limité par leur
autofluorescence. De plus, cela nous permet déseéales mesures en continu sans étre géné par

I'autofluorescence du volume et les signaux destixgds traceurs présents dans la solution.

Par ailleurs, ce dispositif peut étre utilisé pdifférents protocoles biologiques dont les protesoASDI et

SPIT-FRI permettant une mesure en continu de l'édlen.

Enfin, ce dispositif consomme peu d’énergie, pategriénportant pour une grande autonomie. En effstl ED

et détecteur utilisés dans cet instrument ne niéeatspas de puissances importantes pour leurifomement.

Cet instrument présente donc de nombreux avantamesune utilisation hors laboratoire. La simp#aitptique

et les faibles contraintes d’alignement en fontngtrument intrinséquement robuste et compact ceanstitue

le principal avantage vis-a-vis de nos concurrelts. ailleurs, le prix d’'un tel instrument est puiellement

faible car aucun composant optique ou mécaniquelexm n'est utilisé.

Cependant, cet instrument posséde certaines liaritat

une perte de signal en fonction de I'éloignemenpldt biologique sondé par rapport au détecteuga é
observée. En effet, suivant cette distance unepdast ou moins importante du signal couplé dans la
lame atteint le détecteur situé en bout de lame @igure 1.24). Nous utiliserons le terme vignetag

pour désigner ce phénomene.
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Figure 1.24. Mesure du signal détecté en bout d'une lame stahdbr microscope en fonction de la
distance entre le plot fluorescent et le détectdis. signal est mesuré en photo-événements (Phe) qui
représentent les électrons issus de la conversemphotons en électrons par la photocathode ductigte
avant amplification.

Toutefois, cette perte de signal peut étre minimisé utilisant un détecteur dont la photocathode
correspond a la taille de la face de sortie daneel de verre. Le détecteur utilisé actuellementiest

un photomultiplicateur Hamamatsu H8249-10 donhiketde sa photocathode est de 20x4 mm2.

De plus, nous observons qu'a partir d’'une certdiséance (supérieur & 20 mm), cette perte de signal
diminue ce qui nous permet de minimiser l'influende ce phénomene entre les différents plots
biologiques. Une caractérisation précise de ce @méne, par la réalisation d'une fonction
d’instrument, doit permettre la correction en temg® des mesures suivant la position du plot ioggr

par rapport au détecteur.

Enfin, les mesures effectuées étant des mesuresrg¢imu de cinétiques de réaction, I'information es
contenue dans les variations du signal au coutemps et non dans les différences de signal esdre |

différents plots biologiques, ce qui limite I'inBace de ce phénomene sur nos mesures.

— Il a enfin été montré que I'état de surface deslbaie la lame influence le guidage et donc la digant
de signal détectable en bout de lame. Nous ne smumes cependant pas attardé sur ce phénoméne car
les performances obtenues sur de simples lamegastinde microscope ayant des bords bruts sont tout

a fait satisfaisantes actuellement.

1.8.3. Performances actuelles de l'instrument

Aujourd’hui, un dispositif transportable et intégrd’intérieur d’'une mallette de petite dimensienl(Q L) a été
réalisé par I'équipe projet (voir Figure 1.25). Reprototypes sont quotidiennement utilisés a Sagay
I'équipe du Dr. Volland et un troisieme, alimentér pune batterie de voiture, a été utilisé avec é&udwors

laboratoire par une équipe du CEA.
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Figure 1.25. Photographie de I'extérieur et de l'intérieur dusgositif instrumental intégré a lintérieur
d’'une mallette.

Des expériences ont été réalisées pour validearkctere multiplexe de l'instrument par la détetsonultanée
et indépendante de deux agents pathogénes et dfsgnm@mces comparables a celle d’instruments de

laboratoires et de nos principaux concurrents tinbBtenues (Schultz 2007).

1.8.4. Systéemes similaires

D’autres architectures de biocapteurs multiplexegtionnant aussi sur un couplage en champ progtsigdal
de fluorescence dans le substrat ont été utilipédesl’autres équipes (Gachet 2004, Seiler 2006.99stémes
different de celui développé au laboratoire pria@@ment sur la méthode employée pour réaliser mmposant

multiplexe.

Au lieu de discrétiser le signal des différentstploiologiques a I'excitation, comme c’est notrs,dbs utilisent
un ensemble de guides d’ondes afin de guider leakides différents plots biologiques excités pae saule

source vers un détecteur optique résolue spatialefoe@méra CCD, barrette de photodiodes).
Deux architectures peuvent étre utilisées :

— un substrat en verre sur lequel sont réalisés dieeg d’onde par une technique d’échange d'ions (vo
paragraphe 3.3.4.1) (Gachet 2004). Ces guides d'aavent a cheminer le signal en bout de
composant vers un détecteur. L'excitation se faityne source positionner au dessus du composant et
éclairant I'ensemble de la puce. Le caractere plakte de linstrument provient alors de la

discrétisation des signaux des différents plottolgique par le détecteur résolu spatialement :
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Figure 1.26.  Schéma de principe du systéme développé par GéGaethet 2004). Les différents plots
biologiques sont excités simultanément normaleraerdubstrat. La fluorescence est collectée dangydikes
d’onde chacun adressés a un plot biologique. Laaligst ensuite guidé vers un détecteur résoluiapatent
en bout de composant.

— un substrat en Silicium sur lequel est déposé onele de Silice dans laquelle sont gravés des guide
d’onde en Nitrure de Silicium (Seiler 2006). Chaales guides d’onde est adressé a une photodiode
d'une barrette de photodiodes située en bout dgosamt. L'excitation des différents plots biologiqu
est aussi réalisé par une seule source situéesausidu composant et éclairant I'ensemble de le.puc
La discrimination de signaux des différents ploisidgiques est alors réalisée grace a la résolution

spatiale du détecteur :

Eclairage global _
par LED Barrette de photodiode

comme instrument de lecture

'\_ Guides d’onde
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Figure 1.27.  Schéma de principe du systeme développé par Seidgares Seiler 2006). Les différents plots
biologiques sont excités simultanément normaleraerdubstrat. La fluorescence est collectée dangydikes
d’onde chacun adressés a un plot biologique. Laadigst ensuite guidé vers un détecteur résoluiapatent
en bout de composant.
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Ces systemes utilisent donc aussi le couplage amgiproche du signal de fluorescence des plotedimlies
dans le substrat afin de le guider vers un détesitugé en bout de lame. Cependant, les perfornsapiotenues

en termes de limite de détection ne sont pas baemesmparaison des performances que nous obtenons.

Dans le cas du systéme développé par Gachet (G26bd), un détecteur ayant une trés bonne résnlutio
spectrale doit étre utilisé afin de pouvoir détedeesignal de fluorescence des plots biologiques signal
spécifique est donc noyé dans des signaux pardeite#ation, signal des autres plots biologiquas)Xui nuit

fortement au rapport signal sur bruit du signabdt.

Dans le cas du systéeme développé par Seiler (S201@8), la spécificité du signal parvenant au détecest
meilleure mais trés peu de signal de fluorescenagiye. Leur limite de détection est donc limitg ils ne

détectent pas assez de signal.

Nous donnerons au chapitre 2 (voir § 2.5.3.3) &sons de ces faibles performances ce qui nousepiante
confirmer l'intérét de I'architecture développée kboratoire utilisant une discrétisation des signaes

différents plots biologiques a I'excitation et nédtiémission comme ces systémes.

1.9. Obijectifs et travail réalisé au cours de la these

Dans ce paragraphe, les objectifs du travail deethvdnt étre définis. Nous détaillerons ensuitepleblémes
qgue nous avons identifiés afin d’'atteindre ces @life puis une présentation des différents travaalisés au

cours de cette thése sera effectuée.

1.9.1. Obijectifs de la thése

L’objectif de mon travail de thése a consisté étulde de l'intégration de fonctions de détectida Biopuce. Si
le travail précédemment réalisé au laboratoireralaib & simplifier considérablement la configuratioptique,
nous souhaitions poursuivre dans cette voie enagtutes possibilités d’intégration de sourcesutuiére et de
détecteurs pour assurer respectivement I'excitat®ia fluorescence et la mesure du flux émis. dvesitages

associés a cette intégration sont :

- l'amélioration de la compacité de l'instrument,

- la suppression des désalignements potentiels desesoet des plots, en particulier lors des tratispo
de I'appareil, ce qui doit permettre d’augmenterolaustesse instrumentale,

- la possibilité d’augmenter le nombre de plots suplice et d'ajuster la forme de ceux-ci sans avoir
modifier l'instrument de mesure.

Ce dernier point est particulierement intéressknt.effet, il est difficile d’anticiper sur le nomébd’agents a
détecter dans le futur avec un méme instrumentvétioajouter un parametre de détection sans avi@patrier,
pour une mise a jour, un grand nombre d’'instrumestsun avantage important par rapport a des sgstios

figés comme ceux existants actuellement (voir pangle Tschmelak 2005).

La figure suivante illustre une biopuce intégraahsl un méme dispositif les sources d’excitatios plets bio-

spécifiques, le détecteur et la chambre de réaction
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Chambre fluidique Echantillon r

Lame de verre

Sources d’excitations intégrées
dans la lame de verre.

Signal fluorescent

Figure 1.28.  Schéma du principe de l'intégration de la chainedééection directement dans le composant
de notre instrument.

Ce type de dispositif est jeté aprés chaque analisecolt du composant est donc un élément impbrta
extrémement difficile & appréhender dans un coetdgtrecherche. Certaines grandes régles peuvsendant

étre utilisées pour orienter les choix techniques.

L'intégration du détecteur ne nous parait pas emaable pour des mesures en fluorescence comptedésn
niveaux de sensibilité des applications visées.r Reutype de performances, un photomultiplicatewruoe
matrice CCD refroidie est nécessaire. En effehosis suivons le raisonnement mené par I'équipe. d@uske
(Unger 1999), nous trouvons qu’'une seule molécal®dodamine placée sur une surface de 1 mm? éxlaané
un flux de 1 mW émet en retour un flux de l'ordre ld dizaine d’aw (~50.18 W). Pour une densité de 1
molécule / um2 (limite de détection de I'appareiiugl), le flux mesuré est de quelques dizaineg\We~50.10

12\W) ce qui est trés faible. De plus, placer un détacen bout de lame ne nous parait pas facilergafisable.

L’excitation étant normale a la surface de la lasnpport, il est possible d'utiliser la face opposéeelle
comportant les plots (que nous désignerons pace<dariere ») pour y placer des sources optiquaplegant
les LED discrétes. S'il est possible de réalises dmetteurs semi-conducteurs pour ce genre d'apiplic
(Misiakos 2004, Rebhole 2005), nous avons choiéiudlier une technologie de sources organiques égpel
« OLED » pour « Organic Light Emitting Device ». Effiet :

— les sources OLED présentent une relative simplititécturelle vis-a-vis des sources inorganiques de
type LED, les rendant plus adaptées a la réalisatie dispositifs jetables (colt de production
potentiellement plus faible) (voir Figure 1.29),

Substrs

Anode transparente

Couche organique E l_l_
émettrice

Figure 1.29.  Schéma représentant une OLED constituée d’'une smuehe mince organique comprise
entre deux électrodes qui est la structure d’OLERIus simple possible.
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— ces sources peuvent étre réalisées aussi biereswutdstrats en verre, support actuellement ytdisé
sur des substrats en plastique qui peuvent étisagds a terme pour la réalisation de composants ba
co(t et jetables (possibilité de faconnage patedmiques de type moulage ou thermoformage),

— la technologie OLED a connu derniérement un essoide et arrive aujourd’hui @ un niveau maturité
permettant des productions industrielles : desyited base d’OLED sont aujourd’hui commercialisés
(écran de téléphones portables, d'autoradio et pluesmment des écrans de télévision de grandes
tailles). Elles présentent aujourd’hui des duréesid tout a fait acceptables pour nos applications

— ces sources organiques peuvent étre réaliséesesugrdndes surfaces et avec des formes complexes
(Pardo 2000), ce qui ne nous parait pas envisag@adelc des sources inorganiques de type LED qui
sont intrinséquement ponctuelles,

— il est possible de réaliser des OLED sur I'ensenchiespectre visible (de I'ultraviolet au rouge (Qiu
2001, Adachi 1990, Tang 1987, Braun 1991) et dtejufacilement l'intervalle spectral d’émission
(Han 2005, Lin 2006),

- la consommation énergétique de ces sources esfattds ce qui est important pour I'autonomie du

systeme.

Toutefois, la présence de sources sur la facerawie la biopuce peut engendrer des pertes logsidage de la
lumiére émise par les plots biologiques. Il estanécessaire de tenir compte de cette contrairgdaDnéme
facon, des pertes lors du guidage peuvent étreéeaugar les éléments de la chambre de réactioms(joi
d’étanchéité, interfaces mécaniques). Une solytimm minimiser ces pertes consiste a confinerdaaidans
des guides d'ondes réalisés, par exemple, par dépd¢ couche mince d’indice de réfraction supériegelui
de la lame et protégée par une couche neutre aaunides contacts avec la chambre de réaction. dllee t
solution, sans la couche de protection au niveauadaitacts avec la chambre fluidique, est repréeseait
dessous :

Echantillon

Chambre fluidique

Couche mince Mono
de fort indice détecteur
de réfraction (PM)

Lame de verre

Sources d’excitations intégrées \
dans la lame de verre.

Signal fluorescent

Figure 1.30. Schéma de principe de l'utilisation d’'une couchencei diélectrique de fort indice de
réfraction afin de confiner le signal de fluorescersur la surface de la lame et limiter les intéi@ts entre le
signal et les structures du composant.

L'objectif du travail de thése rapporté dans ce wiéena donc été d'étudier théoriquement et expériedlement
un biocapteur comportant une matrice de sourcegittion de type OLED intégrées dans son composant
une couche mince diélectrique de fort indice deantion destinée a extraire le signal de fluoreseeate la

biopuce par guidage optique, c'est-a-dire a étldierhitecture représentée sur la Figure 1.30.
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1.9.2. Problémes identifiés

Le travail de thése est donc articulé autour dex geoblématiques distinctes :

— les propriétés d’émission des sources organiquesligxcitation de zones fluorescentes précises,
— I'émission de lumiére de molécules fluorescentesi@minage d’interfaces entre différentes milieux

ainsi que le confinement et la propagation de dettgéere dans une couche mince diélectrique.

1.9.2.1Propriétés d’émission de sources organiques de Qp&D

L'utilisation de la fluorescence comme méthode m@@mgduction impose une sélection précise des mitesv
spectraux d’'excitation et d’émission. De plus, létmode de mesure utilisée nécessite un éclairagggspdes
différents plots biologiques. Il est donc nécessaifadapter les propriétés d’émission des OLED & ce

contraintes pour leur intégration dans la biopuce.

Largeur spectrale d’émission des sources OLED

Le rendement de conversion du processus de fluemesca la base de notre biopuce est trés faibéest lonc
indispensable d’éliminer tout signal optique augtee celui de fluorescence par filtrage spectral'@mission
des fluorophores. Ceci est d’autant plus critique tg décalage de Stockes entre les domaines dfdiosoet
d’émission des fluorophores organiques est trédsefaivoir Figure 1.31 a) et que le spectre d’érissies
OLED est large (voir Figure 1.31 b). Pour donneroundre de grandeur, une combinaison de trois $ilst
installée sur linstrument actuel (un filtre int@réntiel en excitation, un filtre interférentiel @h coloré en
émission). On obtient ainsi un taux de réjectionsiinal d’excitation 18 & 10° au niveau du détecteur. Le
détecteur étant extérieur a la biopuce, celui-a gguipé des filtres adaptés. En revanche, il sécassaire de
filtrer de fagon efficace I'émission des OLED paafténuer I'énergie émise par la source d’excitatiams

l'intervalle de transmission des filtres en émisssitués devant le détecteur (voir Figure 1.31 b).
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Figure 1.31.  a: Spectre d’absorption (en bleu) et d’émissiam r@se) des fluorophores Cy3 (données tirées
du sitewww.omegafilters.com/curvg2hb : Spectre d’émission d’'une OLED a base du neaiéAlq3 (mesure
effectuée au laboratoire).

La largeur spectrale d’émission des sources OLEDreparameétre critique : nous avons donc étudiéneyens

de filtrer cette émission et nous rapporterons dassite du mémoire les résultats de cette étude.

Directivité des sources OLED

Le dispositif que nous avons développé utilise alayage discret des différents plots biologiquan dé
pouvoir détecter plusieurs agents pathogénes siméme lame. En excitant tour a tour chacun des,plo
devient en effet possible de mesurer spécifiquerieesignal de fluorescence de chacune des zonsibkenet

donc de remonter a la présence des agents patlsogemetuellement présents dans I'échantillon.

Cependant, cela n’est possible que si chaque salieseitation excite un seul plot a la fois. Damsdas
contraire, il devient trés difficile, voire impobt, de discriminer le signal de fluorescence au floir Figure
1.32).
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a°) Cas d’une source peu directive b°) Cas d'une source directive

Plots biologique Plots biologique
v N v N
——— —
|
\ 4+ 7 \ 4+ /7
Sources d’excitation Lame Ide ver Sources d’excitation

remonter au signal spécifique de fluorescenfe

|
Plusieurs plots sont excités simultanément|: ; [ Un seul plot est excité a la fois : possibilité de
1
impossibilité de remonter au signal spécifiqy ei

Figure 1.32.  a°) Cas de l'excitation des plots biologiques aws sources peu directives. b°) cas de
I'excitation a I'aide de sources directives.

Les OLED ont une directivité trés faible commelddtre la Figure 1.33. Cela en fait des sources tré
intéressantes pour le domaine de l'affichage peur grand angle de vision mais cette propriété ttarsun

défaut majeur pour notre application.

60:.

o}
EL Intensity (arb. units)

Figure 1.33. Diagramme d’émission d’une source OLED a base dtériza Alg3 (d’aprés Tsutsui 1994).
Si les sources d’excitation sont trés peu direstivme partie de leur émission est émise avec gie aopérieur

a I'angle limite de réflexion totale puis est guedésqu’au détecteur (Figure 1.34) : le signal detf malgré le

filtrage, réduit la sensibilité du dispositif.
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Signal d’excitation piégé dans la
Plots biologique lame de verre par réflexion totale

'—'\

7 —

Lame de verr L
Sources d’excitation

Figure 1.34. lllustration de la possibilité de couplage par efion totale de I'émission de la source
d’excitation dans la lame de verre dans le cas d’'@mission trés peu directive.

Une analyse de l'influence de la faible directiwligs OLED sur les performances de l'instrument ke au
laboratoire doit donc étre effectuée. Un travaddiique et expérimental sur I'optimisation de leediivité de
ces sources organiques a ensuite été mené pouosgrodes solutions en vue de leur intégration dans

composant

1.9.2.2Collection et confinement du signal de fluorescendans une couche mince de fort indice

de réfraction

Le couplage en champ proche de I'émission de fhtooees dans un matériau massif recouvert ou nameddu
plusieurs couches minces a fait de I'objet de nembes études théoriques et expérimentales (Drexttifye
Lukosz 1977 a, Lukosz 1977 b, Chance 1978, Luk8381Ford 1984, Hellen 1987, Barnes 1998). L'utiisn
de guides d’'onde afin de confiner le signal derf'ssence de plots biologiques et de leur adresskacun un
détecteur dédié a, par ailleurs, déja été étudieli€t 2004, Seiler 2006).

Toutefois, les conditions de mesures propres aapp$ications nécessitent de bien comprendre ceophéme
afin de dimensionner le systeme. De plus, il pét étile de modifier la configuration du systénmefenction
des conditions expérimentales qui peuvent varienglieur d’'onde de fluorescence, indice de réfracties
milieux, type de milieux) afin d’en optimiser legrnformances. La connaissance et la maitrise dulageien
champ proche de la fluorescence dans un guide €’ands sont donc nécessaires pour I'optimisationadies

systeme.

1.9.2.3Problemes identifiés — conclusion

L'étude de l'intégration des sources d’excitati@ns notre composant nécessite donc de connatieeptuvoir
simuler les propriétés d’émission des OLED ain& lgucouplage et le guidage de la fluorescence aa@msame
de verre recouverte ou non d'une couche mince. @efaettra de concevoir le biocapteur en réduitant

nombre d'étapes de réalisation et d’expériences gomise au point.

De plus, au-dela de mon travail de thése, cessodéilsimulation permettront de modéliser des cardiipns

adaptées a des contextes d’'usages non connusaihbjour
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1.9.3. Travail réalisé au cours de la thése

Le travail réalisé au cours de cette thése est daimulé autour de I'étude théorique et expérimkntle ces

deux fonctions du lecteur de fluorescence dévelapp@boratoire.

Le chapitre 2 sera consacré a la mise en place ai®les théoriques qui m'ont permis d’étudier cesxde
fonctions. Une analyse de ces deux problémes m'aragmans un premier temps, a définir une struadere
cavité asymétrique permettant de décrire a lalésigropriétés de collecte de la fluorescence @aomposant

ainsi que les propriétés d’émission des sourcesBDLE

Une analyse de l'influence de la faible directivét€ du spectre large des OLED sur les performadees
l'instrument développé au laboratoire sera enseidisée. Cette étude permettra de définir lesibesm termes

de filtrage et de directivité de ces sources endaukeur intégration dans le composant de la biepuc

A partir des données disponibles dans la littéeatplusieurs modéles de calcul permettant de smaula fois
I'émission des OLED et le couplage de la fluoreseedans une lame de verre stratifiée ou non semsuite
mis au point. Ces différents modeles, complémesgagntre eux, me permettront d'étudier a la foislade
répartition spatiale de I'émission du dipdle daiffétentes configurations mais aussi de connaésedifférentes
voies de relaxation du dipdle, en particulier lessighations non radiatives et dans les éventueiledes guidés
supportés par la structure du composant. Une éohparative de performances théoriques de notmeimsnt

vis-a-vis des instruments présentés au paragraphesera alors possible et réalisée.

Le chapitre 3 sera, quant a lui, dédié a la caraetion, théorique et expérimentale, de la codlede la
fluorescence dans le composant et des proprié&miskion de sources organiques situées ou non uans

cavité Fabry Pérot.

Grace aux modeéles mis au point au chapitre 2 etsacdmposants réalisés en collaboration avec eliffer
partenaires, je montrerai le role et I'intérét disér une couche mince de fort indice de réfratsar la surface
de la lame afin d’améliorer les performances destliument développé au laboratoire. Cela me coaduinne
conclusion inattendue au vue des différents systémtidisant des guides d’onde pour collecter lenaigde

fluorescence de plots biologiques.

Enfin, jeffectuerai une analyse théorique et ekpéntale des propriétés d’émission de source OLED a
l'intérieur de cavités Fabry Pérot grace a la s&ilbn de divers composants. Cette étude me peanadtirs de
conclure quant a la possibilité d'intégrer de telsources dans le composant de l'instrument dépélau

laboratoire



Chapitre 2. Propriétes d'émission d'un
dipble dans une cavité fermee

asymeétrigue

2.1. Introduction

Le travail présenté dans ce chapitre a pour butlblié un modéle commun permettant d’étudier aolia fes
propriétés d’émission d’'une OLED ainsi que la aibeet le confinement d’un signal de fluorescenaesdun
substrat stratifi€. Pour cela, nous allons mon&dorte analogie entre ces deux problémes, aralggi nous a
amené a définir une configuration commune pourutiét de ces deux phénomeénes: les cavités fermées

asymeétriques.

2.1.1. Structure d’'une OLED

Une OLED est une source de lumiére dont les énrstisant des matériaux organiques excités par umgha
électrique externe. Ce champ électrique permgetiion de porteurs de charges (électrons et tralig)térieur
des couches organiques, porteurs qui, en se renamtbpermettent I'émission de lumiére : c'esthieqpe de

I'électroluminescence présenté par Destriau des {Pastriau 1936).

Les OLED sont réalisées a partir d'un empilementdifrentes couches minces organiques de dimession
allant de quelques dizaines a quelques centainesmEmetres. Ces couches minces sont comprises ik
électrodes réalisant I'injection des porteurs dargbs et dont au moins une est transparente atrdire la

lumiére émise (voir Figure 2.1).
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= Anode semi transparente

Empilement de
plusieurs couches
minces organiques

Couche organique
électroluminescente

Cathode réfléchissante

Figure 2.1. Structure typique d’'une OLED constituée par un éempént de plusieurs couches minces
organiques comprises entre deux électrodes (I'aretida cathode) responsables de I'injection desgos de
charges dans les couches organiques et dont ausnumia est semi transparente afin de permettreréiekion

de la lumiére.

Une OLED peut donc étre représentée par un empiledeplusieurs couches minces d’'indice de réfsaatt
d'épaisseur variable au centre desquelles sontipusées les molécules électroluminescentes reaptass de
I'émission de la lumiére. Une présentation du fammctement des OLED sera effectuée au paragraphe &3

permettra d’expliquer la raison d’'un tel empilement

La modélisation des propriétés d’émission de cesces peut alors étre réalisée en étudiant lesriptép
d’émission de molécules électroluminescentes ptacédintérieur d’'un empilement de différentes does
minces dont les propriétés optiques varient. Lésréetions entre le champ électromagnétique prquhuitles
molécules électroluminescentes et les différemesfaces et milieux composant 'OLED vont déterenites
propriétés spectrale et spatiale d’émission deolarce. Ces interactions peuvent étre étudiées gaaize
équations de Maxwell permettant de trés bien déckir propagation et les modifications d'un champ

électromagnétique traversant un empilement de @suctinces.

2.1.2. Collecte de la fluorescence dans un substrat stréig

Le principe de I'instrument mis au point au labona repose, quant a lui, sur le couplage en champhe du
signal de fluorescence des plots biologiques dares lame de verre. Ce couplage est observé lorsgue |
fluorophore est situé a une altitude inférieureégale a sa longueur d’onde d’émission. Le subpeat étre
composé d’'un empilement d’'une ou plusieurs couchieses déposées sur un milieu massif (voir Figueg 2

on parlera dans ce cas de substrat stratifié.
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Figure 2.2. Schéma illustrant le principe de la collecte dunsigémis par des fluorophores et couplage en
champ proche dans un substrat stratifié

L'étude des interactions et de la propagation dangh électromagnétique émis par les fluorophoreoantion
des différents milieux composant le substrat deitmettre de modéliser ce phénomeéne de couplagéampc
proche et ainsi de déterminer la quantité d’énecgigplée dans le substrat suivant sa nature dtigawse. On
retrouve ici une configuration planaire similairel'@mpilement de couches minces d’'une OLED que les

équations de Maxwell décrivent trés bien.

2.1.3. Cavité fermée asymétrique (définition)

Les structures schématisées sur les Figure 2.igete=2.2 présentent de fortes similitudes. Entgffans ces
deux configurations, des molécules luminescentasr@fphores ou molécules électroluminescentes)gantes

a l'intérieur de cavités planaires dont un des irdrest soit présent (cas de la Figure 2.1), diseat (cas de la
Figure 2.2).

Afin de modéliser a la fois les propriétés d’énmassdes OLED, la collecte et le confinement du digie

fluorescence dans le composant, nous avons cHhétsidier I'effet d’'une cavité asymétrique sur laepriétés

d’émission de ces molécules. Une telle cavité asyqué peut étre représentée de la maniére suivante
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Figure 2.3. Schéma d'une cavité asymétrique a l'intérieur deukdle sont placées des molécules

luminescentes. On considérera dans un premier teqapses molécules sont positionnées au niveauplam
infiniment mince qui sera aussi 'origine de I'axelLes différents milieux composant cette cavitévget étre
tous différents de part leur nature et leur propi®@ptique (métal, couche mince diélectrique, edy,...) afin
de pouvoir modéliser les deux configurations repnéées sur les Figure 2.1 et Figure 2.2.

Une telle cavité nous permet de modéliser :

— les propriétés d’émission des OLED. Dans ce cagnileu 3 représentera la couche organique
luminescente dans laquelle les molécules électioksuentes émettent de la lumiére. Les milieux 2 et
4 représenteront les différentes couches mincegctligues et les électrodes composant I'OLED.
Enfin, les milieux 1 et 5 seront les milieux entauir 'OLED, c'est-a-dire du verre ou du plastiqueip
le substrat et de I'air ou de I'eau pour le supatst

- le phénoméne de couplage en champ proche. Daresde substrat (milieu 5) représentera la lame de
verre recouvert par une ou plusieurs couches mirggggsentées par le milieu 4. Les milieux 1, 3 et
seront, quant a eux, confondus et représenterontilleu dans lequel se trouvent les fluorophores

(typiguement de I'air ou de I'eau).

Une cavité asymétrique permet de modéliser les aeunfigurations qui nous intéressent et que nouss no
proposons d’étudier dans ce mémoire. Nous dévetoppealors un seul modéle basé sur cette struetude
simples modifications des propriétés des différenttieux nous permettrons d'étudier soit I'émissidiune

OLED, soit la collection d’un signal de fluorescerdans un substrat stratifié.
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Les équations de Maxwell utilisées pour modélisetype de structures planaires via une approclssiglae de
I'électromagnétisme, permettent aussi de modéliganission des différentes molécules luminescerdrs
considérant que celles-ci sont des dipbles. Cgipeoghe, qui sera justifiée dans le paragrapheastjiypermet

en effet de modéliser aussi bien les phénoménésarption que d’émission des molécules.
2.2. Le modéele dipolaire

2.2.1. Présentation du modéle dipolaire

Nous étudierons tout au long de ce mémoire deuerantions lumiére-matiére trés similaires: la
photoluminescence et I'électroluminescence. Ces ghganomenes correspondent a la propriété qu’ctdines
molécules d’émettre de la lumiére quand elles sonimises au rayonnement d’un champ excitateuriewté
pouvant étre de nature électrique (électrolumimesee ou optique (photoluminescence). Etant donriénqu
s'intéressera principalement aux propriétés d'éamissle ces molécules et plus rarement a leurs igtégr
d’excitation que nous n'avons pas pu observer éxgdtalement, nous pourrons souvent les assimilgr seul

groupe de molécules que nous hommerons "luminophore

Les luminophores représentent aussi bien les falmes, qui sont utilisés comme marqueurs dan®adbreux
biocapteurs dont le notre, que les molécules élrhinescentes utilisées dans les sources de tigms lou
OLEDs. Le modéle dipolaire électromagnétique perdeesimuler les propriétés d'excitation et d'éroissie
I'ensemble de ces luminophores. En effet, 'appnation dipolaire est valable lorsque les dimensideda

,,,,,

molécules et leurs émissions se faisant dans leuh@wisible, cette approximation est applicable.

Ce modéle dipolaire a déja été largement utiliséagtlé dans la littérature pour décrire les préfgs optiques

des luminophores, que ce soit pour simuler des gghénes de fluorescence (Chance 1975, Chance 1978,
Lukosz 1979, Ford 1984, Hellen 1987, Barnes 19@8riault 2002) que pour étudier les propriétésdsion

de sources électroluminescentes a l'intérieur déésa(Lukosz 1980, Lukosz 1981, Bjork 1991, Defipd1 a
Deppe 1991 b, Deppe 1994, Rigneault 1996, Neyt8,1B6nisty 1998 a). Aucun modéle publié ne perneet d
traiter le cas d’'une cavité dissymétrique permettn passer, par un simple paramétrage, d'unetisitua

l'autre.
Dans ce modéle, le luminophore est modélisé par didles oscillants électromagnétiques :

— un dipble d'absorption qui permet de prendre enmeniexcitation du luminophore par le champ
excitateur. Ce modele permet de simuler les diffsrephénoméenes lors de [I'excitation d'un
luminophore que ce soit l'intensité du champ d’'&t@n que I'effet de son orientation par rapport a
celle du luminophore. En effet, suivant la natutecthamp excitateur et de la position du dipdle, ce
dernier sera plus ou moins excité (voir § 2.2.2[28. méme, suivant son orientation vis-a-vis de la
polarisation du champ d’excitation, le dipdle pauftre excité ou non. Ce phénoméne est souvent
appelé le "principe de photo-sélection”: si laediion de polarisation du champ excitateur est
orthogonale a la direction du dipble (déterminée lmaientation moléculaire du luminophore par
rapport au champ), ce dernier n‘aura pas d'int@adcvec le champ excitateur et donc ne pourra pas
absorber d’'énergie (Ruiter 1997),



Chapitre 2. Propriétés d'émission d'un dipble dexescavité fermée asymétrique 69

— un dipdle d’émission qui permet de modéliser lenopmééne d’émission de lumiére du luminophore.
Dans ce cas, I'électron qui passe de I'état excitétat fondamental se comporte comme un dipble

oscillant électromagnétique irradiant de I'énergie.

Ces deux dip6les ne sont pas nécessairement carsfobd conformation de la molécule peut changeredst
moment ou la molécule absorbe de I'énergie et Imemd ou elle émet un photon. En effet, la moléwilbee
naturellement avec des temps moyens d& $6condes alors que les temps moyens d’émissiarptioton sont

de l'ordre de 16 & 10° secondes autorisant un changement d’orientatiodeeposition entre I'événement
d’absorption d’énergie et celui d'émission d'un tpho Il faudra donc considérer deux dipbles ogdilla
d'orientations différentes lorsque Il'on prendra cempte les phénoménes d'absorption et les phénemene

d'émission.

2.2.2. Effets du milieu extérieur

Le but de ce paragraphe est de décrire qualitatinees effets que peuvent avoir le milieu extétieu plus
précisément les champs radiatifs supportés pailieunextérieur, sur les propriétés d’absorptiord'&mission
d’'un dipdle. En effet, on ne peut considérer lesppétés d’émission d'un dipble sans prendre enpterte

milieu dans lequel il est placé.

Pour cela, nous allons tout d’abord reprendre madogie décrite par Fermi (Fermi 1932) afin deeggrésenter

comment le milieu extérieur peut influer sur lesprétés d’émission d’'un dipdle.

L'analogie décrite par Fermi utilise des concepmsmicanique afin de décrire les interactions amirdipdle et
son environnement extérieur. Bien quelle ne petengls de représenter I'ensemble des phénomenes qui
influent sur les propriétés d’absorption et d’éncissd’un dip6le, cette analogie donne une représient simple

de l'influence du milieu extérieur sur un dipOlearis cette analogie on représente (voir Figure:2.4)

— le dipdle oscillant par un pendule de masse M. édople d'oscillation du pendule correspond a la
longueur d'onde d’absorption ou d’émission du dipdDn note que dans cette analogie, on considéere
indépendamment les phénoménes d’'absorption et si@mi du dip6le. Par exemple, les pertes
d’énergie interne au dipble entre I'absorption 'émission d’'un photon (induisant le décalage de
Stokes) ne sont pas prises en compte,

- le milieu extérieur ou plus exactement les diffésechamps électromagnétiques pouvant se propager
dans ce milieu par un ressort. Ce ressort, degearidifférentes périodes d’oscillation, représdese
champs propagatifs du milieu dans lequel est diudipble. On parle aussi de densité de modes
photoniques (voir § 2.2.2.3). Ces périodes d'aattilh peuvent former un continuum (cas d’un dipdle
dans un milieu infini) ou bien étre discretes (dam dipdle situé dans un guide d’onde par exemple)

- les interactions entre le dip6le et son environngrmpar un élastique reliant la masse M du pendule a

ressort.
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(a) (b)

Wpendule Wpendule

Wressort
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les champs radiatifs le luminophore
supportés par le
milieu extérieur
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<+—>

Elastique représentant les
interactions entre le milieu
extérieur et le luminophore

Figure 2.4. Schéma illustrant le modéle permettant de se remtés les interactions entre un
luminophore, schématisé ici par un pendule de madset son environnement extérieur dont les champs
radiatifs sont représentés par un ressort. Lesradons entre le luminophore et le milieu extérisant alors
représentées par un élastique entre le ressod pehdule.

Le systéme dipdle-milieu extérieur forme donc ustége unique dont I'énergie est la somme de :
— I'énergie du dipble,
- I'énergie électromagnétique des champs radiatifisecrus dans le milieu extérieur,

— I'énergie provenant des interactions entre le digllle milieu extérieur.

Les interactions entre la molécule et la densiténddes photoniques du milieu extérieur sont repitéss dans
cette analogie par un élastique reliant le penduleessort. Cet élastique perturbe lIégérement levement du
ressort et du pendule. Considérons, par exempla I'qstantt = O le pendule est en oscillation et que le réssor
est au repos. A chaque oscillation le pendule tn@hsau ressort de faibles forces ayant la mémegekue
celle du pendule. Si cette période est différeet® mkriodes d’'oscillations possibles du ressasteuvements
de ce dernier restent faibles. Par contre, si édsges correspondent, le mouvement s’amplifieefoent ce qui
représente I'émission d’'un photon dans un des chasopportés par le milieu extérieur (correspondatd

période d’'oscillation du ressort).

Inversement, si a linstant t = O le ressort estosaillation et le pendule au repos, le phénoménerse se
produit. L'amplitude de l'oscillation du penduleopiuite par le ressort devient importante seulensérif
période d'oscillation de ce dernier est suffisammproche de la période d'oscillation du pendulelaCe
représente le phénoméne d’absorption d’'un photbfaut que I'énergie du photon absorbé correspchadme

transition électronique des bandes d’énergie dalelip

On voit ainsi par ce modele que des modificationsrilieu extérieur capables d’agir sur la densiéntbdes
photoniques, c'est-a-dire de modifier le nombrdaetépartition des champs électromagnétiques pdus@an
propager dans le milieu extérieur (soit les pémod®scillation du ressort), vont influer sur leopriétés

d’absorption et d’émission du dipble. Ce dernievaeplus pouvoir osciller selon certaines périogigsne sont
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plus des périodes d'oscillation du ressort et isgarent. Ces modifications du milieu extérieur patizar
exemple étre dues a la présence d’'un milieu absbiaréfléchissant a proximité du dipble ou enconene
cavité.

Dans les deux paragraphes qui suivent, nous alkgesder plus en détail quels sont les effets quegnt avoir
une cavité asymétrique (voir Figure 2.3) sur lesppétés d’absorption puis d’émission d’'un dipbiué a

I'intérieur.

2.2.2.2Lors de I'excitation
La cavité asymétrique influe sur le champ d’exmtaet donc sur les propriétés d'absorption d'amrophore.

Cas d'une interface plane

Dans un premier temps, considérons le cas d’uniéécse résumant a une interface plane au desslag|delle
est positionné un dipdle et d’'une excitation dedg#ble par de la lumiére arrivant en incidence radenpar
rapport a la surface de la cavité. C'est la comfijan de I'excitation des plots biologiques fluscents dans

notre instrument (voir Figure 2.2).

Soit une onde plane monochromatique, cohérentelatigée rectilignement de vecteur d’ondarrivant en

incidence normale par rapport a l'interface (vagute 2.5) :

—_ —ikz Aiat
Ei. =Ec € Eq. 2.1.

Avec Eq I'amplitude maximale du chamf,le vecteur d’ondez la position considérée par rapport a l'interface,

w la pulsation du champ ete temps.

Le champ réfléchi par l'interface va interférer ae champ incident produisant une onde statiorrairdessus
de l'interface. Pour rejoindre I'analogie décriteparagraphe précédent, ces interférences modiGerthamps

électromagnétiques présents dans le milieu extérieu

A l'altitude z, au dessus de l'interface, le champ total serafanse du champ incident et du champ réfléchi par

l'interface. L'intensité résultante, donc la puissa d’excitation est alors :

[l (20) = || L+ |r[f - 20(r))

our est le coefficient de réflexion de Fresnel (aniplié et phase) de I'onde incidente au niveau deetface,

L] désigne la partie réelle HaE || est l'intensité d’excitation.

exi
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Figure 2.5. Principe de la formation d'une onde stationnairedmssus d'une interface. Un champ incident

Einc est réfléchi sur l'interface entre les milieuxtl2e(a). L'interférence de ces deux champs progié onde
stationnaire dans le milieu 1 (b)

La puissance d’excitation varie donc en fonction’aléitude z au dessus de l'interface. On comprend alors que

le dipble ne sera pas excité avec la méme forteestrouve dans un ventre ou un nceud du signatitédion.

Dans le cas d’un substrat stratifié, ce phénoménhples compliqué mais le principe reste le méme observe

2 .
exi || au niveau des fluorophores (quelques

des interférences a la longueur d’'onde d’excitatienvaleur de”E
nanometres au dessus du substrat) dépendra déeleinde la polarisation du champ incident maisiads la

nature des couches constituant le substrat.

La condition pour que cette onde stationnaire seécau-dessus de l'interface est que la longueapkérence
de la source soit supérieure aux différentes épaisset longueurs mises en jeu (épaisseurs deheouit
milieu 2). C'est le cas si un laser est utilisérgoiciter les fluorophores : la longueur de cohéeenle I'ordre de
un a plusieurs dizaines de centimétres, est bipérmure a la distance des fluorophores a la sar{de

guelques dizaines de nm)

Les sources d’excitation que nous utilisons sons dédes électroluminescentes filtrées par unefiltr
interférentiel centré sur la longueur d’'onde 525etndont la largeur de la bande de transmissiodegts nm.

La longueur de cohérentede ces sources est donc donnée par :

AZ

Ic A Eq. 2.3.

oU A/ représente la largeur spectrale de la source d%aom etl est la longueur d’onde centrale d’émission de la
source.

On calcule que la longueur de cohérence spatiale sieurce apres filtrage est de I'ordre de 6,1 lisera donc
nécessaire de considérer les interférences crééda péflexion du faisceau d’excitation sur la éafors de la
modélisation du phénomeéne d’absorption des fluasogg sur notre dispositif car les dimensions m&segeu

sont toutes inférieures au micrometre.

La difficulté principale est cependant de connalaéitude des fluorophores par rapport a l'interé afin
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d’estimer ce signal d’excitation. Par exemple,ugasité des différentes couches permettant déebesondes de
capture a la surface est mal connue. L'épaissewedecouches est difficile a connaitre précisénientin,

I'orientation des duplexes par rapport a la surfdé&eend de nombreux parameétres et est peu maitrisée

Toutefois, la configuration de notre instrumentisgi une excitation provenant de la face infériededa lame

(voir Figure 2.6).

Champ transmis : pas d’onde

Plot biOlOgique A stationnaire
A \.7
JL Formation d’une onde
E stationnaire
—
\ 4

Lame de verre
l Source d’excitation

Figure 2.6. Représentation de I'excitation des plots biolog&jdans notre instrument. L'excitation étant
réalisée par-dessous la lame, il n'y a pas formmatune onde stationnaire au niveau des plots lgjigjoes.

A l'intérieur de la lame on observe alors la forimatd’'une onde stationnaire due aux interférencesede
champ direct émis par la source et celui réfléahis face supérieure de la lame. Le champ tranarisvers la
lame ne forme par contre pas d’onde stationnairelessus de cette derniere car il n'y a pas de cheamp
propageant dans le sens inverse pour interférer. &es fluorophores étant situés au-dessus dene e voient
donc pas I'onde stationnaire formée a lintériearld lame mais uniquement le champ transmis. Ds, éu
source d’excitation est rendue directive par le aedi’excitation (voir Figure 1.21). Il est alorsgsible de
considérer la puissance d’excitation des fluoropparomme constante quelles que soient leurs pusito

dessus de la lame.

Dans le cas d'une excitation a l'aide de sourcésginées dans la lame, cette approximation peutrer&me
utilisée. En effet, ces sources d’excitation detvé&tre directives afin de minimiser la formatiomn’offset trop
important et de n’exciter qu’un seul plot a la f@imir § 1.9.2.1). Leur puissance d’excitation sdoac aussi
guasiment constante selon l'altitude des fluorophat ce d’autant plus que la distribution enwalét de ces

derniers reste faible (< 100 nm).

Nous pourrons donc nous affranchir de I'effet déolanation d’une onde stationnaire pour I'excitatides plots

biologiques dans notre cas.

Cas d’'une cavité fermée

Considérons a présent le cas d’'une cavité fermdie Figure 2.7) constituée d’une couche mince lwesaente
comprise entre deux miroirs (les électrodes des DIdeuvent former une telle cavité). Les OLED étant
pompées électriquement, on peut considérer quadeg excitateur est homogene a l'intérieur de lache
luminescente. Cependant, le champ émis par lesledip® I'intérieur de la cavité forme aussi une onde
stationnaire due aux interférences entre les difiixs réflexions de ce champ sur les miroirs dmléé. Cette

onde stationnaire influe en retour sur I'émissies dip6les. Suivant la position de ces dernielist@ilieur de ce
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champ (au niveau d’'un nceud ou d’'un ventre de I'ostdéonnaire) leur émission est alors annihiléebiun
renforcée (Dirr 1997 et Figure 2.7).

1
(@) (b)
ak
A 081 Couche émettrice
;
" osl
=
Milieu 1 S
E 04
Milieu 2 I
/ ozr
f“-\
——— -
/ a e SRRt | Ry =
s oA 400 450 500 550 600 6850 nm 700
Milieu 3 Dlp0|e wavelsngth -
' T
— au Couche émettrice
Milieu 4 ~~, oo} A\
Milieu 5 / L%_
Onde stationnaire (en g
amplitude) crée par les 5 o4k
réflexions successives du
champ émis par les dipbles 02
%
Figure 2.7. (a) : formation d’'une onde stationnaire a I'intéudiede la cavité due aux réflexions successives

sur les milieux 2 et 4 du champ émis par les dp8laiés a I'intérieur de la cavité. (b) : effet kdeposition du
dipdle vis-a-vis de cette onde stationnaire sur somssion. Si le dip6le se situe dans un ventrd atele
stationnaire son émission est renforcée et inveesgsil se trouve au niveau d’'un nceud de 'on@¢icnaire
(les figures b sont issues de la publication D®OXI).

Cet effet est d’autant plus important dans lestéavijue I'onde stationnaire résulte d’interférencrstiples
contrairement au cas d’'une simple interface plaind’‘ande stationnaire est créée par l'interféredeedeux
ondes. Ce renforcement peut par exemple étreéutili;n d’améliorer la puissance d’émission des OL&D
utilisant des couches optiquement neutres poutiposer la couche émettrice au niveau d'un venéreet onde

stationnaire (cas de la Figure 2.7 b).

Il est aussi possible de s’affranchir de cet effetrépartissant les dipbles sur I'ensemble de isspar de la
cavité. L'annihilation et le renforcement de I'ési@n des dipbles se trouvent alors moyennés. Gelseas des

échantillons OLED a l'intérieur de cavités que pai I'occasion de caractériser au cours de moaitrde thése.

Remarque : lors d’'une excitation optique d'une t&vil y a aussi formation d’'une onde stationnaae
l'intérieur de cette derniere. Il est cependant gible de contourner cet effet en excitant la catdtgours de la
méme maniére (angle d’incidence et longueur d'ahdéaisceau d’excitation). La méme onde statiorsagra
alors systématiqguement créée permettant de réatiesr comparaisons entre les différentes expérieetes
échantillons testés a condition que leurs propegiéysique n'aient pas changé (coefficients dexiéfh de la

cavité, indices de réfraction des différentes cesch..).
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2.2.2.3Lors de I'’émission

La luminescence de molécules fluorescentes ourélentinescentes est un processus d'émission spEnthe
luminophore, qui est initialement dans un étattéxaia chercher a revenir dans son état de plsel#sergie ou
état fondamental. La différence d'énergie enttatléxcité et I'état fondamental est alors évacoés la forme
d'un photon, mais il est aussi possible qu’ell¢ éeacuée dans d’autre mode de relaxation de bgméchaleur,

vibrations mécaniques, ....)

A partir de la "regle d'Or" de Fermi, on trouve daeprobabilité de transitiofi; d'une molécule entre un état
excitéi et son état fondamentglc'est-a-dire sa probabilité d’émettre un photst,donnée par (Barnes 1998,
Lakowicz 2003). :

¥ D‘Mij ‘Zp(uij) Eq. 2.4.

Ou M; est I'élément de matrice de transition reliantliggauxi etj déterminés par les fonctions d'onde de ces
états respectifs, g(v;) la densité de modes photoniques (PMD) a la frécpi€le transitiom;;. Etant donné que
le termeM; liant les états et est déterminé par leurs fonctions d'ondes respestdont les distances
caractéristiques sont de l'ordre de I'’Angstrom, teeme peut étre considéré comme constant pour des

interactions supérieures a cette distance, cesfjuicgre cas.

La densité de mode photoniqye(y{)) représente, quant a elle, les champs radiatifpates par le milieu
extérieur. Dans I'analogie mécanique présentéeépeioment, ce terme correspond aux différentes ¢esio
d’oscillation possibles du ressort. Les différeatamps radiatifs supportés par le milieu extérieue nous
désignerons a présent par le terme "mode", voms @éterminer les possibilités d’émission d’'un pinopar le
dipble. On retrouve I'effet du ressort sur les péeis d’'oscillation possibles du pendule. Le pengele osciller

uniquement si sa période d’'oscillation correspondi@ des périodes d’'oscillation du ressort.

Par exemple, si le dipble est placé a l'intérieund cavité Fabry Pérot, les modes supportés panilieu
extérieur vont étre différents de ceux d'un dipéieé dans un milieu infini. Seuls certains couptEyyueur
d’'onde / angle d’émissiori(6) seront supportés par la structure (ce sont ledesicadiatifs de la structure). La
présence de la cavité va donc forcer le dipdle ettéenselon certaines longueurs d’onde et certalitestions

modifiant ainsi ses propriétés spectrale et sgatia@mission.

Par la suite nous utiliserons systématiquementeteng "mode" afin de désigner les différentes vales

relaxation de I'énergie d’un dipdle. Ces modes patiétre :

— radiatifs. Dans ce cas ils correspondent a deslesuf ) selon lesquels le dipble peut émettre un
photon. Ces modes peuvent former un continuum daas milieu infini) ou bien étre discrets (cas
d’'une structure confinée par exemple un guide c&ynd

— non radiatifs. Dans ce cas les modes peuvent gamelse soit & un angle imaginaire représentatif d’u
mode évanescent du dipdle, soit a d’autres forrealdxation de I'énergie par exemple sous forme de

chaleur, de vibrations mécaniques, ...

De nombreuses structures distinctes peuvent éilieéas pour modifier la densité de modes photagsqu
(PMD) : une simple interface entre deux milieux Kbsz 1979, Ford 1984, Hellen 1987, Barnes 1998;itBalt
2002), un cristal photonique (Brown 1993) ou encame micro cavité (Lukosz 1980, Deppe 1991 a, Deppe
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1994, Rigneault 1996, Benisty 1998 b, Rigneauli8)}99

2.3. Effets et méthodes de modification des propriétégectrale et spatiale

d’émission d’'une OLED

Ce paragraphe a pour but de présenter et de gudgfichoix de la méthode que nous avons utiliséede

modifier et adapter a nos contraintes les progwigpectrale et spatiale d’émission d’une OLED.

Dans un premier temps, nous allons présenter &ifomement, le type de structure et les propriét&sission
des OLED les plus couramment fabriquées aujourdine analyse de l'influence de la directivité atspectre
d’émission des OLED sur les performances de l'imsgnt développé au laboratoire sera alors effeditigale
justifier le travail qui a été réalisé.

Nous donnerons ensuite quelques unes des solptiéssntées dans la littérature afin de modifieteetontroler
les propriétés d'émission de ce type de sourcds,mus justifierons notre choix d’utiliser une itéplanaire

de type Fabry Pérot.
2.3.1. Qu’est qu’une OLED ?

2.3.1.1Principe de fonctionnement

Le principe de fonctionnement d’une OLED, tout coenoelui d'une LED (Luminescent Electrical Device),

repose sur le phénomene d’électroluminescence.

La premiere observation du phénoméne d’électrolastance dans de la matiére organique a été répksée
Bernanose et al. en 1953 (Bernanose 1953), puiP@ae et al. en 1963 (Pope 1963) mais ce n'estmprgr
des travaux des équipes de Saito et Tsutsui édalchi 1989; Adachi 1990) , de Tang et VanSlykalefTang
1987) et de Friend et al. (Burroughes 1990) quée dethnologie c’est réellement développée. Emnt,effes
travaux ont montré la possibilité de réaliser dé&D par des techniques simples de dépdbt sous ¥idachi
1989; Adachi 1990), ou bien par des méthodes de@mting (Burroughes 1990) permettant la fabricate

dispositifs OLED montrant de bonnes performancepuls, ce domaine est en pleine expansion.

Ce phénoméne d’électroluminescence regroupe leséralits modes d'émission d'une radiation
électromagnétique par une matieére condensée soueidexcitation d'un champ électrique externe.
Généralement, la radiation électromagnétique ésasgtue dans le domaine visible du spectre, rhast aussi
possible d’obtenir des radiations dans I'ultra @iadt I'infra rouge. Il est généralement admis geenécanisme

d’électroluminescence dans les OLEDs se décompoptusieurs étapes (voir Figure 2.8) :

- linjection des porteurs de charge dans les couohganiques constituant 'OLED,

— leur transport a travers la ou les couches orgasigous forme d’entité de charges appelées polarons
(p* ou p), ou pour simplifier électrons Jest trous (h),

- la recombinaison des porteurs de charges opposags&tat excité neutre appelé exciton,

- et larelaxation de I'exciton sous forme d’émissitun photon.

Il a été montré par les lois de la mécanique qgasatgue I'exciton ainsi formé a 25 % de chancerel’@ans un

état de symétrie singulet (S) et 75 % d'étre danétat de symétrie triplet (T). Seuls les étatgudets peuvent
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se dé-exciter de facon radiative (Kraft 1998, Kalski 1999) et donner lieu a une émission de lugiée qui

limite le rendement d’électroluminescence. Quelqégsipes travaillent actuellement pour dépassete cet

limitation par exemple en étudiant I'effet de caag® de spin dans des matériaux phosphorescent2(86h

Formation Formation
d’un polaron d’'un polaron
. . . .
ction Injecti
trou \[ ranspor 4

Recombinaison

Emission de
lumiére
Non radiatif
v A 4 Etat fondamental
Figure 2.8. Décomposition simplifiée du phénoméne d’électrahesience dans une OLED

2.3.1.2Structure d'une OLED

De facon simplifiée une OLED est constituée d’uoaahe de matériau organique électroluminescent deep

entre deux électrodes dont I'une au moins est pianeste afin d’extraire la lumiére (voir Figure 29
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Figure 2.9. A : structure simplifiée d’'une OLED constituée dduoouche organique émettrice comprise
entre deux électrodes. B : bandes d’énergie assec# la structure de I'OLED : lorsque deux porteaies
charges de signes opposés se rencontrent au noeda couche émettrice, ils créent un exciton gnise dé-
excitant, est capable d’émettre un photon.

L'application d’'une différence de potentiel entes I[deux électrodes (de I'ordre de quelques Volesmpt
l'injection des porteurs de charges (€lectronsr@is) a I'intérieur de la couche organique qui éplacent

respectivement Sur :

— la"bande de conduction" ou LUMO (Lowest Unoccupidalecular Orbital) de la couche organique,

- la"bande de valence" ou HOMO (Highest Occupiedddolar Orbital) de la couche organique.

Il existe dés lors une certaine probabilité pouunélectron et un trou se rencontrent afin de farom exciton.
En se dé-excitant, ce dernier peut alors émettrghaton d’une énergie égale a la différence emgsenlveaux
LUMO et HOMO. Cette différence d'énergie entre oésaux, aussi appelée gap, se trouve généralataest
le domaine visible du spectre (voir Figure 2.90mns le cas contraire, les porteurs de chargesagsorbés par

I'électrode opposée et n'induisent aucune émisdelumiere.

La structure décrite ci-dessus fonctionne mais aescrendements trés faibles. En effet, a cautz différence
de mobilité des porteurs de charges, la zone demiginaison se retrouve a proximité de la cathodeegu
généralement métallique. Les relaxations non ragimtdans la cathode limitent alors le rendemeémision
de 'OLED (Mitschke 2000).

Une solution pour éviter cet effet est d'utiliséugieurs couches de matériaux organiques possédantiveaux
énergétiques différents. En les choisissant biarpeut s’arranger pour établir une "barriére" pesrélectrons
comme pour les trous au niveau d'une interface eemratériaux différents. Cela créée une zone de
recombinaison des porteurs de charges située &eniin entre les électrodes (voir Figure 2.10 by pertes
non radiatives causées par les électrodes métdligont alors minimisées. De plus, en confinanéliestrons et
les trous dans une zone précise, la probabilitfodaation des excitons dans la couche émettricenantg,

optimisant ainsi le rendement de 'OLED.

Il est encore possible de multiplier les couches ponéliorer les performances des OLED comme, xample,
pour améliorer l'injection des porteurs de chargaglles couches organiques (HIL et EIL) ou encete |
transport (HTL, ETL). Aujourd’hui, les OLED les @performantes sont réalisées avec une petitendizie
couches ayant chacune un réle bien défini (Ada@BR1Kraft 1998, Friend 1999, , Forsythe 2000, Hu2003,
Ruhstaller 2003, Kim 2005, Wu 2006) pour une émaissotale de I'ordre de quelques centaines demaftres
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(voir Figure 2.10 a).

Niveau du vide (0 eV)

a
@ (®) .-~, Zone de confinement
T @ '~ des électrons
[ L X °
HIL —, | Anode LUMO B Electrons
HTL —»f
EML —p
ETL o
EIL g
c
w
Avec .
- HIL : Hole injection layer, HOM :
- HTL :.HoI(.a tr_ansport layer, g | \ Zone de
- EML : Emissive layer, recombinaison
— ETL : Electron transport layer
— EIL : Electron injection layer. Zone de confinement

des trous

Figure 2.10. a: structure d'une OLED multicouche constituée pan empilement des couches
HIL/HTL/EMLETL/EIL et b : structure des bandes dégie de cet empilement. Les électrons injectéslgar
cathode et les trous injectés par 'anode s’accentilau niveau de la barriere énergétique formée lear
couches EML/HTL formant ainsi une zone de reconiddmasituée au milieu de la structure au niveaulae
couche émettrice.

Les propriétés fondamentales des matériaux orgasigtilisés dans les OLED sont leur capacité apaecdées
porteurs de charges des électrodes, a transpogtercltarges et bien slr a avoir un bon rendement de

luminescence.

Il existe de trés nombreux matériaux organiquesvaouétre utilisés pour la réalisation des difféesrcouches
composant une OLED et qui émettent sur I'ensemblesgectre visible. Les matériaux organiques les plu

utilisés aujourd’hui pour la couche émettrice sont

— le 8-tris-hydroxyquinoline aluminium (Alg3) qui eshe molécule de faible poids moléculaire et dont
I'introduction se fait par des techniques de dé&mats vide. Son spectre d’émission est large etige s
entre 450 et 650 nm,

— le Poly(p-phenylenevinylene) (PPV) qui est un padyenconjugué et dont le dépdt se fait par des
techniques en solution (Spin Coating, Dip Coating, Le spectre d’émission de ce polymeére est centré
sur 550 nm.

La cathode est généralement réalisée a partir deumé&u d’alliages métalliques (Al, Ag, MgAg, MgAl,.).
L'anode, qui est généralement I'électrode transgarpermettant I'extraction de la lumiere, estiséa le plus

souvent en ITO (Indium Tin Oxyde).

Pour plus de détails sur les différents matériailisés dans les OLED et leurs propriétés, nousntepons le
lecteur a la revue trés compléte de Mitschke dtiitschke 2000).
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2.3.1.3Performances

La technologie OLED a réalisé d’énormes avancépsigeaine vingtaine d'années, ce qui a permis d’eome¥|

la luminosité, la stabilité dans le temps, ou eaderrendu des couleurs. Ces avancées en fontreiijoudes
concurrents sérieux des technologies LCD, plasmaéto-éclairage dans le domaine de I'affichagedes
technologies des tubes a fluorescence ou des LBmaniques dans le domaine de I'éclairage. Plusieur
produits & base d’'OLED ont ainsi été mis sur leanéy de I'écran dit "nomade" (lecteur MP3, télémhon
portable, autoradios, ...) a des écrans plats dedgsamailles de quelques millimétres d'épaisseumnyS
Phillips).

Pour notre application, la principale difficulté ee définir les performances du dispositif. Pamagle, la durée
de vie, qui est un parameétre important dans lesaitees de I'affichage et de I'éclairage, est moinisquie dans
notre cas puisque les sources d’excitation somtreies individuellement pendant de faibles duréeguetle

dispositif lui-méme présentera une durée d’utiiat’une journée a quelques semaines.

Toutefois, nous avons identifié des caractérissqoentraignantes pour l'intégration de ces soudaass un

biocapteur tel que celui développé au laborateiog € 1.9.2.1) :

— la directivité de I'émission. Les matériaux orgargg ont des indices de réfraction élevés (de koddr
1,6 a 2) qui rendent I'extraction de la lumierecds matériaux difficile et leur confére une trépléa
directivité d’émission (voir Figure 2.11 a),

— le spectre d’émission. Les matériaux organiquest@leminescents possedent généralement des
spectres d’émission trés larges (de I'ordre dea 200 nm, voir Figure 2.11 b) qui permettent d'obte
de trés bons rendus de couleur, caractéristiquertamte pour le domaine de I'affichage, mais quigo
problémes pour I'intégration de ces sources darisataur optique de fluorescence.

(@) (b) Spectre d'émission d'une OLED a base
d'Alg3

Signal d'émission (
n
o
o
o
o

400 500 600 700 800
o Longueur d'onde (en nm)

Figure 2.11. Diagramme d’émission en coordonnées polaires (agpetctre d’émission (b) d’'une OLED a
base du matériau organique Alg3. Données mesurgestd des OLED fournies par le DIHS du CEA Greleob
et caractérisées sur un banc goniométrique (voinéxe A.3))

Ces deux propriétés, comme nous I'avons vu endiohdpitre 1, doivent étre modifiées pour I'intdignade ce

type de source dans un biocapteur tel que cel@ldppé au laboratoire.

Nous allons a présent étudier l'influence de ladivité et du large spectre des OLED sur les perdmces
gu’il est possible d'atteindre avec l'instrumentvel®ppé au laboratoire dans le cas de l'intégratiences

sources dans son composant.
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2.3.2. Analyse de linfluence de la directivité et du spere d’émission des OLED sur les

performances de détection

Plusieurs phénomenes pouvant faire baisser laglidatdétection de I'instrument due a la faibledivié et au

large spectre des OLED ont été identifiés. Ces @némes sont :

- I'éclairage simultané de plusieurs plots biologgymar une seule source d’excitation due a la faible
directivité de la source. Le signal des plots liajoes entourant le plot interrogé créé un offsetls
mesure nuisant aux performances du systéme (vguré€il.32). Nous avons choisi de nommer ce
phénomene la "diaphotie”,

- le large spectre de la source dont une partie deésussion est comprise dans le domaine d’émission
des fluorophores excités. Ce signal, s'il est céufAns la lame (par exemple par diffusion) crée un
signal d’offset important au niveau du détectemitint les performances du systéme,

— I'éclairage direct du détecteur du a la faible clirgté d’émission des OLED. Une partie de leurrgre
peut étre émise avec des angles supérieurs ad’dingte de réflexion totale et donc se propagersda

la lame jusqu'au détecteur créant un offset impo(tair Figure 1.34).

Dans un premier temps, nous allons étudier l'infbee de la directivité des OLED sur le phénomeéne de
diaphotie. Puis, nous allons établir les relatipesmettant de prendre en compte les propriétégrapes des
éléments considérés (filtres, fluorophores, ...) d@knsimuler la chaine photométrique du systémearirpde

ces relations, nous étudierons alors l'influencédilthage de la source et de I'éclairage direcdétecteur sur les

performances du systeme.

2.3.2.1Influence de la directivité des OLED sur le phénonede diaphotie

Le dispositif que nous avons développé utilise ataynge discret des différents plots biologiques de
pouvoir détecter plusieurs agents pathogénes suméme lame. Cependant, ce systéeme ne fonctiornsi gu
seul plot est excité a la fois. Nous allons domteteici d’étudier I'effet de la directivité desisoes d'excitation

sur ce phénomeéne et sur les performances que dohgtteindre.

Quantifier cette incidence est une chose difficée les performances attendues d’'un systéme detidétesont
trés liées au contexte d'usage qui pourra étredifé&rent d’'une situation a 'autre. C’est pourguoien que
'analyse livrée ci-aprés puisse paraitre quamigaies résultats des calculs doivent étre conégléomme des
tendances. Nous retiendrons cependant que les atilisés pour conduire cette analyse peuvent glodes

résultats quantitatifs pour une situation bienméfi

Notion de dynamique utile

La dynamique utile est une notion utilisée dansentatboratoire (Perraut 2002) afin d’exprimer lpgart des
signaux exploités par les utilisateurs, en I'ocence, les biologistes. Cette dynamique utile ptet différente
de la dynamique du détecteur car elle inclut isguement certaines limitations liées aux réactiolsgiques

(adsorption non spécifique, offsets ajoutés pahlaie de couplage, auto-fluorescence des matériaux

Elle est définie comme le rapport entre les signraaximum et minimum exploités pour réaliser I'iqeitation

des mesures.
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Pour une puce & ADN, la densité des sondes dereagsti proche de {@nolécules/um? (Pirrung 1996). De
nombreux travaux ont montré que le nombre de soddesmptures occupées est de I'ordre de 10 % dipmr@om
de sondes a saturation (Niua 2008), soit & saapigs réaction, au maximum 1 000 molécules fluergss par

micrométres carrés (nolécules/pm?).

La limite de détection de Iinstrument con¢u audiatoire est de 1 a 10 molécules/um? (Schultz 208@us

prendrons la valeur de 1 molécule/um? : la dynamigfile sera donc égale, pour les puces a ADN)@O1

La densité de sites immobilisés pour les pucegiéaaps est en général dix fois plus faible quéecees puces a

ADN. Nous ne connaissons pas le rendement d’ocitupdés sites a saturation et nous le supposegaigél.
Nous choisirons donc comme paramétre de dynamitjedaivaleur de 1 000.

Cette dynamique n’est pas une valeur extréme adaice scanners de biopuces présentent des dynasniqu
supérieures, en particulier celui mis au point & guelques années au laboratoire (Perraut 200)equnettait
une dynamique utile expérimentale de 30 000. Conbgel des nombreuses hypothéses précédentes, nous

considérons que 1 000 est une bonne valeur podmignsionnement.

Influence de la directivité

En cas de non directivité des sources d’excitatiéalairage d’'un plot entrainera I'éclairage déstp voisins.

La configuration la moins favorable que nous retiens est celle décrite par la figure suivante :

r 1 A

intensité

Imin

J position

h

Figure 2.12. Figure 1 — Configuration d'étude pour une biopuck) exemple d’image synthétique
permettant de simuler 'effet du voisinage : letpdentral est ici plus faiblement lumineux que Vessins. B)
correspondance en intensité de fluorescencg,; dorrespond a lintensité du plot central quand kna
correspond a celle des plots voisins.

Le plot analysé est le plot central dont le sigestl arbitrairement égal a 1.4 = 1) et nous allons étudier
l'influence du voisinage selon la directivité dedaurce et la dynamique entre le plot central gtveisins,
idéalement de 1 000,(;,= 1 000).

Dans un premier temps, nous comparerons le sigesiliréd avec et sans voisinage : pour éviter unsdaalsrte,
'augmentation du signal mesuré avec un voisinaiftsdt) doit étre inférieure au signal généré maplot
central seul. Nous fixerons comme critére que i@tion n'est pas assez directive si 'offset egaléou
supérieur dnj,.

Dans un deuxiéme temps, nous considérerons qu'rowgure pouvant s’apparenter & une déconvoluson e
appliquée pour retirer les signaux parasites éandepvoisinage : c’est alors l'incertitude de nreslige au bruit

de photons de l'offset engendré par le voisinagdinite les performances de détection (sans persagdes
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incertitudes provenant de la procédure de cornectiale la procédure de correction elle méme).

Lors des calculs, nous avons utilisé deux typesditatrice d’émission : la premiére est isotrogeniéme flux
de photons est émis dans toutes les directionesjgake), la deuxiéme est définie par :

1(6) =1, xcos(6)° Eq. 2.5.

Cette derniére loi a été choisie pour simuler IEsitn d’'une source directive dont I'angle d’émiasé mi-
hauteur est de 30°. Nous vérifierons sa pertindmiede la présentation des mesures expérimergaledes
sources organiques que nous avons rendu directivesoins large spectralement grace a I'utilisatitune
microcavité de type Fabry Pérot.

Dans les calculs, les diameétres des sources epldessont égaux a 1 mm et le pas varie de 1 muotypl
adjacents) a 4 mm.

Pour une source isotrope et une dynamique utilk, ¢ signal du voisinage devient inférieur a 1mpami pas de

1,5 mm contre 1,2 mm pour une source plus directive

Pour une dynamique utile de 1 000, il faut quepless soient espacés de 2,7 mm pour une sourgepsoét de

2,5 mm pour une source plus directive (voir FigRuE3).

Une facon de réduire cette diaphotie consiste éepli@s sources sur un support moins épais. Avedame de
700 um, des pas de 2,1 et 2 mm sont envisageatesips sources isotropes et directives. Utiliser lame de
500 pum risque d’entrainer des contraintes sur teséulures de fabrication, sur le conditionnemersugtia
manipulation de la puce. Le pas minimum n’est atprs de 1,75 et 1,65 mm pour les deux configuratida

gain relatif devint marginal.

La figure suivante illustre la variation du rappentre I'offset et le signal minimum selon le pas.

2250

2000 -

70—+t —F — — — — — - - - ]

1500 -

1250 — | — -

1000 r—

Amplitude relative de I'offset

W Source directive
-~V —— — ——— ——— ——— ——— ——|OSource isotrope

“.T_T .

1 1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 1,6 1,7 1,8 1,9 2 2,1 2,2 2,3 2,4 2,5 2,6 2,7 2,8 2,9 3
Pas inter plots (mm)

Figure 2.13.  Variation du rapport entre I'offset engendré par uaisinage et le signal émis par un plot
central quand la dynamique est de 1 000 pour déwcilices d’émission différentes.

S'il est possible de corriger, via une procédudg&finir, les niveaux de signaux, la limitation satars celle de
l'incertitude sur la mesure de l'offset.
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Si on considére que l'origine de cette incertitedé uniquement le bruit de photons, alors, le $ignaimum

détectabld,,, sera égal a :

Iimin =3%/2%Offset Eq. 2.6.

ou Offsetcorrespond a la mesure de I'offset.

Pour un support de 1 mm, on pourra détecter leakigninimum dés un pas de 1 mm pour les deux types

d’indicatrices d’émission.

0,275

0,15

Amplitude relative de l'offset

0,075

0,05

0,025

Figure 2.14.  — Variation du rapport entre I'offset engendré par voisinage et le signal émis par un plot
central quand la dynamique est de 1 000 pour detectiices d’émissions différentes si on considguéune
procédure parfaite de correction est appliquée.

Sous réserve de pouvoir appliquer une procédusmection, la directivité des sources n'a pasaiiance sur

la diaphotie et ce n'est pas une contrainte trée.fo

Les critéres les plus importants sont alors le Emedu signal d’excitation par réflexion totalsdda lame de
verre pouvant créer un fort signal d'offset au mivadu détecteur et le filtrage du signal d’exaditatdans le
domaine de transmission du filtre en émission. fi&#t,ecertaines directions d’émission de 'OLED paunt se
retrouver piégées dans la lame quand elles sorgeén@ un angle d’émission supérieur a l'angle dingi¢
réflexion totale. Ainsi si le filtrage de la sounskest pas optimal dans le domaine d’émission tesdphores,
cela créera un important signal d’'offset. Afin digier ces phénomeénes, nous allons, dans le pategsavant,
définir des relations permettant de modéliser laird photométrique de notre systéme. Ces relations

servirons ensuite a quantifier 'importance de miednomenes sur les performances de l'instrument.

2.3.2.2Etude de la chaine photométrique du systeme

Flux émis par une molécule fluorescente
Afin de réaliser I'analyse de la chaine photométeigiu systéeme et prendre en compte les propripgtsrales
des différents éléments la constituant nous avéfiestaé quelques approximations. Nous considéreedmsi

que :



Chapitre 2. Propriétés d'émission d'un dipble dexescavité fermée asymétrique 85

le rendement quantique du détecteur est constastldalomaine spectral d’émission des fluorophores,
I'’émission de fluorescence est distribuée spectrafé de la méme facon quelle que soit la longueur

d’onde du photon absorbé ce qui nous permet dedl&d’'absorption de I'émission.

La chaine photométrique de la détection de phofiubrescence peut étre décomposée de la maniesnte
(voir Figure 2.15) :

une source d’excitation dont le spectre d'émissstS(l) et la densité de puissance émise mesurée
apres le filtre d’excitation efpey

un filtre en excitation dont le spectre de transiois estlre, (1),

un fluorophore dont le spectre d’absorption Asil), la section efficace maximalle,, le spectre
d’émissionEr(1), et le rendement quantique d’émiss@B-(1),

un collecteur de signal de fluorescence (qui est detre systeme la lame de verre) de rendement de
collectiony,

un filtre en émission dont le spectre de transmisestTre{4),

et un détecteur de rendement quantiQ&s.

Filtre en émission
Fluorophore (Trend?))

(A=(2), 02, Ex(4), QE=(2))

o Détecteur

(QEp)

(Trex(4))

::: ~_ Filtre en excitation \

Source d'excitation Lame de verre qui est le
(S(1), Do) collecteur de fluorescence
1] pe:

(nc)

Figure 2.15.  Schéma représentant la décomposition de la chdio¢ométrique d’excitation et de détection
de la fluorescence d’'une molécule dans le systé&welabpé au laboratoire.

Le nombre de photo-électrdnéNsn issue de la détection de la fluorescence en Beuame est alors donné

par :

NPhe = Nabs D/F |]7c IzDED

Eq. 2.7.

ou N,ps représente le nombre de photon absorbg, letrendement de conversion du systéme {fluoropHine

d’emission} :

! Un photo-électron (ou photo-événement) est dééimime I'électron produit par la conversion d’un pdropar

la surface sensible du détecteur
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tlo, D, +—

abs = : [‘D )
hc I

0

Eq. 2.8.

Eq. 2.9.

out représente le temps de mestrég constante de Planck®la célérité de la lumiére. Le signe " _" représente

la normalisation a 1 de la fonction.

Rendement de collection de fluorescence du systéme

Le rendement de collection de fluorescence du mystéorrespond au produit de la fraction de I'éroissiu
fluorophore qui est couplée dans la lame par l'arsglide a I'intérieur duquel la fluorescence astiée dans la

lame vers le détecteur.

Ruckstuhl et al. (Ruckstuhl 2000) montrent qu’'eorir30 % de la fluorescence d'un ensemble de dipbles
orientés de maniére isotrope et situés dans de kedinterface d’'une lame de verre est couplée, ya
phénoméne en champ proche, dans cette derniéree @adeur sera confirmée par les modéles que nous

développerons afin de modéliser les propriétés id'giom d’'un dip6le dans une cavité asymétriquer(8d.5).

D’'autre part, on estime que seul le flux de fluoesxe transporté par le cone définit par l'angheité de
réflexion totale sur les bords de la lame parvandétecteur. On définit alors deux angles limitegéflexion

totale (voir Figure 2.16) :
- 0. : angle limite de réflexion totale selon I'axe tieal définit par les indices de réfractiogn (ndice de
la lame) et g(indice de I'échantillon),
- 0'.: angle limite de réflexion totale dans le plarird€ par les indice g (indice de la lame) et

(indice du milieu extérieur soir de I'air).

par l'anglex — 26, ou &', représente I'angle limite de réflexion totale &8 bords de la lame (voir Figure

2.16), parvient au détecteur.
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Figure 2.16.  (a): diagramme d’émission d’'un ensemble de dip@laentés aléatoirement a l'interface
d'une lame de verre. Ce graphique a été calculéagipdu modéle développé au paragraphe 2.5.2.: (b)
Représentation en vue de dessus du guidage deoledcence par réflexion totale a l'intérieur deléane de
verre.

On définit alors le rendement de collection derfiszence du systéme par :

n. = 03x 1—lasi Dex
2 Ng Eq. 2.10.

ol Ny est I'indice de réfraction du milieu extérieurrjatns I'indice de réfraction de la lame (verre).

2.3.2.3Effet du filtrage

Afin d’étudier I'effet du filtrage de la source d@tation et de I'émission des fluorophores surdegormances

de l'instrument, nous utilisons les données suesdans nos calculs :
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Figure 2.17. (@) : Spectre d'absorption et d’émission du fludiope Cy3 actuellement utilisé dans
l'instrument développé au laboratoire (d’aprésvw.omegafilters.com/curvg2/(b) : Spectre d’émission d’'une
OLED a base du matériau Algdonnées tirées de la caractérisation d’'OLED réééis par le CEA/DIHS) et
spectres des filtres en excitation et en émissttnedlement utilisés sur I'instrument développdahoratoire.

Nous calculons alors que le signal de fluoresceatior plot de 1 mm? ayant une densité de fluorophate

1 molécule/um? (limite de détection de 'instrumdételoppé au laboratoire) est de :

Signal de fluorescence (en Photoévénements)
Filtres Avec Sans
Pour 1 molécule 6,38.70 9,93.10°
Pour la surface (1 mmjd) 63838 99320
Table 2.1 Nombre théorique de photo-événements @issignal de fluorescence pour une mesure avec

ou sans filtres. La densité de fluorophores est delécule/um2.
ou nous avons utilisé les valeurs suivantes désrdifts parametres de calcul :
- t=1s:temps de mesure,
- 0.=6.10° m?: section efficace d’absorption maximale du flygtore Cy3 (Mujumdar 1993),
- Dpex= 1300 W/m? : densité de puissance mesurée sgtriiment développé au laboratoire,
- QEg = 0,04 : rendement quantique maximal du fluoroph@y3 dans un tampon PBS (Mujumdar
1993),
- QE> =0,4: rendement quantique du détecteur (donoestimicteur Hamamatsu),
-  nNex=1:indice de réfraction du milieu extérieur,
- ns=1,5:indice de réfraction de la lame de verre,
On observe alors que ne pas utiliser de filtre erengt d’accroitre le signal de fluorescence meduné facteur

1,5 seulement, soit un gain trés marginal en s#itsi20 %). L'utilisation de filtres n'a donc queeu d’'impact

sur la quantité de signal de fluorescence détecié peut jouer un réle prépondérant sur les pedooes du
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systeme en filtrant les signaux non spécifiquessiggmr exemple du couplage direct du signal d’atioit dans

la lame. C’est ce dernier point que nous allongtagnt étudier.

2.3.2.4Effet de I'éclairage direct du détecteur

Dans le cas de sources d’excitation peu directe@sme les OLED, certaines directions d’émissionvpat se
retrouver piégées dans la lame si elles sont éraisgsangle d’émission supérieur a I'angle limigerdflexion
totale (voir Figure 2.18). Cette émission, si ellest pas filtré, peut alors créer un importanhalgd’offset et

donc limiter les performances de l'instrument.

Figure 2.18. Diagramme d’émission, en coordonnées polaires, e'swurce lambertienne (cas de la plupart
des OLED : voir Figure 3.55). L'angle limite de lefion totaledc entre la lame de verre (d’indice de réfraction
1,5) et le milieu extérieur (d’indice de réfractidn33) est aussi représenté. Une partie de I'émissle la
source se retrouve donc piégée dans la lame.

Cas d’une source isotrope en flux

Considérons, tout d’abord, une source isotropdien €'est-a-dire dont I'’émission est constantelque soit la
direction d’émission et cherchons a déterminerdelore de photons détecté du fait de I'éclairagectlidu
détecteur. En premiére approximation nous ne prepas en compte de I'excitation possible des ploisins

par le champ évanescent du signal d’excitatioredtlde son couplé partiel dans la lame par réflexmale.

Le rendement de collection de la lame pour I'éazé en direct par une telle source peut alorsctfiai, en
premiére approximation, par le rapport entre umtasaS; défini par les angles limites de réflexion totélget

6. (voir Figure 2.19) et la surface d’'une demi splieayore, épaisseur de la lame :
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Figure 2.19. Définition graphique de la surfacg Son assimile $au produit des arcs de cercles &t A.

S, =€’ Umr-26_.-6,
d 1 :~6.) Eq. 2.11.
ou ¢ et 6, représentent les angles limites de réflexion ¢oalr les bords de la lame et le haut de la lame

respectivement, et e I'épaisseur de la lame.

Le flux Fsq émis par la source vers le détecteur est alors(pgar une source isotrope) au flux traversant la
surfaceS; :

Fog =Sy %[ D, (A)dA e 212
) 212

ou D(1) représente la densité de puissance émise pautees(en W/m2).

En prenant en compte la transmission des filtregaitation et d’émission, on en déduit que le narde photo-
évenements détectés sur le PM provenant de I'&gkaidirect de ce dernier par la source est dormgé pa
_ QE;

Az
NFE)he - F |:Sd BYS q%(A) D-Fem(A) D-Fex(A) [A [dA
A

Eq. 2.13.
ou a5 est le facteur permettant de déterminer la dedsitpuissanc®, de la source pour chaque intervalle de
longueur d'onde (voir Annexe B) et et A, sont les longueurs d’onde de lintervalle spectrahsidéré

(typiguement l'intervalle de transmission du filee émission).
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Prise en compte de la directivité de la source

Si on considére a présent une source directive ldodtagramme d'émission elp), la quantité de photons

couplés dans la lame sera alors réduite d'un fagteu

) j:/2 1(6)d6

| A —
L/Zde Eq. 2.14.

c'est-a-dire du rapport entre le flux émis pardarsel(#) couplée dans la lame et le flux émis par unecsour

isotrope en flux couplé dans la lame par réflexaale.

Influence du filtrage sur le flux en direct

Pour les calculs réalisés dans ce paragraphe,repusnons les valeurs des parametres données agragatne
2.3.2.3. D’autre part, nous utilisons des fonctipnstes comme profils des filtres avec un tauxrdasmission
de 100 % dans la bande de transmission détermingsté des spectres expérimentaux (représentésasur
Figure 2.17 (b)) et avec un taux de réjection @e1D™. Le choix d’une transmission de 1 est justifié oaus

avons vu qu’on gagne peu sur le flux émis en tiavdisans filtre.

Par ailleurs, nous prenons comme critére que lgardgsignal a bruit au niveau du détecteur doi 8tipérieur a

1,5 afin de pouvoir détecter la fluorescence detsgiiologiques. Le rapport signal sur bruit edini@ar :

N Phe

D
3 NS Eq. 2.15.

ol Nepeest le nombre de photo-événements issue de latidételu signal de fluorescence des plots biologgqu

SNR=

(voir eq 2.7) etNFE,)he le nombre de photo-événements issue de I'éclaieagéirect du détecteur par la source
d’excitation (voir eq 2.13).

Enfin, nous considérons différents diagrammes déimn possibles de sources plus ou moins directjues

I'on modélise par les fonctiond(®) = cod'(¢) avecd =0, 1, ..., 5.

Nous obtenons alors, en fonction du taux de r@ediu filtrage en excitation et en émission, que :

a. pour une source isotrope en flux :

1(6) = cos(6) 45
=30
o
7
- 1,4
= 0,0
= e
e 1E-6
- A T X
= - - 1
R ye . - _| E -t t.
En émissio n excitatiol
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b. pour une source lambertiennK&) = cos() R <L
. T+ 45
42
"_ T+t 3,0
14
4
- 159
- - 0,0
[==]
I w P 1E-6
g - = 5 u 7 1,E-3
=R
En émissio En excitatiol

c. pour une sourcel(d) = cos(6)

[ W4

En émissio

d. pour une sourcel() = cos(d)
4

fi
1,E-10 3

A
w
=

©o
S
- Y N 1,E-3
- o

— . .
En émissio En excitatiol

Figure 2.20. Diagramme d'émission en coordonnées polaires efpaapsignal sur bruit (SNR) pour
différentes directivivtés de sources et en fonatiortaux de réjection des filtrages en excitatibere émission.
Cela permet de déterminer le filtrage nécessaine @ftteindre une limite de détectioin de 1 moléfum? pour

une directivivté de source d’excitation donnée. taggports signal sur bruit ont été tronqués a 4dupplus de

lisibilité des figures.

On onbserve donc que suivant la directivivté dedarce d’excitation le filtrage nécessaire afinttdiadre une
limite de détection de 1 molécule/um? peut var@tement. Ainsi, plus la source est directive etimades

contraintes sur le filtrage sont importantes afattdindre un rapport signal sur bruit supéried;®

On remarque ainsi que :

— Pour une source isotrope en flux (voir Figure 2&)) les contraintes en filtrage sont trés impdean
car une trop grande quantité de signal d’excita@isicouplée par réflexion totale dans la lameeteey

— pour une source lambertienne (voir Figure 2.20, (bpst nécessaire d’avoir au minimum des taux de
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réjection en excitation de @t en émission de 70
- pour une source directive de diagramme d’émissipoos6 (voir Figure 2.20 (d)) des taux de réjection

en excitation de Ibet en émission de F@euvent suffir.

Pour comparaison, le filtrage utilisé aujourd’huirr §'instrument est constitué par un filtre intedtiel en
excitation (525AF45) dont le taux de réjection @st10* et par deux filtres en émission (un filtre inteefétiel
(595AF60) et un filtre coloré passe haut (OG570))tde taux de réjection global est de®10

Une solution pour l'intégration des sources OLEMg& composant de l'instrument développé au labvea
est donc, d'une part, d'utiliser la méme combinaiste filtres en émission et, d’autre part, d'opseni la
directivité et le filtrage de ces sources afin déstir un diagramme d’émission de demi- largeur @dhaniteur de

30° et un taux de réjection de I'ordre dé*Hns le domaine d’émission des fluorophores.

2.3.2.5Influence de la directivité et du spectre des OLEConclusions

Cette analyse de l'influence de la directivité etspectre des OLED sur les performances de 'ingnt nous a

permis de montrer que :

- le phénoméne de diaphotie du a une faible direétides OLED ne limite pas les performances du
systéme sous réserve de pouvoir appliquer une guoeéle correction des mesures. Dans ce cas, la
directivité de la source a peu d’influence,

— [I'éclairage direct du détecteur par une partie'@mission de I'OLED couplée dans la lame de veste e
le phénomeéne le plus limitant. En effet, ce phénmmiépose des contraintes fortes sur la directafité

le filtrage de la source afin de pouvoir atteindesbonnes performances de détection.

Ce dernier point impose donc de pourvoir améliteedirectivité et de réduire l'intervalle spectdi€mission

des OLED pour leur intégration dans le composant.

Pour cela, nous allons a présent regarder lesimauprésentées dans la littérature permettant adifier et
contrbler ces propriétés d’émission des OLED. Naéisrions ensuite la méthode que nous avons retiame
mon travail de thése.

2.3.3. Solutions présentées dans la littérature

Les différentes solutions présentées dans la ditiée pour réduire lintervalle spectral d’émissietiou

améliorer la directivité des OLED peuvent étre séps en deux catégories :

— les solutions passives qui empéchent simplemerbfggieurs d’'onde et/ou directions d’émission non
désirées d’atteindre la zone sensible,

— les solutions actives permettant de forcer lesresnémetteurs des OLED a émettre dans certaines
directions et dans certains intervalles spectralest-a-dire dans certains modes d’émission que I'o

peut contrdler.

Ces derniéres solutions présentent I'avantage démiser les pertes de signal. En effet, au liecldercher a
éliminer une part de I'émission des sources et dbacoir une perte de puissance, ces solutiongatedes
modifications de I'environnement des dipbles, fotcees derniers a émettre toute leur énergie dartaics

modes d'émission seulement. L’énergie de la soest@lors concentrée uniqguement dans ces modesisguit
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ainsi la puissance d’excitation disponible.

Les solutions passives présentées dans la littératint principalement des solutions permettafiittage de
'OLED en intégrant un filire passe haut ou pasaade au-dessus de cette derniére. De plus, leSosslu
passives ne permettent pas de réellement amélamdirectivité de la source et se focalise prinlgpeent sur

I'extraction de la lumiére :

- Rebohle et al. (Rebhole 2005) montrent I'utilisatid’'un miroir de Bragg positionné au dessus des
sources intégrées sur une plaque de Silicium adirfilder leur émission. Des taux de réjection de
I'ordre de 10 sont obtenus et permettent de détecter des flhorep. Cependant, ce filtrage n’est pas

parfait et le signal d’offset est important, ce Gjmite la sensibilité du systéeme,

- Hoffman et al. (Hofmann 2006) montrent I'utilisatia’un filtre passe haut entierement intégré au
dispositif. Ce filtre est réalisé en dopant diremat la couche micro-fluidique fabriquée en polyenar
l'aide d'un colorant absorbant le signal d'excibati Les performances de filtrage obtenues sont
équivalentes a celles des filtres colorés. Cettatisa a I'avantage d'étre entierement intégrée au
dispositif et nécessite moins d'étapes technolaggqque pour la réalisation d’'un miroir de Bragg.
Cependant, le probléeme de l'autofluorescence the filoloré est important et génére un signal de fon
nuisant a la sensibilité du systéme. Les contraide notre application ne permettent pas d’utilcser

type de solution,

— enjouant sur les épaisseurs et les indices dactifn des différentes couches composant 'OLER® et
substrat, Tsutsui et al. (Tsutsui 2001) montrelast possible d’améliorer I'extraction de lumieEmn

revanche, la directivité n’est que peu faiblemenéborée et le spectre d’émission est inchangé.

Les solutions passives ne permettent donc pas t@eesimultanément le spectre d’émission et l2aivité
des OLED. De plus, ces techniques impliquent deepel’énergie. Nous nous intéresserons donc nmante

aux solutions dites "actives".

Comme nous l'avons vu au paragraphe 2.2.2, il @stssaire de modifier I'environnement et donc lasidé de
modes photoniques a proximité des centres émettbairla source afin de forcer cette derniere a éenett
uniguement dans certains modes d’émission. Legieotuactives utilisent pour cela des cavités ¢ tiyabry
Pérot entourant la source.

Plusieurs types de cavité ont été étudiés pardsépa

— des cavités réalisées a l'aide de cristaux photesdLee 2003, Jakubiak 2005). Elles permettent de
réduire fortement l'intervalle spectral d’émissides OLED et d’en améliorer fortement I'extractian d
lumiere. Cependant, la réalisation de cristaux @hiques est difficile et demande de nombreuses
étapes technologiques,

— des cavités Fabry Pérot qui utilisent des miroieng (Nakayama 1993, Takada 1993, Dodabalapur
1994 a, Fisher 1995, Lemmer 1995, Berggren 1996,1907). Ces cavités présentent les avantages de
permettre un contréle fin du spectre d’émissiorsiague de la directivité tout en améliorant I'ektran
de lumiere. Par ailleurs, ces cavités sont pluspleisna réaliser techniquement que des cristaux

photoniques.

Les cavités planaires de types Fabry Pérot préseate plus I'avantage de pouvoir étre modélisédaide
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d’'une structure de type cavité asymétrique que ao8s présentée au paragraphe 2.1.3. C'est unmidess

gui nous a poussés a tester ce type de cavités.

2.3.4. Justification de la solution choisie

Les raisons qui nous ont amenées a étudier letésalvabry Pérot planaires afin de modifier et ddetrles
propriétés spectrale et spatiale des OLED sont :
— guil est possible de réduire a la fois I'intereaBpectral d’émission et d’améliorer la directivdténe
OLED (Nakayama 1993, Takada 1993, Tsutsui 1994, abalhpur 1994 a et b, Fisher 1995,
Dodabalapur 1996, Berggren 1996, Rigneault 19931 @igure 2.21),

(@) (b)
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Figure 2.21. lllustration des effets d’'une cavité de type FaBP@rot sur le diagramme d’émission et le

spectre d’émission d’'une OLE. (a) : diagramme d&sioin d’'une OLED située au non dans une cavitép(@s
Tsutsui 1994). (b) : spectre d’émission d’une Ol&@c ou sans cavité (d’aprés Dodabalapur 1996)

— que ce type de cavité permet d'améliorer I'extactde lumiére de 'OLED et donc d’augmenter la
puissance émise (Dirr 1997, voir Figure 2.7),

— que la réalisation de telles cavités peut étre $méple. Il est par exemple possible de se semw d
électrodes métalliques de 'OLED comme miroirs &éflissants de la cavité (Takada 1993, Berggren
1996, Sun 2005, Peng 2006, Han 2005). La réalisatemla cavité ne demande alors pas le dépbt de
couches supplémentaires : I'ajustement de I'éparses électrodes permet de contrdler les coefisie
de réflexion et de transmission de la couche nigte)

— et enfin, qu'il est possible de modéliser les sffde ces cavités par un formalisme classique et une
configuration en cavité asymétrique présentée aagpaphe 2.1.3. Ces modéles permettent de simuler a
la fois le couplage du signal de fluorescence densubstrat stratifié et de modéliser I'émissionng

OLED a l'intérieur d’'une cavité.

L'insertion d’'une OLED a l'intérieur d’'une cavitéabry Pérot peut étre réalisée de deux maniérest@botes
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fait I'objet d’études par la communauté scientiqu

— la cavité peut étre réalisée par un miroir métadligiotalement réfléchissant et un miroir semi-
réfléchissant constitué par un empilement de caudheces diélectriques (voir Figure 2.22 (a))
(Nakayama 1993, Tsutsui 1994, Dodabalapur 1994daBalapur 1994 b, Fisher 1995, Lemmer 1995,
Dodabalapur 1996, Dirr 1997). Dans ce cas le mimtallique sert aussi de cathode pour I'injection
des électrons dans les couches organiques. L'athoitiequant a elle, étre transparente afin de daiss
passer la lumiére. Elle est généralement réalisd€@,

— lautre configuration consiste a utiliser deux nmsométalliques dont I'un est semi-réfléchissant
(Takada 1993, Berggren 1996, Sun 2005, Han 2003 R806). Dans ce cas, les deux miroirs sont

aussi utilisés comme électrodes pour l'injectios gerteurs de charge dans 'OLED (voir Figure 2.22

(b))

(@) (b)

Miroir métallique
et cathode

Couches organiques\

Anode transparente

Miroir métallique semi _

réfléchissant et anode

Miroir de Bragg
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Substre

N\

//

Figure 2.22.  Structures possibles d’'OLED a lintérieur d’'une @évde type Fabry Pérot. a: cavité
constituée d’un miroir de Bragg et d’'un miroir miijue servant aussi de cathode. b : cavité conéétde deux
miroirs métalliques servant en méme temps d’'éldeso

Nous verrons dans la suite de ce mémoire que nausaté amenés a tester ces deux configuratiffésedites
dans le cadre de nos travaux. Toutefois, les étddeseffets d’'une cavité Fabry Pérot ont été pradeiment

réalisées sur des structures asymétriques (vair€ig.22 a).

2.4. Présentation du modele utilisé

Dans ce paragraphe, nous allons définir les notstiilisées dans la suite du mémoire pour la erisplace des
modeles théoriques permettant de simuler les ptEwEid’émission d’'un dipble dans une cavité asyquér
Nous justifierons ensuite notre choix d'utilisereuapproche classique basée sur une décompositiondss
planes du champ émis par un dipdle pour la réswlute notre probleme. Enfin, nous présenterons le
formalisme utilisé afin de calculer les coefficiede Fresnel permettant de décrire la réflexida gansmission

d’'une onde plane a travers un milieu pouvant &restitué par un empilement de couches minces.
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2.4.1. Notations et conventions

Nous utiliserons les notations usuelles de I'éecagnétisme pour désigner les constantes et paemmet

classiqguement utilisés.
Ainsi :
- cdésigne la vitesse de la lumiére dans le vide{m.s

- g eteg représentent respectivement la permittivité diéigee du vide et la permittivité diélectrique
relative du milieu étudié¢ est exprimé en F.inete, est adimensionnelj, ety, représentent, quant a
eux, la perméabilité magnétique du vide et cellative du milieu considéré gest exprimé en H.thet
U, est adimensionnel),

- n=,/Y, Lk, est lindice de réfraction du milieu. Cet indiceup étre réel (cas des milieux
transparents) ou complexe (cas des milieux métegar exemple).

— Jreprésente la longueur d'onde dans le vigeet /., étant respectivement les longueurs d'onde dans le

vide d'excitation et d'émission du luminophore ddér® (exprimé en m),

2/ic ] , . L
- W= T représente la pulsation d’'une onde a la longueamd#), (exprimé en rad’y,

w .
est sa valeur dans le vide,

2n
- kreprésente le vecteur d'onde d'une onde pIaHiev#tz 7 ==
C

De maniére générale, tous les milieux que nousidéresons dans ce mémoire seront considérés issrop
linéaires, homogénes et non magnétiques=(1) car nous travaillons a des fréquences opsiglle seront
entierement décrits a partir de leur indice deadfon complexen, et de leurs formes géométriques (en
particulier leurs épaisseurs dans le cas de milkeui-infinis).

Les vecteurs seront notés en gras et nous utilisdeolettres pour désigner les vecteurs unitaireg gy, €,..

Nous utiliserons les lettrds et H afin de désigner les champs électrique et magm&tsg propageant dans un
milieu donné. Les ondes électromagnétiques étudpmssent étre décomposées sur une base d'ondes

harmoniques qui, en notation complexe, peuventis&sous la forme :

U(r,t)=u(r)e Eq. 2.16.

Dans un souci de simplification, la dépendance terife de I'onde ne sera plus évoquée par la suite.

2.4.1.2Systémes de coordonnées et repéres utilisés

Pour le dipdle
Un dip6le sera désigné par la lettte Les coordonnées de position et d'orientation doadle sont
r, = (9,¢, Zu), ou ¢ désigne l'angle polaire (angle entre le dip6léaehormale a la surface), ¢ l'angle

azimutal (angle entre la projection du dip6le Sutdrface et un axe arbitraire ce sur méme pltrg), l'altitude

du dipble au dessus de l'interface. L'interfaceqsint a elle, représentée par le plan (Oxy).
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Figure 2.23.  Systémes de coordonnées et notations. (a) Podigétes d'absorption et d'émission. (b) Pour
la direction d'observation qui est représentée par

Les dipbles d'absorption et d'émission seront désigi, et . respectivement, et leurs coordonnées
correspondantesff ¢,, 7) et @ ¢e 7). On utilisera les notationgd ¢,, z,) pour désigner un dipdle
guelconque.

Classiqguement, deux orientations particulieres ipdld par rapport a l'interface seront utiliségmralléle et
perpendiculaire a linterface. Nous désigneronssates orientations par les indices //[etrespectivement.
Toutes les orientations de dipdle pourront étre oddmsées suivant ces orientations particulieres :
perpendiculaire et paralléle a l'interface. Une ydapion de dipOles orientés de fagon isotrope poyrar
exemple étre considérée comme étant un ensembtipdies dont 1/3 sont orientés perpendiculairengent
I'interface et 2/3 parallélement a I'interface (léel 1987, Barnes 1998, Benisty 1998 a, Barritat2) :

1.2
ISO=20+2// cq. 217

Pour l'observateur

L'intensité rayonnée par un dipble sera calculéfection d'un point d'observation dont la positgmra repérée

en coordonnées sphériques (rav, ¢) et en coordonnées cylindriques par p + ze, (voir Figure 2.23 (b)).

On définit alors, a partir de ce point d'observatian plan d'observation formé par l'axez @t le point

d'observation ainsi qu'un repére direct associ@lan : (Og;, &, &) ou :
- esestle vecteur unitaire paralléle a I'interfacparpendiculaire au plan d'observation,
- g, est le vecteur unitaire paralléle a l'interfacateplan d'observation,
— g, estle vecteur unitaire perpendiculaire au platinterface.

Afin de simplifier leur traitement, les calculsligieront trois orientations particulieres de dipptar permettre
de simuler I'ensemble des orientations possibles dlipble au-dessus d’une interface. Les oriematide

dipbles que nous utiliserons sont :

- paralléles a l'interface, c'est-a-dire d’orientatguivante; ete,. Les notations que nous utiliserons pour

désigner ces deux orientations de dipble sgrpatly,
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— perpendiculaire a l'interface, c'est-a-dire suivanCette orientation sera désignée jpar

Une population de dipdles orientés de maniereapetrdans I'espace pourra alors étre simulée patipdie

d’orientation :

1
Miso = g(us + p‘p + uz) Eqg. 2.18.

Pour le vecteur d'onde

La symétrie de révolution autour de I'az des cavités asymétriques que nous nous propo&setuslidr nous
permet d'utiliser les coordonnées cylindriques pexprimer le vecteur d’ondk. Il s'écrira de la maniéere
suivante k = k, + k, e ouk; est la composante radiale, c’est-a-dire parafidieterface, ek, la composante

normale a l'interface de ce vecteur d’onde.

La valeur du vecteur d’'onde dans un milieu d’indicest donnée par :
2n 2 .2
k= ==V ke +k; Eq. 2.19.

2.4.1.3Cavités asymétriques (notations)

Les numérotations qui seront utilisées tout au Idagce mémoire pour désigner les différents milidinne

cavité asymeétrique sont celles de la Figure 2.24
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Z A
" > Milieu 1 (superstrat)
Z; <
emp=[n;, d;..] > Milieu 2
“ A <
Plan ou N |dz=2-23 )
0 |- sontsitués - H @ _ _ _ | ______________ » > Milieu3
les dipbles
Z3 \ 4 <
emp=[n.d;...] - Milieu 4
“ <
s > Milieu 5 (substrat)

Figure 2.24. Numérotation des différents milieux d’une cavitnglire asymétrique. Le superstrat (milieu 1)
et le substrat (milieu 5) sont supposés semi-imfieli sont entierement caractérisés par leurs irglide
réfraction complexesinet . emp et emp représentent les matrices contenant les épaissetumsdices de
réfraction des différentes couches minces constitles milieux 2 et 4. Les hauteurs &, z; et z définissent
respectivement la position des interfaces entraridigux 1 et 2, 2 et 3, 3 et 4 et enfin 4 et 5 Hpbles sont
guant a eux positionnés sur le plan (xOy) (c'edlira-a z= 0).

Dans les sections suivantes, nous chercheronsalealénergie rayonnée par un dipble dans legeemil 1, 3 et

5 en fonction de I'angle d'observation et de saglerur d’onde d'émission. Dans ces calculs, la rates

milieux 2 et 4 n'apparait qu'a travers leurs caséints de réflexion et de transmissi(ﬁhf,rzp,tzs,tzp) et

(rf,rf,tj,tf) ol s et p représentent respectivement les polarisations THM d’une onde plane et

correspondent aux orientations selon les vecteues e, définit dans le paragraphe précédent. Ainsi, (e c
milieux soient constitués par une seule coucheaswp empilement de plusieurs couches minces,delg@me

se traitera de la méme maniére : seuls leurs caffs de réflexion et de transmission changeront.

Lors de I'étude du couplage et du confinement digmal de fluorescence dans une couche mince dégoké
surface d'une lame de verre, le milieu 4 sera s gbuvent une simple couche. Nous définirons-cekepartir

de son indice de réfraction et de son épaissgudy).



Chapitre 2. Propriétés d'émission d'un dipble dexescavité fermée asymétrique 101

2.4.1.4Approche classique basée sur une décompositionrahes planes

Plusieurs approches théoriques ont été déveloperes la littérature afin d’étudier les propriétédnussion

d’'un dipdle en fonction de son environnement egtéri Ces théories se basent soit sur une apprdéassque,

soit sur une approche quantique de I'électromagméti

Les approches quantiques (Deppe 1991 a et b, Bf@®’) considerent que les interfaces a proximitéliddle

modifient la force des fluctuations du vide d’origi quantique, fluctuations qui interagissent awedipble

émetteur (dans I'analogie de la Figure 2.4, cestdltions sont représentées par les périodes Hatigsi du

ressort). Ce type d’approche est trés utile powrid€les interactions a trés faible distance (<A)Q mais

n'apporte pas d’élément supplémentaire par rapgoxtapproches classiques pour des distances Huses.

Les distances que nous considérons étant de I'drdren, nous n'utiliserons pas ce type d’approche.

Les approches classiques se basent toutes sursddutién des équations de Maxwell mais utilisens de

formalismes différents pour décrire les charBpstH émis par le dipdle :

le formalisme du vecteur de Hertz. Il a été en peemtilisé par Sommerfeld et al (Sommerfeld 1909)
pour étudier I'émission d'une antenne au dessusaderre puis a été appliqué aux problemes de
molécules fluorescentes par de nombreuses équifea¢e 1975, Chance 1978, Lukosz 1980, Neyts
1998),

le formalisme de Green Dyadique (Chance 1978, \&umli1997, Novotny 1997). Il repose sur une
approche tensorielle des équations de Maxwell peisdans ce cadre, la fonction de Green est
matricielle,

la décomposition en ondes planes de I'émission igblel Weyl et al. (Weyl 1919.) a le premier
développé une technique basée sur une telle déaitiopo pour les problemes d'antenne. Ce
formalisme a ensuite été repris pour des longudorsdes optiques et détaillé pour des problémasique
diverses (Lukosz 1977 a, Lukosz 1977 b, Lukosz 1®r8osz 1981, Sipe 1981, Ford 1984, Hellen
1987, Rigneault 1996, Benisty 1998 a).

C’est cette derniére approche que nous avons ehdigiiliser afin de modéliser les propriétés d’ésimn d'un

dipble dans une cavité asymétrique (Figure 2.24)effet cette méthode présente plusieurs avantageasla

modeélisation de ce type de configurations planaires

elle permet d'utiliser directement les coefficieds réflexion et de transmission de Fresnel sinmapiif

le traitement d’'un grand nombre d'interfaces. Hetefe calcul de ces coefficients peut étre régtiar
une approche matricielle (voir § 2.4.2) ce qui petrrde prendre en compte plus simplement des
empilements de couches minces pouvant, par exempiestituer un des miroirs d’'une cavité Fabry
Pérot (voir Figure 2.22),

elle permet de distinguer facilement les phénome&rm®ernant les modes propagatifs de ceux
concernant les modes évanescents émis par le difsdd®nt en effet responsables respectivemetfd de
modification des propriétés d'’émission d’'une OLEBr mne cavité Fabry Pérot et du couplage en

champ proche de I'émission de fluorophore dandame de verre.

Cette méthode de décomposition en ondes planesstmm@sexprimer le chamB(r) émis par le dipdle dans

I'espace réciproque de Fourier ou espace des vealtandes :
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E(r)=[[[Ee™ d%

Eq. 2.20.

ouk = k, + k, zreprésente un vecteur d’'onde décomposé suivahamede I'interface et la direction normaé@
cette interface, et’k = dk.dk, (voir Figure 2.23).E, représente le champ électrique d’'une onde plane se

propageant dans la direction définie par le veatéamdek.

A chaque composante (onde plane) de cette décotigmosst associé un vecteur d’onde qui vérifie Uigdpn

2
2m - " : : _
k? +k? :(T , oun est l'indice du milieu considéré. Cette équati@uspermet alors de distinguer les

deux phénomeénes d'émission d’'un dipdle :
— les ondes propagatives pour lesquelles les vectBongle associés ont toutes leurs composantes dans
, ) 2n
I'espace réel K, < nT,

- les ondes évanescentes pour lesquelles les vectende ont au moins une de leurs composantes dans

o 2n
I'espace imaginaire purkr > nT.

2.4.2. Calcul des coefficients de Fresnel

La décomposition en ondes planes de I'’émission igdlal offre la possibilité d'utiliser les coefficies de
Fresnel car ils définissent les propriétés de xiéfteet de transmission d’une onde plane sur utesface entre

deux milieuxa etp.

Ces coefficients sont définis pour deux polariseticectilignes particulieres de I'onde incidentenpettant de

simuler I'ensemble des polarisations possibleselamde plane (voir Figure 2.25) :

— la polarisation s pour laquelle le champ électrique incident esapsé perpendiculairement au plan
d’incidence,
- la polarisation p pour laquelle le champ magnétique associé au cléeatrique incident est polarisé

perpendiculairement au plan d’observation.

Ces deux polarisations de I'onde plane incidenté ssuellement appelées ondes TE et TM (pour Teagev
Electrique et Transverse Magnétique), mais nolisertbns les notatiorsetp pour les désigner dans la suite de

ce rapport.
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(@) (b)
Milieu p Milieu p

Figure 2.25. Réflexion et réfraction d'une onde plane monochtamaa polarisée rectilignement. (a) : cas
d'une polarisation incidente p; (b) : cas d'uneantdation incidente s.

La continuité des composantes tangentielles demghalectriques et magnétiques permet alors dendiéer
les relations liant le champ incident aux champadmis et réfléchi, c'est-a-dire les coefficiergsréflexion et
de transmission pour les deux polarisations consedg:

_n,cos6, —n,cosb, _n,cosd, —n,cosb,

Mo

r

S

n, cosf, +n, cosy,
Eq. 2.21.
_ 2n, cosd, q
n, cosd, +n, cosy,

n, cosd, +n, cosb,
2n, cosd,

t. =
n, cosd, +n; cosd,

S

L

Ou n, et n; désignent respectivement les indices de réfraaties milieuxa et p, etd, et 65 représentent les

angles d'incidence par rapport a I'axe (Oz) dessrulanes dans les miliewetp.

W’
Ko =4—5 N5 —k? =k,n, cosb,
C
Eq. 2.22.
W 5
K, = ?nﬂ -k =k,n, cosd,

Cas d'un multi couches
Dans le cas d'un empilement de plusieurs couchesesi un formalisme matriciel sera utilisé pouedétner
les propriétés de réflexion et de transmission'elesémble de ces couches. Nous utiliserons le fisma

matriciel développé et décrit par P. Yeh (Yeh 1988)
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A
y
No [ Ny | N2 Mn-1| NN | Nsub
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; Bo|Bi [B By | Blaw
< | al z | Zy

Figure 2.26.  Schéma représentant un empilement de couches ndigdestriques.

Soit un empilement de N couches minces d'épaisbaird'indicen; (j 0 [1, N]) représenté sur la Figure 2.26.
La relation liant les amplitude, et B, avec les amplitudeA’y,, et B's,, qui représentent respectivement les
amplitudes des champs dans les milieux Subtaux abscisse®’ etz se propageant vers les z positifs (A) et

vers les z négatifs (B) est :

Ab -1 s -1 Alsub
(Bojz(DO) {D el }DS“{B'SUJ Eq. 2.23.

Ou:
D° 1 1 d d larisé i
- = pour des ondes polarisées suivant s,
DP = cosf, cosh, o _
- P= n “n pour des ondes polarisées suivant p, Eq. 2.25.
ei¢|
- etP = 0 e avec®, =Kk, d, Eq. 2.26.

La réfraction d'une onde entre un milied et un milied est alors représentée par le produit matriED@lllD, \
et la matriceP, la propagation de I'onde a travers de la couche

Ce formalisme sera utilisé pour calculer les cogffits de réflexion et de transmission entre deilieu dans

I'ensemble des modéles qui seront développés damnsté de ce rapport.

Intérét d'utiliser les coefficients de réflexion ete transmission de Fresnel

L'utilisation des coefficients de réflexion et darismission de Fresnel présente plusieurs avanpagesiécrire
les propriétés d'émission de dipbles dans une&agymétrique.

Tout d’'abord, le formalisme matriciel pour le cdlae ces coefficients permet de fortement simplifie

traitement des configurations présentant de norskereinterfaces comme ce sera le cas des cavitég Fatot

constituées d’un ou deux miroirs réalisés par upilerment de couches minces diélectriques.

D’autre part, l'utilisation de ces coefficients pert de prendre en compte les propriétés optiqueslifférents
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milieux considérées. En effet, ces coefficientartent compte aussi bien de I'amplitude que de Esehde
'onde grace a l'utilisation des permittivités colexes des différents milieux considérés, contra@gmetmaux
méthodes basées uniquement sur la phase des drgigsdenc ne prennent pas en compte I'absorpt@ces
milieux. Cela est en particulier important si I'oansidere des milieux fortement absorbants comseniBeux
métalliques. De plus, cela nous permettra de sfiaples notations puisque les coefficients deesééin ) et de
transmissiont] prennent en compte aussi bien les modificatiomplidase que les modifications d’amplitude

d’une onde lors de son passage d’'un midi€euun milieus.

2.5. Mise en place des modeles théoriques

Ce paragraphe a pour but de présenter les difsereatiéles qui ont été développés et utilisés atsahutravail

de thése décrit dans ce mémoire.

Dans un premier temps, nous nous intéresseronsnadélisation de la puissance d’excitation d’unbtippar
une onde électromagnétique externe. Nous développeensuite plusieurs approches afin d’étudier les
propriétés d’émission d’un dipéle situé a l'inténiel’'une cavité asymétrique.

Une premiére approche permettra de modéliser lmsrigtés d’émission radiative d’'un dip6le en foootdes
propriétés de la cavité dans laquelle il est sitiéle sa longueur d’onde d’émission. Cela nous etran
d’étudier les effets d'une cavité Fabry Pérot ssrpropriétés d’émission d’'une OLED ainsi que léecte de la

fluorescence dans une simple lame de verre.

Le besoin de connaitre les différentes voies dexadlons radiatives ou non du dipdle nous amenesaie a
mettre au point un formalisme permettant de catdalpuissance totale émise par le dipble et dérdificier ces
différentes voies de dé-excitation. En effet, Ittude la collecte de la fluorescence dans un subsatifié
pouvant contenir un milieu absorbant, comme Ieisith, demande de pouvoir estimer la quantité dgieer

émise dans les modes guidés supportés par ceatudiasi que les pertes de signal dans le milisordiant.

Les résultats inattendus obtenus par cette métihode améneront enfin a développer un dernier modéle
permettant de calculer plus précisément I'énergreés€ dans les modes guidés d'un substrat strafifes

résultats feront I'objet d’une étude expérimentierite dans le chapitre 3 (voir § 3.3.4.4).

2.5.1. Puissance d’excitation

Dans le paragraphe 2.2 nous avons évoqué les deénomeénes physiques qui influent sur le phénoméne

d’absorption par un dip0lg. excité par un chamife,; et situé a I'intérieur d’une cavité asymétrique :

— l'orientation du dipble vis-a-vis de la directior gholarisation du champ excitatelig,. Le dipble
pourra absorber d’autant plus d’énergie que soentation est colinéaire a la polarisation du champ
excitateur, c’est le principe de "photo-sélection”,

— l'effet du milieu extérieur sur le champ excitatela présence d’interfaces peut créer un phénoméne

d’'onde stationnaire modulant la puissance d’exoitaffE.y[? suivant la position du dipdle.

Ces deux principes peuvent étre pris en compi@varns I'équation suivante :
2
Al |.ue [Eexci|

Eq. 2.27.
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oU A représente la probabilité qu'a le luminophorestidier un photon é,; est le champ excitateur au niveau
du dipble. Cette formule est généralement utilidéas les ouvrages traitant de I'excitation de lopiwre
(Hellen 1987, Barritault 2002) et découle de ldeéor de Fermi (Fermi 1932) qui donne le tauxrdesition

entre deux niveaux d'énergie.

2.5.2. Calcul du diagramme d’émission

Intéressons nous ici a I'énergie radiative émigeupadipdle dans une cavité asymétrique et, plésipément, a
sa répartition spatiale. De nombreux travaux ofitnéénés sur ce sujet, que ce soit pour simuleiggan d’'un
dipdle situé au-dessus d’un matériau massif reaowee non par un empilement de couches minces @#aiko
1977 a, Lukosz 1977 b, Lukosz 1979, Ford 1984,6rell987, Enderlein 1999), ou bien situé a l'intérid’'une
cavité de type Fabry Pérot (Lukosz 1980, Lukoszl]l9igneault 1996, Rigneault 1997, Rigneault 1998,
Benisty 1998 a, Benisty 1998 b, Benisty 1998 ceRaky 2000). Ces méthodes se basent sur une approc
classique de I'électromagnétisme et une décompasin ondes planes de I'’émission du dipdle permtetta

I'utilisation des coefficients de réflexion et darismission de Fresnel.

Nous allons présenter ici une méthode qui permat, ym formalisme commun, de calculer le diagramme

d’émission d’un dipdle dans les deux configuratisnivante :
— undipble situé au-dessus d’'un matériau massifuregrd ou non par un empilement de couches minces,
— un dipble situé a l'intérieur d'une cavité planaiietype Fabry Pérot.

Cette méthode, décrite par Benisty et al. (Beni98 a), repose sur I'utilisation de termes soumesn

formalisme matriciel afin de calculer le champ épés le dipdle dans les milieux extérieurs de tacstre

(d’aprés nos notations, les milieux 1 et 5 : vagure 2.24).

Dans les paragraphes suivants, nous allons ddoiéeement cette méthode en présentant les teromgses et
le calcul matriciel utilisé par Benisty et al. Nodiscuterons ensuite des limitations de cette nu&thgui nous

ont poussé a développer un autre modéle afin dérel@ensemble des voies de relaxation possibledigéle.

2.5.2.1Définition des termes sources et présentation denkithode de calcul

Afin de simplifier les calculs, Benisty et al. (Bsty 1998 a) utilise une combinaison de termes casur
permettant de représenter la répartition des opldeses émises par un dipdle en fonction de somtatien. En

effet, 'émission d’un dipble dans un milieu infiéiant connu, il est possible de définir des famgtipermettant
de modéliser son émission. Ces fonctions revienaedinner un poids a un ensemble d’'ondes planedefi

simuler la décomposition en ondes planes de I'éamistun dipdle en fonction de son orientation.

Ces termes sources sont ensuite introduit comm@errterbation locale du champ électrique se progatggans
la cavité au niveau du plan ou sont situés lesledp&n effet, a chaque altitude z, le champ peeatd&composé
comme étant la somme de deux champs contraprofsagatir Figure 2.27). La perturbation créée par

I'émission des dipdles situés a l'intérieur dedaité se traduit alors par la relation suivante :

E E A

31,1 _ 35,1 — T
e e A Eq. 2.28.

8t Jsp B4 Jsp Hsp
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oU Egip; et Egsy, représentent les champs électriques en Z et = 0, et A sont les termes sources en

amplitude simulant I'émission des dipdles (voiru¥ig2.27).

a

z
[QQ (El O) M
4]
emp=[n;,d;..]
V4]
0 PI E E X
R FLa= 1 S
les dipbles 35,1 35,1 n
Z 3
emp=[n.d:..] (Ej'T Ej’l)
Z
(0 Es) Ns

Figure 2.27.  Schéma d'une cavité asymétrique a l'intérieur dgukle sont situés les dipbles (en z = 0) et
représentation du formalisme matriciel permetta@tiécrire la propagation du champ électrique dansdvité.
Si le champ provient uniqguement des dip6les, d$esilshamps extraits sont non nuls.

Trois configurations de dip6les sont considéréas dé pouvoir prendre en compte I'ensemble destaimns

possibles de dipdles :

- un dipdle vertical dont toutes ses ondes émisesTgansverse Magnétique (c'est-a-dire de polaasati

p) (voir Figure 2.28 (a)),
— un dipéle horizontal qui est décomposé suivanti&sx configurations suivantes :

— un dipble horizontal émettant des ondes Transvdegnétique (c'est-a-dire de polarisatimn
(voir Figure 2.28 (b)),

— un dipdle horizontal émettant des ondes Trans\Elsetrique (c'est-a-dire de polarisatign

(voir Figure 2.28 (c)),
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a) Dipole vertical (ondes p) b) Dipble horizontahdes p) c) Dip6le horizontal (ondes s)
h,s
P\ _ 3 ., daP\"* 3 (de'_Z’u
2 == 2] ar -_° - ==
(dQJ 87TSln s (dQ] 16770082 & dQ 16mr
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Figure 2.28. Diagramme d’émission de (a) un dipble vertical éamrgtdans les modes p (ou TM), (b) un
dipdle horizontal émettant dans les modes p (ou &Mg) un dipdle horizontal émettant dans les rscgi€ou
TE). Le dipdle est situé dans le milieu 3 et I'an@y est I'angle par rapport a la normale Est indiquée la
puissance émise par unité d’'angle solide de ce8lepdans ces trois configurations.

Ces termes sources sont ensuite exprimés en fardtik, etk, afin de prendre en compte aussi bien les ondes
propagatives que les ondes évanescentes (en faeat k; de 0 a +0). En considérant la continuité du champ
H et la discontinuité du champ E suivant z, Benattyl. (Benisty 1998 a) trouve finalement les &sraources

en amplitude suivants :

Mode
Dipble
TE (s) ™ (p)
3 k
Horizontal AMS =+ i ATh'F =4 = 2zt
1677 , 1677 k,
3 k
Vertical A7 =0 AP =+ | =L
’ ’ 8 k,
Table 2.2 Termes sources en amplitude définis pdes dipdles orientés horizontalement ou

verticalement par rapport aux interfaces de la téyd’'aprés Benisty 1998 a). Les flechest | représentent la
propagation de I'onde vers les z positifs et ndgaispectivement.

2.5.2.2Calcul des champs dans les milieux 1 et 5

Afin de calculer les champs émis par le dipble dassmilieux 1 et 5 (voir Figure 2.27) il est, &gent,
nécessaire de faire propager les différentes opldess émises par le dip6le dans la cavité. Pdar Benisty et
al. utilise un formalisme matriciel reliant, pouracune des polarisations et orientations de dipééechamps

dans les milieux 1 et 5 et le champ au niveau do des dipdles :
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v,h v,h
AS El ESSLT
P O E

s,p 3L Jsp
. vh Eg. 2.29.
( 0 ) s )
B S
S, p
E, sp = sp

oU A, représente la matrice de propagation entre leemili & I'altitudez = z; et le milieu 3 a laltitude = 0"
pour des ondes polarisées s ou p, gil8 matrice de propagation entre le milieu 5 &itiade z = z; et le milieu
3 al'altitudez=0.

Le formalisme matriciel décrit par P. Yeh (Yeh 1p&8 présenté au paragraphe 2.4.2 permet d’exptieser
matricesAs , et Bs , sous la forme :

A&P = P3D;Jép 1DivSpPJ' DJ_:LSP Dlep

Eq. 2.30.
B,, = Ps*D;%| [1D,4P D% |D

3,sp 1,spt )T 1.sp S,sp
em@s5

ol P; représente la matrice de propagation dans leurlide l'altitudez = z, & l'altitudez = 0" et P5 la matrice
de propagation dans le milieu 3 de l'altiturie z; a I'altitudez = 0. Les expressions des matrices P et D sont

données au paragraphe 2.4.2.

La résolution du systeme d'équations 2.18 et 2d9npt finalement d’exprimer les champget Es dans les

milieux 1 et 5 & partir des termes sourBeset des coefficients des matricketB :

E, = bzzAT B blel — t31(A¢ —I3sA )
ayb,, —a,b;, 1=rg5ry

- ayA —a A - t35(r31AT -A )
ay;b,, —a,b;, 1=Tyly

Eq. 2.31.

5

ou g; et by sont les coefficients des matricAset B, et tg;, ra;, t3s et rgs sont les coefficients de Fresnel de
transmission et de réflexion entre les milieux B €& I'altitudez = 0") et les milieux 5 et 3 (& l'altitude= 0)

respectivement. Ces coefficients sont définis earélations suivantes (Yeh 1988) :
t31 = t35 = , Iy =— ,et Mg = —= Eqg. 2.32.
b, a

On observe alors a partir des relations 2.24 qebdenp émis vers le milieu 1 est la somme :
— du champ directement transmis par le milieu 2,
— et du champ réfléchi par le milieu 4 puis transpasle milieu 2,

et inversement pour le champ émis vers le milieu 5.

Le dénominateur 1 #sr3; représente quant a lui le facteur de qualité dealaté et est responsable des effets
d’inhibition ou d’augmentation de certains modeslpastructure.
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Par ailleurs, les modes guidés supportés pardatate sont entierement confinés a l'intérieuraledvité et ont

donc des coefficients de réflexiogn etrss égal a 1. Ce sont les pbles du dénominateur degiégs 2.24.

2.5.2.3Diagramme d’émission dans les milieux 1 et 5
Afin d’avoir accés aux diagrammes d’émission dassrhilieux 1 et 5 on calcule enfin la puissancesénpiar
unité d’angle solide et de surfacH = dP/(dQdS)

Pour cela, il est nécessaire de prendre en comaptaddification d’angle solide d’émission du fait te

réfraction des faisceaux entre des milieux de whffés indices de réfraction.

Benisty et al. (Benisty 1998 a) donne ainsi latr@fasuivante afin de calculer le diagramme d’émisslans les

milieux 1 et 5 d’un dip6le situé a l'intérieur dedavité :

2
2Nk

n, =|g|
i j 2 Eq. 2.33.
nlkz,l q

Ou lindicej (= 1 ou 5) désigne le milieu considéréEete champ émis dans le miligwcalculé & partir des

équations 2.24.

2.5.2.4Premiéres simulations et limitations du modéle

Validation du code de calcul

Dans un premier temps, nous avons cherché a vdidecodes de calcul que nous avons écrits a pmhrtir
modele décrit par Benisty et al. (Benisty 1998tgjrésentés ci-dessus. Pour cela, nous avons epoqetlques

une des simulations réalisées par Benisty et al.
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Figure 2.29. Diagramme d’émission d’'un dipdle vertical situé dda vide (g = 1) et a une altitude de (a)
7, =0, (b) =44 et (c) g = M/2 au dessus d’'un milieu massif d’indice de réimcty = 3. En noir sont
représentés les diagrammes d’émission calculéBeaisty et al. (figure 4 de la publication Beni&898 a) et
en couleur sont représentés les résultats obteausqs codes de calculs.

La bonne correspondance entre nos calculs et élisés par Bensisty et al. nous permet donc ddevaios
codes de calcul et de pouvoir a présent les utitiser simuler I'émission de dipdle situé dans stesctures de

notre choix.

Premiéres simulations

Simulons, a présent, les diagrammes d’émission dhsemble de dipdles orientés de facon isotrope kemn

deux configurations suivantes :

— a lintérieur d’'une cavité Fabry Pérot constituéendmiroir métallique et d’'un miroir réalisé par un
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empilement de couches minces diélectriques (3,2paie couches de haut et bas indice de réfraction)
(voir Figure 2.30 (a))

- a linterface d’'une lame de verre recouverte pae oouche mince de fort indice de réfraction (voir
Figure 2.30 (b)).

(@) (b)

. Milieu1 Milieu 3

270
270

$7. . Milieu’s Milieu 5

Milieu1,n; =1 Milieu 3, nz = 1,33
Dip0le situé dans

n, = 0,07 + 4id, = 50 nm le milieu 3 a
K I / l'altitude z= 0

___________________ d; =130 nm P 4
' 0
0 ” ns=1,9 n, = 2,29, = 200 nm
-0y/2 | e LU
< d4h: 55 nm,
Ngp = 2,1
dsp= 75 Nm, i -
Milieu 5, ns = 1,5 N = 1,46 HIER 8, = 22

L Longueur d’onde d’émissiom:= 580 nm
Longueur d’onde d’émissiont;= 510 nm

Figure 2.30. Diagramme d’émission en coordonnées polaires dusemble de dipdles orientés de fagon
isotrope et schéma de la structure simulée. (aan®le cas d’'un dipdle situé au milieu d'une catabry Pérot
réalisée par un miroir en argent(milieu 2) et urrani diélectrique (milieu 4) constitué de 3,5 parde couches
de haut (h) et bas (b) indice de réfraction. (lans le cas d'un dipdle situé dans de I'eau (miBBwau dessus
d’une lame de verre (milieu 5) et a laltitude z0= (0. représente I'angle limite de réflexion totale entes
milieux 5 et 3).

Ces deux simulations nous permettent d'illustree gelon son environnement, les propriétés spatiales
d’émission d'un dipble peuvent fortement changeneltavité Fabry Pérot a ainsi pour effet de resserr
I'émission du dipble dans une ou plusieurs direxgtidonnées (sur la Figure 2.30 (a) dans la directiomale a

la cavité). Une lame de verre a, quant a elle, pdi@t de piéger une partie de I'énergie émisel@alipble par

réflexion totale. En effet, on voit sur la Figur@@ (b) qu’une part importante de I'énergie dissipér le dipble
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est émise dans la lame de verre (milieu 5) aveznghe d’émission supérieur a I'angle limite deexibn totale.
Cette énergie reste donc piégée dans la lame. 8leste principe que fonctionne l'instrument dépel® au

laboratoire.

Limitations du modéle

Le modéle développé dans ce paragraphe permetdionalculer la répartition spatiale de I'énergiasénpar

un dipdle situé a l'intérieur d’'une cavité asyndie et ce dans les milieux extérieurs a la cavité.

Il est par ailleurs possible, par ce méme formadisge calculer I'émission du dipble dans n'impayteslle
couche constituant la cavité. Il suffit pour ceaahlculer les flux d’énergie propagatifs et contrapropagatifs
II, dans la couche et de les sommer en utilisant &gant les champs propagatifs et contrapropagatiis les

calculer.

Cependant, ce formalisme ne permet pas de déatikrement les différentes voies de relaxation igdld, en
particulier les modes guidés. En effet, les dimwtide propagation parallelement a I'interfacear® pas prises
en compte dans ce modeéle or ce sont dans cesialrecfue les modes guidés se propagent. Les maifdssg
étant des pdles des équations 2.20, la divergemcegifonctions au niveau des modes guidés empécicetout
calcul d’énergie couplée dans ces modes. Pour dgetag diagrammes d’émission représentés surdaréi
2.30 ne permettent pas de savoir si une part derge du dipble reste piégée a l'intérieur dedsité Fabry
Pérot ou bien se retrouve couplée dans les moddégyde la couche mince déposée a la surface ldetade

verre.

Cette derniére information est importante dansenoés puisque I'on désire étudier I'effet d’'une afwai mince
de fort indice de réfraction sur la collecte dunsigde fluorescence et de son confinement dandame de
verre. De plus, plusieurs équipes dont la notrédbélya 2002 Gachet 2004, Seiler 2006) utilisent duutifisé

des guides d’'onde afin d’acheminer les signauxdiiérents plots biologiques d’'une puce vers uredeur
résolu spatialement (voir § 1.8.4). Nous avons dmsnin de pouvoir estimer la quantité d'énergigpie dans
de telles structures afin de pouvoir étudier neysEtéme et en comparer les performances vis-awgm@ments

similaires.

Benisty et al. (Benisty 1998 a) propose une satufin d’avoir acces a I'énergie couplée dans lesles
guidés. Elle consiste a ajouter une couche abstmhbmn bien de fort indice de réfraction a la suuetafin
d’absorber ou de découpler en modes radiatifs lfi@ecouplée dans les modes guidés. Cependang cett
méthode ne nous a pas paru pertinente car I'ajonedcouche supplémentaire entraine une modifinadie la
structure entourant le dip6le et donc de I'émissiordipdle. Par ailleurs, un formalisme différeatudt par Ford
et Weber (Ford 1984) puis Barnes et al. (Barne8)188us a permis d’avoir acces a une estimationedie
énergie d'une fagon plus simple et directe. Etamné, comme nous le verrons par la suite, que smddres
faible quantité de signal peut se coupler dansledes guidés, nous n'avons pas cherché a dévelppedele

de Benisty et al. plus en avant.

De la méme maniére, les dissipations non radiathesont pas non plus prisent en compte par laagdéth
décrite par I'équipe de Benisty. Or, plusieurs @@ ont montré que la présence d'un milieu absaran
proximité d’un dipdle pouvait annihiler son émissimdiative (Drexhage 1974, Ford 1984, Barnes 1998)

connaissance de ces pertes d'énergie radiativelarst importante que ce soit pour étudier I'émissitas
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OLEDs (effet des électrodes métalliques) ou biecol&ecte de la fluorescence dans un guide d’ogdéseé sur
un support absorbant tel que le Silicium. En efffisieurs biocapteurs utilisent des guides d’oriddisés sur
des substrats absorbant (Seiler 2006) ou trandp@Bachet 2004) afin d'adresser a chaque plot giglee un
détecteur rendant le support multiplexe malgré exatation globale du composant. Il est donc néiessie
connaitre les différentes voies de relaxation sside I'énergie des dipbles afin de pouvoir campies
performances de ces systémes a celles du protdgpeoppé au laboratoire. L'objectif initial de travail

n'était pas de classer deux méthodes de colledéola fluorescence mais de choisir celle la miedepéée a la
problématique du projet. Ce choix conditionnait deentations importantes pour ma thése car ldmtdogies
de fabrication sont complétement différentes, lmpgatibilité de guides déposés sur silicium avendgration
d’OLED n’était pas évidente et le greffage de Boapteurs sur des verres dopés (guides réalisé&cpanges
d’ions) n'était pas malitrisé au laboratoire. Unetaige logique poussait a poursuivre le travailrdeherche
démarré par A.L. Seiler mais nous avons souhaitiaréque le bilan énergétique, donnant directenaeces au
rapport signal spécifique sur bruit, était favoeahlde tels composants bien plus complexes quedgaietoppés

au laboratoire (lame simple comme guide).

Nous avons donc choisi de développer un modéle daiséne résolution directe des équations de Mdxwel
permettant de différencier les voies de relaxati@usatives ou non du dipéle et d’en évaluer lepdrtances

relatives. Ce modéle se base sur le calcul deitsguce totale émise par le dipdle suivant sorrenvement.
2.5.3. Spectre de puissance émise par un dipble

2.5.3.1Mise en place du modele

Le but de ce paragraphe est de calculer la puiesatale émis®; par un dipble en fonction des propriétés de la
cavité asymétrique dans laquelle il est situé. Damsis de milieu non absorbants et ne supportentp modes
guidés, cette puissance totale est égale au flwedteur de Poynting a travers une sphéere centréle slipdle

ce qui peut étre calculé a partir des équationsépientes. Par contre, dans le cas de milieux afsisricomme
des milieux métalliquespr ne se résume plus a l'intégrale du flux du vectleuPoynting. Une partie d& est

non radiative : il est donc nécessaire de développenodéle prenant en compte ces pertes non iratiat
Par ailleurs, le calcul d@; est étroitement lié & la mesure du temps de die 'émission du dipble. En effe®;
est proportionnel a linverse du temps de wieP; [ ZI/T . Plusieurs théories conduisant au calcuPg@our

un dipble a linterface d’'un matériau massif oné &aborées et confrontées a la mesure. d@rexhage
(Drexhage 1974), Lukosz (Lukosz 1977, Lukosz 19+@H et Weber (Ford 1984), Chance et al. (Chan@&)19
ou encore Barnes (Barnes 1998) étudiérent théarigne et expérimentalement l'influence de l'altitugiede
I'orientation du fluorophore par rapport a l'intace avec le milieu massif s&é (et doncz). Ces études
permirent par exemple de mettre en évidence l'ifgmme des pertes par effet non radiatif lorsqu'ijpdle se

situe a de faibles distances d'un substrat métedli@rexhage 1974).
Nous allons reprendre ici ces travaux, en parécudeux de Ford et Weber (Ford 1984), et les étendrcas
d’'un dipble situé a l'intérieur d’'une cavité asynmjie.

Tout d’abord, I'équation donnant I'énergie totalssipée par un dipolg. situé err =z, e, est (Ford 1984) :
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P = % 0w, (E) Eq. 2.34.

ol w est la pulsation d’émission du dipOkegest le champ électrique au niveau du dipdle ptquhirile dipble lui
méme, [] désigne la partie imaginaire de I'expression ep&ienthése etle complexe conjugué.

Dans le cas d'un dipdle a l'interface d’un milieassif recouvert ou non par un empilement de couctieses
(milieu 1, 2 et 3 confondus), le champ au niveauligdle est la somme du champ émis par le dipbe aelui
réfléchi par 'interface avec le substrat. A padfiuine décomposition en ondes planes de I'émisdiodipdle et
du calcul des coefficients de réflexion de Freshetd et Weber (Ford 1984) arrivent, dans ce cé#es féarmule

suivante de la puissance totale émise par le dipble

u§u2[1+ r3’;e+2"‘23z3]

cki % u 1, s ot 2ik,az
P =— Mldu———{ s+ rie ™= Eg. 2.35.
T L ! - 2“//[ 35 ] q

% w2 fi-u? )[1— [ g2kt ]

ou u, la variable d'intégration, est la composante riaditu vecteur d’onde normalisé € k/ks), rssgp sont les
coefficients de réflexion entre les milieux 3 etpbur des ondes polariséssou p, et H; :|ez H,J.e| et

M, = | pe-(eZ L, )ez| sont les composantes normales et radiales duedig@mission. On rappelle que
l'origine de I'axeOzest au niveau du plan du dip6le et est orienténitieu 5 vers le milieu 1 (voir Figure 2.24).

Etant donné que I'on cherche a simuler les progsiétémission d’'un dipdle situé dans une cavitéresrique,

nous allons a présent développer cette formule aniggoint par Ford et Weber a ce cas plus général.

Dans le cas d’un dipéle situé a l'intérieur d’'uraité fermée, le champ au niveau du dipble esbianse des

réflexions successives du chaig, émis par le dipole sur les miroirs composant atégvoir Figure 2.31).



Chapitre 2. Propriétés d'émission d'un dipdle demescavité fermée asymétrique 116

Ny

Z

Milieu 2

Milieu 4

Ns

Figure 2.31. Représentation des réflexions successives du cléamp par le dipble sur les miroirs de la

cavité. Le champ total au niveau du dipdle estalarsomme de ces champs réfléchis.

Le champ erz = 0 issu des réflexions représentées par lesetepleines sur la Figure 2.31 est alors égal a la

somme :
E peinel") = Eqip (1 )(1+ a+ab+a’b+a?? +a’2+a’h® +-- ) Eq. 2.36.

ol areprésente les variations d’amplitude et de pdasshamp dues au trajet aller-retour entre I'aliéitm= 0 et
sa réflexion sur le milieu 2 étles variations dues au trajet aller-retour eritititide z = 0 et la réflexion sur le

milieu 4.

De méme, le champ e 0 issu des réflexions représentées par lesetephintillées sur la Figure 2.31 est égal

ala somme :
E pointilee (r) = Egp (r )(1+ b+ab+ab® +a’b* +a’b® +a’h’ +-- ) Eq. 2.37.

Selon la polarisation de I'onde, les coefficieatstb sont :

—2ik,32, 2iK 325

- pour les composantes perpendiculaires des ondasgggp : a5 =re etb! =rzte

—  pour les composantes paralléles des ondes polasé@’ = —r.e 2=% ot hP = —r Pe?ks%
)/ 31 a1 35

—2ik,32, 2iK 323

- pour les composantes paralléles des ondes polasisé®, = I,;€ eth) =r;e

Le champ total au niveau du dipdle (en z = 0) esicdpour chaque polarisation s ou p du champnenge de
Epleine et Epointillé-
En reprenant I'équation 2.24 afin de prendre enptende ces multiples réflexions, on obtient along u

expression donnant la puissance totale émise pdipdie dans une cavité asymétrique :
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P o-2ik 552 P A2k 52
ez sz

u 2ik ,5d.
—r PP 2303
1 I31035€

4 s o-2ik,52 s +2K 52
c u 1 (1+r e 232)(1+r e Z“)
P, :%Dfdu— T R Eq. 2.38.
2¢3 o V1-u? |2 1-r5re™
1, (1_ , (1_ (P o2k, )(1_ [P e+2ikz3z3)
> Hu u 5.5 o 2iky0s
2 1-r;r,.e

ol u, la variable d'intégration, est la composanteateddu vecteur d’onde normalisé € k/ks), 5" et 5"
sont les coefficients de réflexion entre les miti€uetl et les milieux 3 et 5 pour des ondes psdass oup, et

My = |eZ E]J.e| etlh, = ||Je-(eZ Elle)ez| sont les composantes normale et radiale du dipétaission.

On remarque que l'on retrouve I'équation 2.24 repnéant la puissance totale émise par un dipaleé sit

linterface d’un milieu massif car dans ce cas desfficientsry; et I} sont nuls.

A ce stade, nous pouvons introduire la quarﬂil%/du, spectre de puissance dans 'espace des vecteuded

radiaux normalisés. L’équation 2.27 s’écrie alansssla forme :

« dP Eq. 2.39.

L’étude de ce spectre de puissance en fonction de alors permettre de définir les différents doraaide
relaxation du dipble en fonction des propriétéslalestructure dans laquelle il est situé et d’erdiétules
importances relatives. En effet, la valeur de laalde d'intégratioru va déterminer dans quels types de modes
I'énergie du dipdle sera dissipée (modes radiatifsdes guidés ou modes non radiatifs). En intédaafainction
dP/dyu) sur ces différents domaines, nous serons alory@ure de comparer les puissances émises dans

chacun des modes de relaxation possibles.

2.5.3.2Premiéres simulations

Validation du code de calcul

Nous avons a nouveau cherché dans un premier tamyadider nos codes de calculs a partir des résulta
présentés dans la littérature. Pour cela nous awpieduit certaines simulations effectuées pad FEarWeber
(Ford 1984) et Barnes et al. (Barnes 1998). Etanhé que nous avons réussi a reproduire leurgaésdans le
cas de dipbles a l'interface d’'un milieu massif wellement recouvert par une couche mince, noosiav

considérer que la transposition en codes de calintsoduisait pas d’'erreur.

Premiéres simulations

Reprenons les deux structures décrites sur la &igu80. Le calcul du spectre de puissance émiseaupar

ensemble de dipbles orientés de maniére isotrope o deux configurations donne :
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Figure 2.32.  Spectre de puissance dP/du normalisé par la putssamise par un dipbéle dans un milieu
infini d’indice réfraction B pour un ensemble de dipbles orientés de manieteoe et situé (a) a I'intérieur
d’'une cavité Fabry Pérot (décrite sur la Figure @.@&)) et (b) a l'interface d’une lame de verre sawerte par
une couche mince de fort indice de réfraction (igumition décrite sur la Figure 2.30 (b)).+R représente la
puissance totale émise par un dip6le dans un mihéni d’indice de réfraction scalculé par la formule de
Larmor (Ford 1984).

Nous voyons qu'il est possible de séparer I'émisgla dip6le en plusieurs domaines suivant la vatEuta

variableu :

les modes radiatifs. Ce sont les modes pouvantogmger dans I'ensemble des milieux transparents de
la cavité et dont on calcule la répartition spatidlénergie par le modele présenté précédemment. Il

s'agit du domaine 0 & < ny/ng sur la Figure 2.32 (a) et du domaine @ <ny/n; sur la Figure 2.32 (b),

les modes de substrat. Ce sont les modes raditifs le substrat (milieu 5) et évanescent dans le
superstrat (milieu 1 dans le cas de la Figure La3@u 3 dans le cas de la Figure 2.30 (b)) damdite

de réfraction est plus faible. Ces modes sont donis avec un angle supérieur a I'angle limite de
réflexion totale entre ces deux milieux. Il s’adjit domainen;/n; < u < ns/ng sur la Figure 2.32 (a) et du
domaineny/nz < u < ng/ns sur la Figure 2.32 (b). C'est I'énergie lumineusmsportée dans ces modes
gue I'on détecte dans I'instrument développé aoratire,

les modes guidés. lls correspondent a I'énergiérlense piégée dans la cavité ou dans une des @uche
transparentes de fort indice de réfraction qui dastitue. Les modes guidés sont des pbles de la
fonctiondP/dyu) et sont donc représentés par des pics dans laidem/n; < u < ns/nz sur la Figure
2.32 (@) et le domaina/ns < u < ny/ns sur la Figure 2.32 (b),

les modes non radiatifs. lIs correspondent auxphiiens d’énergie dans les milieux absorbants: pa
exemple dans le cas de la Figure 2.32 (a), I'éreqgi est couplée dans les modes de plasmons de
surface de la couche métallique et représentéiegac pouru = 1,14. Ces dissipations non radiatives

sont des pertes d’énergie lumineuse.

Pour résumer, nous avons représenté ces quatrardsnue relaxations possibles de I'énergie du dipf@ns

une cavité asymétrique sur la figure suivante :



Chapitre 2. Propriétés d'émission d'un dip0le demgscavité fermée asymeétrique 119

(@) (b)

Ny N3
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Figure 2.33. Représentation schématique des différentes voidgssipation de I'énergie d’un dipble situé a
l'intérieur d'une cavité asymétrique. (a) : danscas d’une cavité Fabry Pérot représenté sur lauFég2.30 (a).
(b) : dans le cas d’'un dipéle a l'interface d'uree de verre recouverte par une couche mince dénfitice de
réfraction (cas de la Figure 2.30 (b)). Le domairmrrespond aux modes radiatifs, le domainaux modes de
substrat et le domain@ aux modes guidés. Les dissipations non radiativest pas été représentées sur ce
schéma.

L’émission dans le substrat (milieu 5), d'indice mdraction plus élevé que le superstrat (milieaul3), est
composée de deux types de modes, les modes radititds modes de substrats, qui sont émis pouartges
d’émission respectivement inférieures et supérgearkangle limite de réflexion totats. Afin de distinguer ces
deux zones d’émission dans le substrat, nousartlis les termes émission "sous-critique" et "siigae" qui

correspondent respectivement a ces deux types desndnis dans le substrat.

2.5.3.3Collecte de la fluorescence dans le substrat

Nous pouvons a présent, grace a ce modéle, effeghge comparaison des performances de notre instrium
avec celles d'instruments similaires utilisant |I&me principe de collection de la fluorescence conhese
systemes utilisés par Gachet et Seiler présentgarmagraphe 1.8.4. En effet, il nous est maintepassible de

comparer l'efficacité de collection de la fluoresce des différentes architectures de ces instrignent

Les architectures de ces trois systémes sont mqiéess sur la figure suivante :
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(c) Architecture utilisée au

a) Architecture utilisée par .
(@) P laboratoire

Gachet

(b) Architecture utilisée par
Seiler

ns = 1,33

n3 = 1,33 n3 = 1,33

n,=1,51;e,=5,6pum n; = 2,2 ;e,=140 nm
Silice

n;=1,46;,=5um

Lame de verre
ns=1,51

Lame de verre
ns=1,51

Silicium
ns = 3,875 + 0,018i

Figure 2.34.  Schéma des architectures utilisées par (a) GadBatket 2004), par (b) Seiler (Seiler 2006)
et par (c) le systéme développé au laboratoire.

Afin de comparer ces trois architectures en terode<ollecte du signal de fluorescence, nous cateule
spectre de puissance d’'un ensemble de dipdlestésiele maniére isotrope, situés a une altityde ¥0 nm au

dessus de ces trois composants et émettant a 580mgueur d’onde d’émission du fluorophore Cy3).

Pour I'architecture utilisée par Gachet (voir Figw 2.34 (a))

o0

)

(=)

Spectre de puissance normalisé (dP/(du’Pfree))

ra

Spectre de puissance normalisé (dP/(du*Pfree))

(=]

05 T 15 5 0 a5 1 k5
u=kr/k3

fen)

Figure 2.35.  Spectre normalisé de puissance pour un ensembtipdées orientés de maniére isotrope a
une altitude z= 10 nm du composant utilisé par Gachet en éeHglEaire (& gauche) et semi-logarithmique (a
droite). Les domaines ii, iii, etiv font référence aux domaines définis au paragrapbe3.2 et correspondent
respectivement aux modes radiatifs, aux modes r#igees, aux modes guidés et aux dissipations non
radiatives.

On observe donc que le dipble peut coupler uneiepde son énergie dans trois modes guidés TE et TM
différents.

En intégrant ce spectre de puissance suivant fig&saiits domaines i, ii, etiv, il est possible de calculer les
importances relatives des différents modes de aétax des dipbles situés a l'interface de ce corpOn

trouve ainsi que :
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Puissance couplée (en u.a.) Fraction de la puissémise
par les dipbles (en %)
Les modes radiatifs 1,2940 70,3
Les modes sur-critiquels 5,45%10 29,7
Les modes guidés 2,86:10 1,5.10"
Table 2.3 Fraction de la puissance émise par lgdlds situés a l'interface du composant utilisé par

Gachet dans les différents domaines d'émissionilpessdes dipdles. Cette fraction est calculée ragiport a
la puissance totale émise par ces dipdles.

On observe donc que trés peu d’'énergie émise paipéles est couplée dans les modes guidés. eatitét de
ce signal impose donc, pour atteindre les limitesddtection nécessaire a notre application, I&ailon d'un

détecteur trés sensible et/ou un temps d’intégragtativement long.
Par ailleurs, on remarque que 30 % de I'émissiandif@dles est couplée dans la lame de verre.

Or, le systeme de mesure utilisé par Gachet regosel’excitation simultanée de I'ensemble des plots
biologiques de la puce. Le signal de fluorescerceldcun des plots est ensuite collecté par ureglimhde et

est guidé vers un détecteur résolu spatialemenefanple une barrette de détecteurs)

A l'intérieur du substrat va donc se retrouver ré® % de I'émission de chacun des plots biologigie la
puce. Ce signal, qui devient non spécifique d'wst ph particulier, créé un signal de fond trés irtgot vis-a-
vis du signal guidé dans chacun des guides d’o@deobserve alors une perte de contraste entrgmhalsiles
modes guidés, spécifique d’un plot biologique,eesignal de fond (voir Figure 2.36). Cela explides faibles
performances obtenues par ce systeme.

Signal attendu Signal observé
Guides d'onde Plots biologiques
Signal couplé dans les Signal, non spécifique,
guides d'onde couplé dans le substrat

Figure 2.36.  Schéma illustrant la perte prévisible de contrastebout de lame entre la faible quantité de
signal couplé dans les guides d'onde spécifiquectticun des plots biologiques de la puce et le sigea
I'ensemble des plots couplé dans le substrat créargignal de fond important.

Le probléeme principal de la méthode de mesuresétlipar Gachet est donc d’exciter I'ensemble dets pl
biologiques a la fois. Cela entraine une perteatgraste limitant les performances de détectiore Bmlution
pour éviter cette perte de contraste serait decit&xqu’un seul plot biologique a la fois. L'uiition de guides
d’'ondes et d'un détecteur résolu spatialement natsalors plus pertinente et le systéme reviendragelui

développé au laboratoire.
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Pour I'architecture utilisée par Seiler (voir Figur 2.34 (b))
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Figure 2.37.  Spectre normalisé de puissance pour un ensembtipdées orientés de maniére isotrope a
une altitude z= 10 nm du composant utilisé par Seiler en éehliiéaire (a gauche) et semi-logarithmique (a
droite). Les domaineis ii, iii, etiv font référence aux domaines définis au paragrapbe3.2 et correspondent
respectivement aux modes radiatifs, aux modes r#igees, aux modes guidés et aux dissipations non
radiatives.

On observe cette fois la présence de deux moddégat on calcule que :

Puissance couplée (en u.a.) Fraction de la puissémise
par les dipbles (en %)
Les modes radiatifs 1,2440 87,2
Les modes sur-critiquels 1,82%10 12,8
Les modes guidés 1,0130 7,13.10"
Table 2.4 Fraction de la puissance émise par lgdlds situés a I'interface du composant utilisé par

Seiler dans les différents domaines d’émissiosiptes des dipbles. Cette fraction est calculéerppport a la
puissance totale émise par ces dipdles.

On observe a nouveau que trés peu de signal dedlcence est couplé dans les modes guidés et fdedEAa

fluorescence est couplée dans la couche de Silice.

Ce systéme utilisant aussi une excitation simuéadé I'ensemble des plots de la puce, un signaiodd
important se créé donc dans la couche de Silicesi@®l, s'il n'est pas atténué par les réflexisnsle substrat

en Silicium lors de son guidage entraine une hrteontraste en bout de composant (voir Figure)2.36

Cependant, le coefficient de réflexion sur du &itic pour des angles d'incidences importants estpecsnentre
70 et 90 %. Le signal guidé dans la couche deeSdiat donc rapidement absorbé par le substrattadiaplus
rapidement que la couche de silice est fine. Cetanpt alors de s’affranchir du probléme de perteatgraste
limitant fortement le rapport signal sur bruit etis les signaux couplés dans les guides d’ondeepeatteindre
le détecteur. Mais ces signaux sont trés faibled devient alors nécessaire d'utiliser des détasteres
sensibles pour les mesures ce qui rend le systemeplexe (alignement d’'une matrice de détecteur rieles
sorties des guides, indexation des sorties sysHeto-sites) et finalement peu sensible si on ci@msil’énergie

émise par les dipbles perdue dans le silicium.
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Par ailleurs, afin de limiter au maximum les pertles contrastes en bout de composant et de réduire a
maximum le vignetage (différence de niveau mesafénsla position du plot sur la puce), il faut isér des
composants d’une taille suffisante pour que lelexé&fns successives sur le substrat atténuennfertele signal

de fond couplé dans la couche de Silice. Le coltetlecomposants (quelques cm? de surface possédant
guides gravés) devient important voir prohibitifsup des applications ou le composant est jeté agraque

utilisation.

Remarque : Nous reviendrons et expliquerons lagirés d’oscillations sur le spectre de puissance dlipdle
situé a l'interface d’'un milieu stratifié lors d&tude des effets d’'une couche de fort indice diecton a la

surface d'une lame de verre pour I'instrument déppk au laboratoire (voir § 3.3.4.2).

Pour I'architecture développée au laboratoire (vdtigure 2.34 (c))
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Figure 2.38.  Spectre normalisé de puissance pour un ensemhd@d@ke orientés de maniére isotrope a une
altitude z = 10 nm du composant développé au laboratoireateke linéaire (a gauche) et semi-logarithmicque
(a2 droite). Les domaines, ii, iii, et iv font référence aux domaines définis au paragragh®e3.2 et
correspondent respectivement aux modes radiatifs; modes sur-critiques, aux modes guidés et aux
dissipations non radiatives.

On observe cette fois qu'il N’y a pas de modes gmipuisqu’il n'y a pas de structure (couche mimmm)r les

supporter et on calcule que :

Puissance couplée (en u.a.) Fraction de la puissémise
par les dipbles (en %)
Les modes radiatifs 1,3040 70,87
Les modes sur-critiquels 5,33%10 29,13
Les modes guidé
Table 2.5 Fraction de la puissance émise par lpdlds situés a I'interface du composant développé a

laboratoire dans les différents domaines d’émisgiossibles des dipbles. Cette fraction est calcpdeapport
a la puissance totale émise par ces dip0les.

On remarque cette fois que 30 % de I'énergie dpéles est émise dans le substrat mais sans paésds!

couplage dans des modes guidés. En effet, aucigurndié la structure ne supporte des modes guidés.
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Etant donné que le systéme développé au laboraggoite tour a tour chacun des plots biologiqués dé
dissocier leurs signaux, il 'y a donc pas de nggade ces derniers dans le substrat et donc despeet
contraste. De plus, beaucoup plus de signal spéeifest porté par 'ensemble des modes sur-critjpst guidé
en bout de lame, ce qui doit permettre de bienlewe#s performances de détection que les systeen€adhet
et Seiler ou seule I'énergie couplée dans les mgdikes est spécifique. C’est d’ailleurs ce que alénent les
expériences réalisées en laboratoire qui donnestlidetes de détection équivalentes a celle dedlenes

scanners commerciaux de biopuce disponibles aetnetit.

Conclusions

L'analyse théorique de ces différentes architestureus permet donc de conclure que le systemeuke pl

performant est celui développé au laboratoire’eacitation tour & tour de chacun des plots biclogis permet :

— de détecter 'ensemble de la fluorescence coumés ks modes sur-critiques et non uniquement dans
les modes guidés. Plus de signal spécifique pardiemc au détecteur,

— d'éviter la perte de contraste du fait du mélangg signaux des différents plots biologiques créant
signal de fond important dans le substrat,

— dutiliser une puce plus simple ne possédant pas slrictures de guides d'onde nécessitant de
nombreuses étapes technologiques pour leur réafisat

— dutiliser des composants optiques plus simpleqagticulier un détecteur non résolu spatialement.

De plus, le systeme d’excitation des systemes deh&@aet Seiler utilisent une seule source pourtexci
'ensemble des plots biologiques. La densité degauwice au niveau de la puce est donc plus faidelgns le
cas ou une source d’excitation est associée a ehplpu fluorescent comme pour l'instrument dévelbEu
laboratoire. Les performances de détection en @long limitées. Une solution pour augmenter cettiesité de
puissance d’excitation dans ces systémes serditiséu une matrice de sources d’excitation. L'eaigd’'une
matrice de source permet alors de n’exciter qu'lot p la fois: les guides ne sont plus nécessgms

discrétiser la mesure.

2.5.3.4Limitation du modele

Dans le paragraphe précédent, nous avons intégn&riquement le spectre de puissance dissipée éans |
différents domaines possibles de relaxation desfgie des dip6les. Ce calcul est valable dansdalea modes
radiatifs et sur-critiques mais pose probléeme pzalculer I'énergie exacte émise dans les modeséguifin
effet, les modes guidés sont des péles de la fumdi/dyu). L'intégration numérique permet donc de donner
uniqguement des valeurs approchées de la puissaugdée dans les modes guidés et dépend par exelaple
I'échantillonnage utilisé pour calculer le speateepuissance. Afin de confirmer les résultats priéseci-dessus,
nous avons choisi de développer un dernier mod#sé bur la théorie des modes couplés. Ce modésistma
calculer le recouvrement entre les modes évanesdentipdle et le profil des modes guidés suppgrtdsia
structure. Nous avons préféré développer un tehdtisme que d’étendre le modele présenté par Begisil.
car ce dernier nous a semblé plus complexe et ndirest que la théorie des modes couplés classigaem

utilisée pour décrire les interactions de la lumiavec un guide d’onde.

Ce modele a été développé en collaboration avecMaArand Maitre de Conférence a [lInstitut de
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Microélectronique Electromagnétisme et Photonigai&denoble.
2.5.4. Energie couplée dans les modes guidés

2.5.4.1Mise en place du modéle

La théorie des modes couplés décrit le couplageedande dans une structure lorsqu'il y a une peation du
champ électromagnétique a proximité. Dans notrelagserturbation du champ électromagnétique €stecpar
le dipble et est confinée a sa position.

Cette théorie repose sur le calcul du recouvremaatre le profil des modes guidés et celui des clsadepla
perturbation ici créée par I'émission du dipdle. fait de la symétrie cylindrique par rapport a 8a0z) nous
calculerons cette intégrale de recouvrement sguttace S d’un cylindre d’axe (Oz) et dont on famadre le

rayonp vers 0 pour ne prendre en compte que la contabutu dipdle situé em= 0.

La formule donnant I'intégrale de recouvrement@suivante :

SEdip modei i
Uj OH d#

Foas = [[.Eap OH 405 [[| E o TH o5 0IS

dip

Eq. 2.40.

ouT représente le taux de coulage dans le mode guilé surface du cylindre centré sur I'axe (Oz) d@rep
et de hauteur infiniekq;, et Hgi, représentent les champs électriques et magnétémisspar le dipble & noge i

et Humoge 1SONt les champs électrique et magnétiquéBunode guidé dans le milieu 2.

Le numérateur de cette fonction représente le rgement entre les profils des modes guidés et Hasnps
émis par le dipble (voir Figure 2.39), alors quedénominateur est le facteur de normalisation. Noogs

intéresserons par la suite essentiellement au rateu#r le premier terme du facteur de normalisapioavant

étre obtenu en intégrant la fonctioR/du(u)pour U [ [O,+00] et le second étant égal a 1 (voir ci-dessous).
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Recouvrement entre le profil du
mode guidé et le champ
évanescent émis par le dipole

Représentation d’'un cham

. L T Dipold
évanescent émis par le dipble

Milieu 3, nz = 1,33

Milieu 4, n, = 22

Milieu 5
n;=1,51

Profil d'un mode guidé supporté/
par la couche de Nitrure

Figure 2.39. Représentation schématique du calcul du recouvresr@re les champs évanescents émis par
un dipble a l'interface d’'une lame de verre recatiy@r une couche mince de Nitrure, et le profili’'mode
guidé supporté par cette couche.

La représentation de la Figure 2.39 permet déjdamer quelques explications sur le mécanisme dplage
de I'énergie du dipble dans les modes guidés. @altord, seuls des modes évanescents du dipolegqmb@tre
couplés dans les modes guidés supportés par leheanince car leurs constantes de propagation doiven
correspondre. Ce couplage aura alors une décroissexponentielle avec l'altitude du dipble du fdit
caractére évanescent des modes pouvant étre colpiésite, il sera fortement dépendant de la queue
évanescente du profil des modes guidés présengeleanilieu ou se trouve le dipdle (milieu 3). Bfeg plus
ces modes auront une queue évanescente importantelel milieu 3 et plus le recouvrement, et donc le
couplage, avec les modes du dip6le sera efficafie.d& coupler un maximum d’énergie dans les mapadés,
il est donc nécessaire de bien dimensionner leegiiidnde afin de maximiser la queue évanescentgdafil de

modes guidés dans le milieu ou se situe le dipdle.

Dans un souci de simplification, considérons quéeskonde plane du dipdle ayant la composantatadie son
vecteur d'onde égale au vecteur d'onde d'un mod# quourra se coupler dans ce mode. En effet, si on
considere les modes guidés comme parfaits, c'dsea'étant pas soumis a des perturbations daegxemple

a I'émission du dipdle, ce mode guidé ne présepiesade divergence autour de son vecteur d'ondei pour

un mode guidé d’indice effectifey, seule I'onde plane du dipble ayant la composead@le de son vecteur

d'onde égale ky.n. pourra se coupler dans ce mode.

On peut alors simplifier I'expression de l'intégrek recouvrement :

s b I H node 2
65 OHess S

r =
J.J.s Edip UH dipde ”‘S Emodei OH modei dS

modei

Eq. 2.41.
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ouk; représente la composante radiale du vecteur dégale &, ne; avecney; l'indice effectif du mode guidé

k.
numéroi, et Czd;;o représente l'onde plane issue de la décompost®r’émission du dipble ayant sa
composante radiale égaka

Pour le calcul de ce recouvrement, il est donc semiee de connaitre la décomposition en ondes glane
exprimées en coordonnées cylindriques, du champ @ani le dipdle, ainsi que les champs magnétiques e

électriques des différents modes guidés suppoaeéle pnilieu 2 :

— pour le champ émis par le dipdle, nous utilisongdée@omposition en ondes planes et les calculs

effectués par Hellen (Hellen 1987) afin de détemmibexpression des ondes planes émises par le
dipble a linterface d’'une lame de verre. On pr@etnsuite ces ondes planes sur la t(ésép,i)
associée a la direction d’observation (voir Fig2uz3),

— pour les modes guidés, nous calculons les prbii{%,U}M desn modes guidés TE et TM confinés

dans le milieu 2 a partir de la résolution des &gona de Maxwell pour un guide plan asymétrique. En
effet, les dimensions nanométriques de ces guidas obligent a considérer le caractére ondulat@re
la lumiere afin de décrire la propagation de cesl@soCe calcul a été réalisé en collaboration &vec
Dr. A. Morand de I'lMEP (Grenoble) qui a fourni lesofils normalisés des modes guidés de plusieurs

configurations que nous avons testées.

Or les champs TE et TM dans un guide plan ont as@ment leurs composantes électrique et magretiqu
orientées parallelement aux interfaces séparanlifigsents milieux. Dans notre base cylindriqueyu$ pouvons

donc considérer que la composante électrique duenidt et la composante magnétique du mode TM sont
polarisées suivarg, dont la projection sur la base d’observat(o?s,b,i) donne :e, = cosf p+sings.

De plus, les composantes électrique et magnétigasectlamps TE et TM doivent satisfaire I'équation de

Helmholtz :

Ap+k’p=0 Eq. 2.42.

qui en coordonnées cylindriques peut s’exprimesdadorme :

2
p2%+p%+(k2£,p2—m)¢:0 Eq. 2.43.

ou ¢ désigne ici aussi bien la composante électriguehdmp TE que la composante magnétique du champ TM.

Les solutions de cette équation sont la somme dr dedes contra-propagatives représentées paonetidns
de Hankel de premier et deuxiéme ordres. Etant@gme nous considérons un probléme sans sourtegra, |
on peut exprimer les champs E et H des modes gliidést TM uniquement a I'aide de la fonction d’'Hah&u

premier ordre soit sous la forme (onde sortanteesppondant au rayonnement du dip6le) :

Ele =e™Bl (2HP (k. 0)e,
Hiy =e™Bl, (2HO(kn ke, Eq. 2.44,
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oumreprésente I'ordre de la symétrie selon I'axe (QuE)est ici égal a 1 (symétrie de)2et H él) représente la

fonction de Hankel du premier ordre.

r

oH oE
Les équations de Maxwell-Farad#@tE = _HOE et de Maxwell-AmpererotH = &£,& E permettent

ensuite de déduire les champs magnétiques assanidaodes guidés TE et TM ;

i 1 dB(z cosdp
HTE = BTE( )Hgl)(koneﬁp){ . }
iy, dz -sinfs

cosdp } Eq. 2.45.
S

H, = iM(Z)Hgl)(koneff'o){+sin9

A partir de la décomposition en ondes planes endoomées cylindriques donnée par Hellen (formug2Z et
28 de Hellen 1987) et de I'équation 2.45 il estslpossible de calculer I'intégrale de recouvrenuamtnée a
I'équation 2.41 pour les différents modes guidésadgtructure sous réserve de connaitre le prefites modes

guidés.

2.5.4.2Premiéres simulations

Afin de confirmer les ordres de grandeurs obtenuparagraphe 2.5.3.3, nous allons calculer I'éeecguplée
dans les modes guidés supportés par la structareageeurs développés par Gachet et Seiler.

Pour cela, nous utilisons les calculs des profis shodes guidés de ces structures réalisés paovand.

La structure utilisée par Gachet offre la posgéille coupler de I'énergie dans 3 modes guidésfTEmodes
guidés TM. En effet, si on observe de plus prézolee ou se trouvent les pics des modes guidés Higlae
2.35 représentant le spectre de puissance émisenpansemble de dipbles situés a l'interface dupomant

utilisé par Gachet, on observe que chaque picagild et correspond & un mode TE et un mode TMaleul

du profil de ces six modes donne alors :

Profil des champbl des modes TE Profil des champbl des modes TM
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Lo
Profil du champ magnétique (u.a.)

Figure 2.40. Profils normalisés des champs magnétique des tnoides TE et des trois modes TM supportés
par la structure du composant développé par Gadbes. calculs ont été réalisés par A. Morand.



Chapitre 2. Propriétés d'émission d'un dipble dexescavité fermée asymétrique 129

A partir de ces profils, nous pouvons déja réaliser premiére observation : la queue évanescenteleanilieu
3 (milieu ou sont situés les dipbles) des modedéguest faible en comparaison de celle dans leumi En
effet, lors de la propagation de modes guidésraéfieur d'un guide plan asymétrique compris emkeeix
milieux d’indice de réfraction différents, le profies modes guidés aura tendance a se décalefevmitieu
d’indice de réfraction le plus fort. Dans ce cérmdice de réfraction de la lame de verre étans pfoportant que

I'indice du milieu extérieur, les modes guidés pesmnit plus profondément dans la lame de verre.

Or le couplage de I'énergie des dipbles dans ledesguidés provient du recouvrement entre leslprdé ces
modes et les champs évanescents émis par lesslihéleouplage dans ces modes guidés est donantaltis
faible que les profils de ces derniers sont décadés la lame et non vers le milieu ou sont situésdipdles.
Cela va donc bien dans le sens du calcul réalisg lgaparagraphe précédent a I'aide de la densifuissance
émise par les dipdles.

Calculons, a présent, le recouvrement entre cefdgprt les champs évanescents émis par les diles

suivant l'altitude de ces derniers par rapport@mgosant.
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Figure 2.41. Fraction de I'énergie émise par les dipbles sit@ésine altitude zdu composant dans les
différents modes guidés supportés par la structiéeeloppée par Gachet Le graphique est en échefld-
logarithmique.

Plusieurs remarques peuvent étre faites a partietle figure :

— on observe le caractére évanescent du coupladgéragdie des dip6les dans les modes guidés (droite

en échelle semi-logarithmique). Cela vient du taie I'énergie émise dans ces modes est issue du

couplage des champs évanescents des dipbles guisseént exponentiellement quand la distance
surface-dipdles augmente,

— trés peu de signal est couplé dans les modes guidiésstructure. En effet, on trouve, pour unitualée
de dipdle de 10 nm, que moins de*1 de I'énergie des dipdles se retrouve couplés temmodes
guidés. Cette valeur, bien que supérieure a I'edton faite précédemment, confirme que peu d’'éeergi

se retrouve confinée dans les modes guidés paonta@pénergie couplée dans le substrat.



Chapitre 2. Propriétés d'émission d'un dipble dexescavité fermée asymétrique 130

Trés peu de fluorescence se retrouve donc cougl@s ks modes guidés d’'une telle structure parordpEp
I'énergie couplée dans le substrat. Les remarqaigssfdans le paragraphe précédent restent doablesl Ce
systéme, du fait de I'excitation globale du compwsast limité par le signal de fond provenant dupiage de

I'énergie des dipbles dans le substrat par ragptartfaible quantité de signal couplée dans ledegud’'onde.

Dans le cas de la structure utilisée par Seilanxdaeodes, I'un Tk et l'autre TM, peuvent se propager dans la
couche de Nitrure de Silicium. Pour le mode,Té&n calcule les profils et recouvrements avecclesmps

évanescents suivants du dipdle :
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Figure 2.42.  Profil du mode TEsupporté par la couche de Nitrure du composantlidpé par Seiler et
calcul de la fraction de I'énergie couplée danswede en fonction de I'altitude des dipdles.

On trouve a nouveau que trés peu de signal dededigdt couplé dans le mode guidé, T€ la couche de
Nitrure du composant développé par Seiler. En effietcalcul qu’au maximum 0% de I'énergie émise par le
dipble est couplé dans les modes guidés de la eadetNitrure. Cette valeur, bien que supérieuestifation
réalisée précédemment, reste trés faible. Les mpraamprécédentes sur la faible quantité de signailée dans
les modes guidés par rapport a I'énergie couplés Bacouche de Silice sont donc confirmées paatmil. Ces
calculs confirment ainsi I'intérét d’exciter tourtaur chacun des plots biologiques d’une méme m@iicede
maximiser le contraste sur le signal spécifiquevgaant au détecteur en bout de composant au ligilisEr un

ensemble de guides d’onde ne collectant qu'uneaible fraction du signal.
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Toutefois, les calculs réalisés nous donnent searieha valeur minimale de I'énergie couplée dassnmdes
guidés. En effet, nous avons fait I'hnypothése go’yf a pas de dispersion des modes guidés autolewste
vecteur d’onde afin de simplifier notre modéle. e dispersion de ces modes autour de leur vedtende
offre la possibilité a d’autres ondes planes dbldigle se coupler dans le paquet de modes rayaonésituant
désormais les modes guidés, augmentant alors latigfud’'énergie totale pouvant étre émise dansolacloe
mince. La prise en compte d’'une telle dispersiorpeet cependant pas augmenter énormément la vadeur

couplage calculée ici ce qui sera vérifié expéritmement (voir § 3.3.4.4).

2.5.5. Mise en place des modeles théoriques — Conclusion

Grace aux données de la littérature, nous avonsun®int trois modéles de calculs complémenta&inesntre.

Les travaux de Benisty et al. (Benisty 1998 a) nonstout d'abord, permis de développer une méttaele
calcul afin de simuler les propriétés d’émissiorchamp lointain d’un dipéle situé dans une cavi¢n@étrique.
Cela nous permettra d'étudier les propriétés spatiispectrale d'émission de sources OLED sitog&eson a
l'intérieur d’'une cavité Fabry Pérot afin d’en érdles effets et, plus précisément, la possibdigméliorer la

directivité et de réduire l'intervalle spectral@diission de ces sources.

Toutefois, ce modéle ne nous permet pas de dgméasément les phénoménes en champ proche refEmsa
de la collecte de la fluorescence dans une lameerde ainsi que le couplage dans les éventuels sngdielés
supportés par le composant. Nous avons donc élamgihodele développé en premier lieu par Ford ebéi/e
(Ford 1984) afin de décrire les différentes voiesrelaxation possibles, radiatives et non radiatiy®ur un
dipdle situé dans une cavité asymétrique. Cela peusettra alors d’'étudier les effets d’'une couctieces de
fort indice de réfraction sur la collecte de laoflescence dans le composant. De plus, ce modéteanparmis
de montrer les avantages de la méthode de mesuetodpé au laboratoire vis-a-vis d’instruments Rimes

utilisant un ensemble de guide d’onde pour colldetsignal de fluorescence des plots biologiques.

Les résultats inattendus de cette comparaison oosnfin amenés a développer un troisieme modadé bur
la théorie des modes couplé afin d'estimer la dtéadténergie pouvant étre collectée par des guiiesde.
Nous avons ainsi montré théoriquement que trésipesignal pouvait étre couplé dans une couche nidedert

indice de réfraction située a la surface du compos@ qui nous a amené aux conclusions suivantes :

— les systemes développés par Seiler (Seiler 200Baetet (Gachet 2004) permettent de collecter gu’'un
trés faible quantité de signal spécifique des ploisrescents par rapport a lI'instrument développé
laboratoire,

— la collecte dans le substrat de la fluorescencéedsemble des plots biologiques nuit fortement aux

performances de ces instruments en détérioraminigaste du signal en bout de lame.

La solution qui semble étre la plus adaptée est dencollecter le signal dans tout le substrateetlidsocier le
signal des différents plots biologiques du compbsaries excitants tours a tours ce qui corresgoladméthode

de mesure utilisée au laboratoire.

Toutefois, au vue des nombreuses réalisationsanilides guides d’onde pour collecter le signdludeescence
de plots biologiques, ces derniers résultats doiveine I'objet d’'une caractérisation expérimentalén de

confirmer les résultats théoriques. Cette étude semée au cours du chapitre 3.
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En conclusion, ces différents modéeles mis au pamintours de ce chapitre nous permettrons d’'étaddiarfois

les propriétés de sources OLED situées dans uniéciabry Pérot et les phénomenes de champ proche
responsable de la collecte de la fluorescence datre instrument. Ces simulations, confirmées pes d
caractérisations expérimentales au cours du proctfzpitre, permettrons alors, dans le futur, dditer le
dimensionnement de composants dans le but d’ominiés performances de détection, de robustesse et

compacité de l'instrument développé au laboratoire.

2.6. Conclusion

Ce chapitre a été consacré a la mise en place dlesothéoriques permettant d'étudier les deuxigzart

constituant mon travail de thése :

- la collecte du signal de fluorescence dans le caamicde I'instrument développé au laboratoire,

— les propriétés d’émission de sources OLED situéesom dans une cavité Fabry Pérot.

L'analyse de ces deux problémes nous a, tout dhlmermis de définir une structure commune, lestésav

asymetriques, permettant de modéliser a la foisdefigurations :

— d'un dipdle situé a l'interface d’un milieu massif

- d'un dipdle situé dans une cavité Fabry Pérot.

Une analyse qualitative des effets des propriétésidsion de sources OLED sur les performances de
l'instrument développé au laboratoire a, ensuitenys de déterminer les besoins en filtrage etiettivité des
sources d'excitation en vue de leur intégrationsdarcomposant de I'instrument. Cette étude nonsraepar la
suite a déterminer si une cavité Fabry Pérot pertmegttre de suffisamment modifier les propriétésrdssion

des OLED pour leur intégration dans l'instrument.

Enfin, trois modéles théoriques ont été dévelogppgartir de données de la littérature afin de miénsemble
des phénomenes d’émission d’'un dipble situé daascamité asymétrique. Cela nous a alors permis at@rer
lavantage de notre méthode de mesure vis-a-visyd2mes similaire utilisant un ensemble de guitiesde
pour collecter le signal de fluorescence. Les témilde cette étude feront I'objet d’'une carachios

expérimentale au cours du chapitre 3 afin d’enicoef les conclusions.



Chapitre 3. Etude expérimentale de

I'instrument et modélisation

3.1. Introduction

Ce chapitre est consacré a I'étude théorique etrerpntale de I'instrument présenté au paragrap®ddui
intégre les sources d’excitation dans le compostatilise une couche mince de fort indice de dfom pour

optimiser la collecte et confiner le signal de fleecence a sa surface.

Pour rappel, cet instrument est représenté sigueaef suivante :

Echantillon

Chambre fluidique

Couche mince Mono
de fort indice détecteur
de réfraction (PM)

Lame de verre

Sources d’excitations intégrées \
dans la lame de verre.

Signal fluorescent

Figure 3.1. Schéma de l'instrument dont on a étudié les perdiogas possibles au cours du travail de
thése présenté dans ce mémoire.

Afin de simplifier I'’étude de cet instrument, noagons dissocié les caractérisations des propriBédsitation

des plots biologiques des propriétés de collectsighal de fluorescence par le composant.

Dans un premier temps, nous allons présenter s atits types de mesures que nous avons réaliséuas de
I'étude. Cela nous permettra de décrire brievenendifférents bancs de mesure qui ont été misaént pu

cours du travail de thése.

Nous nous intéresserons ensuite aux propriétéslidete du signal de fluorescence par le composamt. étude
des différents phénoménes du couplage en champeue'émission d’un dipbdle dans une lame de veera
réalisée grace a une série d'expériences et ddations qui nous permettront de caractériser lé&stef’'une

couche mince de fort indice de réfraction sur ls$grmances de l'instrument développé au labortoir
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Enfin, une étude théorique et expérimentale deprigids d’émission de sources OLED situées ou non a
I'intérieur d’'une cavité Fabry Pérot sera effectuela nous permettra de conclure sur les podéwid'intégrer

des sources d’excitation de type OLED directemansde composant de 'instrument développé au &bie.
3.2. Mise au point de bancs de mesures

3.2.1. Etude des différentes mesures a réaliser

Afin d'étudier les propriétés d’excitation et ddleote du signal de fluorescence par l'instrumagspnté sur la

Figure 3.1, plusieurs types de mesures ont étisééal
Pour la collecte du signal de fluorescence paoteposant, deux types de mesures ont été menées :

- la caractérisation de I'efficacité de la collectegignal de fluorescence suivant le type et lecttre du
composant utilisé,
— la caractérisation de la répartition du signalritérieur du composant et de son éventuel confim¢e

I'intérieur de la couche mince de fort indice diaétion.

Pour cela, deux bancs de mesures ont été montésefent, d’'une part, d'étudier I'efficacité de leation du
signal de fluorescence ("banc microscope") et,tdéapart, de caractériser la répartition du signatié dans le

composant ("banc en champ proche").

Dans le cadre de I'étude des propriétés spectraigatiale d’émission d’'une OLED un troisieéme bdaanesure
a été développé. Ce banc a permis de caractérisefods les propriétés spectrale et spatiale dséian des
différentes OLED que nous avons fabriqué en coliaian avec un département du CEA Grenoble (le DIgtS
avec deux laboratoire de l'université Claude Betrde Lyon 1 (le LPCML et le LPMCN).

Une description rapide du principe de ces troixbate mesures va étre effectuée dans les paragrapivants.

Nous nous rapporterons a ’Annexe A pour une desori plus détaillée de ces montages.

3.2.2. Banc microscope

Le but de ce banc de mesure est de pouvoir competfazacité de collection et de guidage du sigdal plots

fluorescents selon les caractéristiques du compasatequel ils sont situés.
Pour cela, ce banc utilise deux voies de mesure :

— une voie de référence liée a une mesure spécifijmaitrisée,
— une voie de mesure en bout de composant, conforniéaue principe de détection de l'instrument

développé au laboratoire.

La voie de référence va permettre de normalisesilgsaux en bout de lame suivant le niveau de ésmence

des plots excités et de comparer différentes strestde composants entre elles.

Un microscope a épi-fluorescence, c'est-a-dirésatit une voie d’excitation et de collection ddllemrescence
perpendiculaire au substrat (voir Figure 3.2), & dtoisi comme voie de référence. En effet, nousrisans
parfaitement la chaine optique d’un tel instrumetson utilisation en tant que scanner nous pedeetiter

tous les plots d'une puce indépendamment et avecpurssance d’excitation égale. De plus, la medearéa
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fluorescence perpendiculairement au substrat nifnasahit des probléemes de perte de signal suileapbsition
du plot sur le composant et de qualité de bordesguidage du signal en bout de lame (voir pardwap8.2).
Cette mesure nous permet ainsi de corriger leérdifices de niveaux de fluorescence entre les glatsnc de
pouvoir comparer l'efficacité de collection et deidpge de la fluorescence de différentes structaies

composants.
Ce banc de mesure, que nous hommerons "banc nopesest représenté sur la Figure 3.2 et est ceénpo

- d’'un microscope a épi-fluorescence servant de d'eiecitation et de voie de mesure de référence,

— d'un détecteur positionné en bout de composanthdelgrincipe de mesure de l'instrument développé
au laboratoire,

— d'une platine de translations deux axes XY permetéexciter les différentes zones fluorescentesmd’

méme composant.

Microscope a épi Caméra CCD Filtre d’émission
fluorescence

Filtre d’excitation

-

\ Lame dichroique

Cube de
fluorescence

Objectif de

/ w Lame & test%
Détecteur | I %
I
Plot fluorescent  p5iine de tranglation 2 axes
Figure 3.2. Schéma du banc de mesure "microscope”. Ce banseutih microscope a épi-fluorescence

afin, d'une part, d’exciter les plots fluoresceptgsents sur la lame a tester et, d’autre part,bdémir une voie
de référence pour normaliser les mesures effecteddzout de lame. Une platine de translation dexesa(XY)
permet de déplacer la lame sous le microscope pgaiter les différentes zones fluorescentes présestr la
lame.

3.2.3. Banc en champ proche

Nous voulons utiliser une couche mince de fortaadie réfraction sur la surface de la lame aficatdiner le
signal dans cette derniére et ainsi éviter lesepate signal dans les structures des sources @itaniintégrées
dans la face opposée de la lame (voir Figure Eépendant, I'analyse réalisée au paragraphe 2.&6mrenque
trés peu de signal est couplé dans une telle comitee. Pour confirmer ce résultat théorique, rmwmns donc
monté un banc de mesure permettant de déterminépkatition du signal dans la lame et ainsi caneda

guantité de signal pouvant étre couplée dans Uleectauche mince.
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Ce banc de mesure utilise le méme principe de d®igférence que le "banc microscope” décrit peoéaent.
Une fibre optique située a quelques micrometrels d@ce de sortie de la lame permet, quant alallmesure en
champ proche du signal en bout de composant. Balatant cette fibre selon la largeur de la trardshéa lame

il est possible de déterminer le profil de la réiian du signal dans cette derniére.
Une mesure en champ proche est utilisée car tréstdifficile par un systéme d’'imagerie situé ldim la lame
de résoudre suffisamment des structures de trie fmlie (de 100 a 400 nm pour les couches mintiisées).
Ce banc de mesure, que nous nommerons "banc nopesest représenté sur la Figure 3.3 et est ceénpo
— d'une voie de référence perpendiculaire au substgdisée a l'aide d’'une caméra CCD et d’'un obfecti
de caméra,
— d'un spectrométre a fibre permettant la mesurehamp proche du signal en sortie de lame,

- d'une platine de translations un axe permettardcd@ner I'ensemble de la hauteur de la face desort

de la lame.
R Mesureur de
Lame a Puissance
caractériser

Plot quoresc

Mouvement de la /
fibre suivant la
tranche de la lame

€

Filtre
d’émission

/1/ \\ Laser HeNe

Caméra
CCD

Lame séparatrice
0/30

Spectrographe
a fibre

Figure 3.3. Schéma du banc "champ proche". Ce banc est cofigtitun laser comme source d’excitation,
d'un systéme d’'imagerie normal au substrat et daystéme de mesure en champ proche en sortie de lame
résolue spectralement.

3.2.4. Spectrogoniométre

Dans le cadre de I'étude des effets d'une cavitéry=®érot sur les propriétés d’émission d'une OLED,
dernier banc a été mis au point au cours du traleaihése. Ce banc a pour but de mesurer a leefomopriétés

spectrale et spatiale d’émission d’une OLED.

Pour cela, I'échantillon a caractériser est plazél'sxe d’'une platine de rotation. Un bras dépddérnant
autour de cet axe et sur lequel sont positionné®hjactif de collection et une fibre optique religeun
spectromeétre permet alors de mesurer le spectseqie le diagramme d’émission de I'échantilloni(\igure
3.4).
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Vue de dessus Diode de positionnement
diaphragmée placée sur l'axe
. . de rotation de la platine
Platine de rli)tatlon Objectif de
. . manuelie microscope X10
Platines de translation Filtre
}o@iees d'émission /
®® X A 4

®® LJ L
“—>
X
y Spectro
/ Echantillon nranhq Fibre
optique
Diode UV Filtre Diaphragme
(470 nm) d'excitation
Figure 3.4. Schéma de principe du banc de mesure "spectro-g@timue” développé pour la

caractérisation des effets d’'une cavité Fabry P&uatles propriétés d’émission d’'une OLED. Ce baomposé
d’'un goniomeétre et d'un spectrometre a fibre perdetaractériser a la fois les propriétés spectreespatiale
d’émission des échantillons testés.

Un systeme permettant d’exciter I'échantillon denidee constante a par ailleurs été réalisé. Noasoms

cependant pas pu réaliser de comparaison de Isamais émise entre nos différents échantillons secde :

- leurs structures différentes impliquant une exatadifférente de leurs centres émetteurs,
— leurs trés faibles rendements lumineux,

— leurs faibles durées de vie impliquant une dégradatapide et non contrdlé de leurs performances.

3.3. Collecte du signal de fluorescence dans le composan

Dans ce paragraphe, nous allons décrire les ptéprie collecte du signal fluorescent par le compbde
l'instrument développé au laboratoire et étudientdrét d’utiliser une couche mince de fort inddm réfraction

sur la surface du composant.

Dans un premier temps, nous allons regarder l'anfae de I'orientation du dip6le sur la quantité sifgnal
pouvant étre couplée dans les modes de substri kdene. Puis, nous vérifierons, de maniere théerigt
expérimentale, que la quantité de signal pouvanet &@uplée dans la lame dépend fortement de Ulidkitdu
dipble.

Une analyse de l'influence de l'indice de réfractide la lame de verre sur la quantité de signal/gouétre

couplée dans la lame et sur la dépendance de péagelavec l'altitude des dipOles sera ensuitesél

Cette étude nous aménera a la caractérisationigiéoet expérimentale de composants possédantauvhe
mince de fort indice de réfraction sur leur surfaldeus montrerons alors qu’une telle couche mineenpt

d’améliorer le rapport signal sur bruit en bout @emposant, mais pas de confiner le signal en surtkc
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composant.

3.3.1. Influence de I'orientation du dipdle

Etudions l'influence de Il'orientation du dipble diar quantité de signal pouvant étre couplée daranee de
verre. Pour cela, nous considérons une lame de wimple a linterface de laquelle sont positiorméeux

dipbles orientés perpendiculairement et paralléfdraecette derniere (voir Figure 3.5).

(@) (b)
4, Données utilisées pour réaliser les simulations :
- Aem= 580 nm,
_“e_”> - n3=1,33:indice de réfraction de l'eau,
i _ +, Het . - ns=1,51:indice de réfraction du verre.
Milieu3:n, ¢ % . —  Orientation du dipdle :
Milieu 5 : ng - 6y =900,
Lame de vele - Gue=0% .
- Distance dipole — interfacez; = 10 nm
Figure 3.5. Schéma de principe (a) et données (b) des simoitigalisées pour deux dipbles a l'interface

d'une lame de verre simple d’indice de réfractiofp1l Deux orientations de dip6ls sont considérées i
parallele a l'interface (i) et perpendiculaire a I'interface ().

Le calcul du diagramme d’émission de ces dipOlEside du modele développé a partir des travauBeleisty

et al. donne :
. | —— Perpendiculaire a l'interface
a2 BN SNETH
- | —— Paralléle a l'interface
=
=
~ Milieu
=
&
8
Figure 3.6. Diagrammes d’émission pour deux dipdles a l'inteef@ntre de I'eau (milieu 3) et une lame

de verre (milieu 5) pour deux orientations de dgp@’est en fait une coupe de l'indicatrice 3D selm plan
d’observation a azimug constant). On a également reporté les deux drajtesnatérialisent I'angle critiquéc

de réflexion totale qui sépare I'émission sousiqui¢ (c'est-a-dire pour des angles inférieurgca de I'émission
sur-critique (c'est-a-dire pour des angles d’émisssupérieurs #c) qui est guidé par réflexion totale dans la
lame de verre. Les courbes d’émission dans |le stlstt été tronquées pour plus de visibilité.

On note que :

— l'orientation du dipdle joue un réle prépondéramtson diagramme d’émission a l'interface d’'unedam

de verre. Cela est particulierement critique loestjan désire effectuer des mesures normalement au
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substrat (par exemple a l'aide d’'un microscope iafléprescence ou d’'un scanner). En effet, si le
dipble est perpendiculaire a linterface, trés peusignal sera collecté normalement au substrat. Pa
contre, cela est moins critique pour l'instrumeneqous avons mis au point, puisqu’une part non
négligeable de la fluorescence est systématiqueotemqiiée dans la zone sur-critique (et donc guidée
dans la lame de verre) quelle que soit I'orientatia dipble (voir Figure 3.7),

- quelle que soit l'orientation du dipdle, la plusgde partie de son énergie est émise dans le aubstr
entre 51 et 64 % de I'énergie est émise vers lstrathbsuivant I'orientation du dipdle (voir FiguBer).
Ceci est d’autant plus vrai que le contraste diadie réfractioms/n; est grand (comme nous le verrons

dans le paragraphe suivant).

Si on intégre I'énergie émise par le dipble dasdifférents domaines d’émission définis au paratgge2.5.3.2,

on trouve :
Dip0le paralléle a Dip6le perpendiculaire a
l'interface l'interface
[ ] Audessus
[ ] Sur-critique
[ ] Sous-critique
49 %
38 %
Figure 3.7. Répartition de la fluorescence émise par un digblénterface d’'une lame de verre suivant

son orientation : paralléle (figure de gauche) aerpendiculaire (figure de droite) au substrat.
L'orientation du dipdle joue donc un rdle importanlr la quantité d’énergie pouvant étre couplées dartame

de verre : un dipdle perpendiculaire a la surfagr@avune part bien plus importante de son énemiplée dans

la lame qu’un dip0le paralléle a la surface.

A partir de ces deux orientations de dipdles ilggstailleurs possible de modéliser 'émission damnsemble de
dipbles orientés de facon isotrope. En effet, ilasnmunément admis qu’'un ensemble de dipbles téseathe
facon isotrope dans l'espace peut étre modélisé upaensemble de dipbles dont un tiers sont orientés
perpendiculairement a l'interface et deux tiersapj@lement a l'interface. Cela se justifie par &t fque tout
dipdle peut étre décomposé suivant une composartaeafe a linterface et deux composantes paralléles
linterface. La symétrie de révolution de notretéyse selon l'axe @2 fait que les contributions des deux

composantes paralléles a l'interface sont idensique

Le diagramme d’émission d’'un ensemble de dipdlest¥s de facon isotrope est :
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Figure 3.8. Diagramme d’émission pour un ensemble de dipOlésntirs aléatoirement par rapport a
l'interface (c’est une coupe du diagramme d’émiss3® selon un plan d’'observation a azinputonstant). On
a également reporté les deux droites qui matégali$'angle critiquedc de réflexion totale.

On remarque a nouveau qu’une part importante fladeescence est émise dans le substrat : envéddh 8e la
fluorescence est émise dans la zone sur-critigestedonc guidée dans la lame de verre, ce quegpond a la

valeur avancée par Rucksthul et al. pour des donditdentiques (Ruckstuhl 2000).

L’instrument développé au laboratoire, a son stcteel, permet donc de collecter dans son suppeiton

30 % du signal des fluorophores situés a la sudada lame de verre. Seule une fraction de ceab&gt ensuite
guidée jusqu'au détecteur par réflexion totale Issr bords de la lame. Si I'on considére, en premier
approximation, que seule I'énergie émise dans ke ade réflexion totale orienté vers le détectewrt pidre
détectée, alors le systéme permet de collecteaddidn suivante de signal émis par les plots lgigloes :

30%&1Zi =7%
21T Eq. 3.1.

ou#'. représente I'angle limite de réflexion totale B&bords de la lam&'¢ = asinfie,/Ns) avecng, = 1).

Pour comparaison les systéemes de détection réalisésde d’'un objectif de microscope perpendiadaau
substrat qui sont classiquement utilisés en laboeatne détectent que 4 % de la fluorescence s p
biologiques a I'aide d’'un objectif ouvert & 0,5. tanfiguration de instrument développé au laboratpermet
donc de collecter une part plus importante de daréiscence que les systemes de laboratoire basémesu
détection perpendiculaire au substrat, ce qui mimits permettre d'atteindre au moins les mémes mpesfoces

gue ces systemes.
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3.3.2. Influence de I'altitude du dipdle

3.3.2.1Simulations

Elles sont de deux natures :

- le nombre et la position des lobes d’interférenmet Wépendre de l'altitude des dipdles,
- la quantité d’énergie couplée dans la zone sugust par des phénomenes de champ proche va
dépendre de laltitude, du dipble. Cette propriété permet de limiter latdbution de la fluorescence

du volume de I'échantillon par rapport au signakdeace spécifique de la détection de cibles.

Sur la Figure 3.9 (a), nous observons en effethaigse importante de la part de la fluorescencesfuiouplée
dans le substrat pour des angles supérieurs ald’dingite de réflexion total@.. On retrouve cette baisse de
couplage sur la Figure 3.9 (b) représentant letspee puissance émise par le dipdle. En effaielgie couplée
dans les modes sur-critiques correspond a I'énelig@pée pouny/ n; < u < ng/ ng, c'est-a-dire 1 < < 1,135.
On observe donc bien une diminution de cette giéadténergie avec l'altitude du dipdle et on caécgle le

couplage dans les modes sur-critiques devientgeajlie pour des altitudes de dipdles supérieutgsa

(@) (b)
or |
z,=0nm !
g+ " I
z, =50 nm :
D T z, =100 nm :
- vl z, =300 nm '

(n3 = 1,33)
~ Milieu 5
p =151

270

240

Ng/Ng

Spectre de puissance normalisé dP/(du*Pfree)

| | |
08 1 2 14
u = kr’k3 (sans unité)

Figure 3.9. Diagramme d’émission (a) et spectre de puissangep@ur quatre altitudes différentes de
dipdle situé sur une interface eau/verre (cas dtasemble de dipbles orientés aléatoirement). Ospanté sur
la figure (a) les deux droites qui matérialiserarigle limitedc de réflexion totale entre les milieux 3 et 5.

On remarque, par ailleurs, la présence de différiiies d’émission dans le milieu 3 suivant I'atii¢ z, du
dipble. Ces lobes proviennent, en effet, des iéterfces entre le champ direct émis par le dipble ehamp

réfléchi sur l'interface qui varient suivant la fias du dipéle par rapport a la lame de verre.

Cette forte dépendance du couplage de I'’émissisndg®les dans la lame de verre avec leur altiegteune
caractéristique importante de notre instrumentaQermet de discriminer le signal de volume du digte
surface, c'est-a-dire de limiter le couplage daname des signaux d’offset provenant de I'autaflsoence de

I'échantillon. De plus, cela permet de détecterfligarophores uniquement lorsqu’ils sont prochedadsurface



Chapitre 3. Etude expérimentale de I'instrumemhetiélisation 142

de réaction, ce qui améliore la spécificité de mesures par rapport a des systémes collectanehdre de la

fluorescence du volume (autofluorescence et fluooogs non spécifiques).

3.3.2.2Caractérisations expérimentales

Cette dépendance de la quantité d’énergie coupés kh lame suivant l'altitude du dipdle peut éfitestrée
grace au signal collecté par un plot témoin lotsnd’ expérience d’hybridation de brins ADN sur Emsnent

développé au laboratoire.

Matériel et méthode

Nous disposons sur une simple lame de verre qpktie biologiques selon le plan de dépét suivant :

10,00 mn 23,00 mn Origine des positions
Lame deverre ____abe e i 7,52 mm
Plot 1 Plot2 \
i 10,0 mm
PR L.
/" plota Plot3 \

. . Face de sortie du signal
Sens de circulation de

I’échantillon

Figure 3.10. Schéma du plan de dépdt des plots biologiques sispsur le composant de l'instrument
quatre plots développé au laboratoire. Afin de ig=l des plots biologiques de grandes tailles ndéjgosons
des matrices de 6 x 6 plots avec un entre axe 8.5 entre chaque plot. Les plots biologiques adt$enus
ont une dimension de 1,4 x 1,4 mm?2. En bleue pesenté le sens de circulation de I'échantillondassus des
différentes zones sensibles.

La fonctionnalisation de la surface de la lameéaréalisée suivant le protocole décrit par Schetltal. (Schultz

2007) qui consiste en quatre principales étapes :
— lavage de la surface de la lame,

— silanisation de la surface de la lame afin de ptrenée greffage des brins d’ADN par des liaisons

covalentes,
— activation des zones sensibles de la lame, c'dseaes plots 1, 2, 3 et 4,
— désactivation des fonctions silanes présentesdemgones sensibles.

L’activation des zones sensibles est réalisée posddt a I'aide d'un robot de "spotting" une matrile 6 x 6
gouttes de 636 pL de solution contenant les soddesaptures afin de réaliser des plots de 1,4 xt. Les
sondes de captures sont des oligomeres (simplel®DN) complémentaires des brins d’ADN cibles garont
présents dans I'échantillon. Seule une des zonesbies, le plot 1, est fonctionnalisée a l'aidara solution
d’oligoméres non complémentaires afin de créeraome de référence ne réagissant pas avec lesdirlas et
permettant de suivre les éventuelles variationd’idstrument ainsi que le couplage de la fluoreseeu

volume de I'échantillon. La concentration en sondesapture des solutions déposées sur la lamieestuM
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aussi bien pour les brins complémentaires (pl8t 2t 4) que pour les brins non complémentairest (il
Enfin, les solutions utilisées comme tampon et Btilian d’hybridation sont les suivantes :

— le tampon est une solution SSC 0,2x de chez Sigrmatain pH de 7 et contenant 0,003 M de sels
(NacCl),

— [I'échantillon d’hybridation est une solution H7142% de chez Sigma contenant 10 nM de brins
d’ADN complémentaires des sondes de captures dépase les zones sensibles, 200 pg/mL de brins
d’ADN non complémentaires et 1,65 M de sels. Léssbd’ADN non complémentaires contenus dans
cette solution servent a bloquer les sites d’a¢@ancore présents sur la lame afin de minimiser le
adsorptions non spécifiques des brins cibles siamte. Enfin, les brins d’ADN complémentaires sont
marqués par des fluorophores organiques Cy3 damdetre d’émission est donné sur la Figure 1.31.

Le déroulement de I'expérience que nous avonssémbur la lame simple est le suivant :
i. circulation de la solution tampon SSC 0,2x pendd#nimin afin d’attendre la stabilisation du dispidsit
expérimental (diodes d’excitation, photomultipleat, température, ...),

ii. circulation de la solution d’hybridation contendftnM de brins d’ADN cibles pendant 200 min,

ii. circulation de la solution tampon de SSC 0,2x pahd@0 min afin d’observer la dissociation des srin

ADN cibles hybridés sur les différentes zones ssesi

Résultats expérimentaux
Le signal de fluorescence obtenu en sortie dente Isimple lors de cette expérience est le suivaniy avons
volontairement omis de tracer le signal du plog2 des problémes de stabilité de la source d’eiaitagui lui

est associée ont provoqué de fortes variationsguious intéressent pas ici) :
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Signal de fluorescence en sortie de lame simple
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Figure 3.11.  Signal de fluorescence en sortie de la lame sing@adant I'expérience d’association
ADN/ADN. Le signal issu du plot 2 n’est pas repré&eci a cause de variations trop importantes @ynal de
la source d’excitation associée entrainant de frariations du signal en sortie de lame. Ces cesirbnt été
corrigées du signal d’offset ambiant afin de rejréer uniquement le signal de fluorescence spéefapllecté
au niveau de chacune des zones sensibles.

Cette expérience illustre bien le couplage du digie fluorescence dans la lame de verre ainsi que |

discrimination du signal de volume du fait que oaplage est une interaction en champ proche.

En effet, on observe sur les courbes des plots 8 l#tybridation des brins complémentaire contedass
I'échantillon avec les sondes de captures de ags.ples brins hybridés étant proches de la sudaca lame,
une partie importante de leur signal se retrouuglé® dans cette derniére, augmentant fortemesigial de
ces plots. L’évolution de ce signal suit la loi dengmuir (Schultz 2007) qui définit, a partir desnstantes
d’'association et de dissociation des différentgeess, les caractéristiques de I'association ddescet sondes
entre elles. Par contre, on n'observe pas la mé&mlkitédn de signal sur le plot témoin (plot 1). @marque
uniguement une faible augmentation de signal l@rdadcirculation sur la lame de la solution d’hgation
contenant les brins complémentaires fluorescemte@ugmentation provient du couplage bien pliefale la
fluorescence de volume issue des brins complénmestai

On observe donc bien la dépendance e couplage de la fluorescence dans la lame paiisquls les brins
hybridés sur la surface de la lame contribuent daiéne significative au signal détecté en bout @aposant
alors que le signal de volume crée seulement uplefasignal en sortie de lame pour chacun des plots
biologiques.

Enfin, lorsque I'on refait circuler le tampon seslplots biologiques dont la concentration en falerise la
dénaturation des doubles brins ADN, on observeésisodiation des brins ADN cibles des plots de a&ptui se
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traduit par une baisse du signal de fluorescenceedeplots (plots 3 et 4). Sur le plot témoin, ogsare aussi

une baisse du signal qui provient du fait que latem tampon ne contient pas de cibles fluoreseent

Remarque : les variations de signal et de cinétigeedissociation entre les plots 3 et 4 sont duedes
variations du signal d’excitation, au phénoménevidmetage (voir § 1.8.2), et aux erreurs intrinsegude la

chimie de greffage faisant varier la densité dedesnde capture entre les différents plots.

3.3.3. Influence de I'indice de réfraction de la lame de erre

Regardons, a présent, I'influence de I'indice deadtion de la lame de verre sur le couplage emghproche
de I'émission d'un ensemble de dipbles orienté aimri isotrope. Pour cela, nous considérons delestye

lame de verre :

— une lame de verre d'indice de réfraction 1,51 gst Bindice de réfraction du verre BK7Y

classiqguement utilisé pour les lames de microscope,
— une lame de verre d'indice de réfraction 1,8 gtil'edice de réfraction du verre SF11 (Schott).

Les diagrammes d’émission pour un ensemble de elipdlientés de fagon isotrope et situés a 10 neede

lames de verre sont :

pe=] f ; Df d} : f o
Milieu 5: Milieu5 | ™

Ns _—"1,8 n5 :1,51

120
240

o} =
L =
— ™~

Fatal

Figure 3.12. Diagramme d’émission d’'un ensemble de dipble oéierde facon isotrope et situés a une
altitude de 10 nm par rapport & une lame de vernedice de réfraction 1,8 (en rouge) et 1,51 (eel)l On a
également reporté les deux droites qui matériatisemangles limites de réflexion tota#le entre les milieux 3 et

5 et qui séparent I'émission sous-critique (pous degles inférieur &) de I'émission sur-critique (pour des
angles supérieur &.).

On observe une modification du diagramme d’émissiea dipdles suivant l'indice de la lame de vewe s

laquelle ils sont positionnés.

De plus, si on compare la quantité d’énergie caugléns les différents domaines d’émission du dipdle

trouve :
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Dip6le a l'interface d'une Dip6le a l'interface d'une
lame de verre d’indice de lame de verre d’indice de
réfraction n = 1,51 réfractionn=1,8

[ ] Haut

[ ] Sur-critique

[ ] Sous-critique

Figure 3.13.  Répartition de I'énergie émise par un ensembleidélés orientés aléatoirement a l'interface
(z, = 10 nm) d’'une lame de verre d'indice de réfrantig = 1,51 ou g = 1,8.

On en déduit que plus l'indice de réfraction déalme de verre est important et plus cette derniareollecter

une part importante de I'énergie émise par le dipi@ins sa zone sur-critique.

En effet, lorsque I'on décompose en ondes plagesi$sion du dipble, les modes émis dans la zonergigque
ont leurs composantes radiales comprises entraléavdu vecteur d’'onde dans le milieu 3 (milietéerur) et
celle dans le milieu 5 (lame de verre). En augnmritmdice de réfraction de la lame de verre ograante la

valeur du vecteur d’onde dans le milieu 5 (la valbwvecteur d’'onde dans un milieu d’'indice deaéfionn est
||k|| = nZIT//‘ ). On augmente alors l'intervalle des ondes qut poopagatives dans le milieu 5 et évanescentes

dans le milieu 3 (ondes pour lesquellgs< k. < ks, c'est-a-dire 1 € < ny/ns). Les dipbles ont alors plus de

possibilités de se dé-exciter dans ces modes;a&@ise dans la zone sur-critique de la lame deever

En conclusion, plus I'écart d'indice de réfraction entre le milieu extérieur et la lame de verre est
important et plus il sera possible de collecter unpart importante de la fluorescence des dipbles dana

lame de verre.

Discrimination du signal de volume du signal de $ace

Regardons I'effet du contraste d’indice de réfiatientre le milieu extérieur et la lame de vernelsicouplage
de la fluorescence en fonction de l'altitude dudt#p Pour cela, nous calculons le spectre d'énetissipée
dP/du(u)d’'un ensemble de dipdles orientés aléatoireméitarface d’'une lame de verre d’indice de réfrant
ns égal a 1,5 ou 1,8 pour différentes altitudes g@lds. L'intégration delP/du(u)sur les différents domaines

d’émission possibles des dipdles permet alors terméner la répartition de I'énergie émise pardgsles.
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Figure 3.14.  Calcul de la puissance émise dans le domaine stigque et dans les modes propagatifs dans
le milieu extérieur (milieu 3) en fonction de litlide du dipdle et de l'indice de réfraction deldane de verre.
Le dipdle émet a 580 nm.

On remarque que :

I'énergie émise dans les modes propagatifs danslieu extérieur (modes pour lesquelsi®&r < k1)
dépend tres peu de lindice de réfraction de laelade verre. On remarque, néanmoins, que cette
énergie oscille en fonction de l'altitude du dipd@es oscillations sont dues aux interférencesdatr
champ émis directement par le dipble et celui céflfpar la lame de verre (Drexhage 1974). Enfin, on
observe une baisse de I'énergie émise dans lessymodpagatifs pour de faibles altitudes du dipBle.
effet, pour les faibles distances dipble — lameetee, les interactions champ proche entre leslespst

la lame de verre deviennent importantes, ce quakm un couplage de I'énergie des dipbles dans la
lame au détriment d’'une émission dans les modgsapsdifs,

le couplage de la fluorescence dans la lame de estrfortement dépendant de l'altitugjeles dipdles

par rapport a l'interface. Pour de faibles altitsidgisqu'a 46 % de I'émission des dipdles est ésupl
dans une lame d’indice de réfraction 1,8 mais cbtainue de plus de 90 % pour des altitudes
supérieures a 200 nm,

la discrimination du signal de volume vis-a-visgignal de surface est meilleure dans le cas danie |

de plus fort indice de réfraction. Augmenter letcaste d’indice entre le milieu extérieur et la éade

verre revient donc a réduire le volume de mesud®et la contribution des signaux de volume.

L'utilisation d’'une lame de fort indice doit donc permettre :

d’augmenter le signal collecté dans la lame,
d'augmenter la dépendance du couplage de la fluoresnce dans la lame de verre suivant
l'altitude z, du dipdle, c'est-a-dire de diminuer la contributior des signaux non spécifiques du

volume de 'échantillon et donc le bruit sur les msures.



Chapitre 3. Etude expérimentale de I'instrumemhetiélisation 148

Ainsi, la diminution du bruit et 'augmentation gignal spécifique doit permettre d’améliorer sigmifivement

le rapport signal sur bruit des mesures et dosesibilité du systéme.

L'utilisation de lames de verre ayant un fort irelide réfraction pose cependant plusieurs problémelsi de

I'approvisionnement des lames et celui de leur gaitrapport a I'utilisation de verres classiquésdice de

réfraction de l'ordre de 1,5. La solution que nawsns choisie est alors d’augmenter le contrastelide a la

surface de la lame grace au dép6t d’'une coucheendi@dort indice de réfraction.

3.3.4. Effet d'une couche mince de fort indice de réfractn

Le but de ce paragraphe est d’étudier I'intérétléposer a la surface des composants utilisés tastsument

développé au laboratoire une couche mince derfdité de réfraction afin :

d’en améliorer les performances de collecte duadide fluorescence,
de réduire le volume de mesure et donc améliorgpdaificité de mesure,
de limiter les interactions du signal couplé dansdmposant avec les structures de sources ingagrée

sur la face opposée de la lame.

Dans un premier temps, les différents types de lgo@nous avons eu l'occasion de tester seronempés

Nous décrirons ensuite les différentes analysesrearpntales ainsi que les simulations que nous savon

effectuées afin de caractériser les performancegsiéames dans I'instrument développé au labaeatoi

3.3.4.1Description des composants testés

Bien que le dépdt d'une couche mince de fort indleeréfraction a la surface de la lame de verreedoi

permettre d’améliorer les performances de l'insentndéveloppé au laboratoire, ces mémes couchesemin

peuvent aussi poser des probléemes :

les interactions entre le signal guidé dans la lsewat la surface de la lame (chimie de greffageeau
plots biologiques, chambre fluidique, support mégags, ...) peuvent entrainer des pertes de signal.
Pour contourner ce probleme, Seiler (Seiler 20@)ode sur ces guides une couche supplémentaire
afin de les isoler et donc de limiter les interaws entre le signal guidé et les éléments présetds
surface de la lame. Cependant, nous montreronfaparte que ces pertes ont peu d'influence sur la
mesure car la fraction d’énergie couplée dans lehe est faible,

la modification des propriétés chimiques de laaeefde la lame par I'ajout d’'une couche mince peut
entrainer des modifications de la chimie de greffdgs molécules biologiques sur la lame de veme. O
note ici que des travaux antérieurs réalisés au GEApermis de développer une chimie de greffage
adaptée au Nitrure ce qui nous permet de mininiseprobléme dans notre cas pour [l'utilisation de
couches minces en Nitrure de Silicium,

la modification des propriétés chimiques de la aefpeut faire varier les propriétés du transfert
d'énergie (FRET) utilisé dans notre protocole (W®il.6.2.3). En effet, il a déja été observé que le
propriétés de FRET changent si la réaction esisésmkn milieu homogéene ou sur un support soliele, ¢
qui est notre cas (Neuburger 2006). L’ajout d’'uoeahe mince peut donc modifier les performances de

notre dosage en fonction de son effet sur ce eand®nergie. Ce phénomene n’a pour l'instantdtés
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observé par notre équipe et reste une hypothese.

Nous avons donc choisi de tester deux types dehesuminces de faible et fort écart d’'indice deagfon afin
d’étudier a la fois 'augmentation du couplage @dlliorescence dans la lame et son éventuel conéinedans
la couche mince. Par ailleurs, ces deux types dehas minces nous ont permis d’identifier et déetedeux
technologies différentes de réalisation, technaegiont les colts de production en série peuveat tés

différents et qui modifient plus ou moins les piiéf¥s chimiques de surface de la lame.
Ces deux types de couches minces sont :

— une couche mince réalisée par une technique d’'égehdiions,

— Une couche mince en Nitrure de Siliciums{g)).

Couche mince réalisée par échange d'ions

La technique d’échange d’ions utilisée pour créer couche de plus fort indice de réfraction swguidace d’'un
substrat en verre consiste a faire tremper le gthst verre dans une solution de sels fondus.ddardge entre
certains ions contenus dans le substrat en vedeseibns présents dans la solution de sels fovalasors avoir
lieu, entrainant de légéres modifications des pétgs physiques et chimiques de la surface du mib§es
modifications se caractérisent généralement pathamgement de I'indice de réfraction & la surfacesubstrat
en fonction du type et de la quantité d’ions écléan@ette technique est relativement simple a enettrceuvre

et peut étre appliquée sur de grandes surfaces.

L’échange d'ions qui a été utilisé pour réaliser éemposants que nous avons testés est I'échasgerdeNa
présent dans la lame avec des ionhgpkesent dans la solution de sels fondus. La vaniatindice de réfraction
est, dans ce cas, essentiellement due aux comsaintes dans le verre par I'iofi plus gros que I'ion Na La

variation d’indice de réfraction créée par ce tgfgehange est de I'ordre de10

Une premiére lame a été réalisée par cette méthbden profil d'indice de réfraction caractérisé pae

technique de M-Lines :

o

T
| |
: i| — cubic
v =1.8e-008" -1.7e-0t 5% - 00073" + 1.6 H

182 e

Indice de réfraction

1515 f : : S SO L I

0 2 a4 6 8 10 12 14 16
Profondeur en pm

Figure 3.15. Profil de I'indice de réfraction a la surface delme de verre sur laquelle un échange d’'ions
Na'/K* a été réalisé pendant 2 heures a 430°C. Profiliséaa 'lMEP par A Moulin et A. Morand par une
technique de M-Lines a I'aide d’un laser HeNe a,832m.

A l'aide de ce profil, le coefficient d’interdifficen D des ions dans la lame de verre a pu étre déterafiméle

définir différents temps d’échangegour la réalisation de plusieurs profondeurs ddeguCes couches minces
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étant caractérisées par un gradient d'indice dactdn (décroissant avec la profondeur), la prdéar effective

de ces couches est défini pax = 24/ Dt _

Trois guides ont alors été réalisés a I''MEP paMarand et A. Moulin de différentes profondeurs :

PEZLOE?T%W Temps d'échangg
5 1h 10 min
10 4h 40 min
20 18h 40 min
Table 3.1 Profondeur des trois guides réalisés gahanges d'ions a I'IMEP par A. Morand et A.

Moulin.
En résumé cette technique de réalisation de caunahee permet d’obtenir des guides qui :
- présentent un faible écart d'indice de réfractivacala lame de verre (de I'ordre de18 10%) et qui
donc confinent peu le signal en surface de lame,
— utilisent un procédé de fabrication relativememne et peu codteux, et qui peut étre utilisé sutréls
grandes surfaces,
- modifient trés peu les caractéristiques chimiquesadame de verre et donc la chimie de greffage de

molécules biologiques sur la lame.

Couche mince en Nitrure de Silicium

La méthode de réalisation des couches de Nitru@ildeum est, quant a elle, une méthode de dépds side.
De fagon succincte, cette méthode consiste a éamporer le matériau que I'on veut déposer dansnneinte

sous vide puis a le faire se condenser sur le sibstulu.
Il existe deux principales méthodes de dépét salesde couches minces :

— par pulvérisation cathodique : cette méthode ctmaidombarder une électrode a I'aide d’'un faisceau
d’'ions. Ce bombardement provoque I'éjection d’aterde matériau constituant la cathode (pour nous,

du Nitrure de Silicium) qui peuvent ensuite se @orsr sur un substrat situé en regard de la cathode

— par évaporation thermique : cette méthode conaidtére évaporer, dans une enceinte sous vide, le
matériau a déposer par un procédé thermique, pleidadre se condenser sur un substrat froid placé

en regard du creuset dans lequel se fait I'évaijporau matériau.

Généralement, un substrat de référence constituérgabalance a quartz est placé a proximité dstmatbde
travail et permet de contrfler la quantité de niatédéposée et donc I'épaisseur de la couche cizée.
nombreux parameétres peuvent influencer la qualitdeg caractéristiques optiques (épaisseurs, indiee

réfraction) de la couche créée : la qualité du Maeitesse d'évaporation des molécules, la teatpée, ...

Toutefois, les couches de Nitrure de Silicium cségar ces techniques présentent généralement te for
coefficients d’absorption aux longueurs d’onde @pg, une méthode par CVD permettant de fortemehuting

ces absorptions a donc été utilisée pour réakseéthantillons que nous avons testés.
Les couches minces en Nitrure de Silicium ainséesé

— présentent un fort écart d’indice de réfractioncaegdlame de verre (de I'ordre de 0,6),
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— peuvent entrainer un confinement plus importanadiiorescence a la surface de la lame,

— utilisent un procédé de fabrication par évaporasions vide plus complexe a réaliser qu’une teckniqu
d’échange d’ions,

— entrainent une modification de la chimie de laazefde la lame et donc de la chimie de greffage des
molécules. Cela peut cependant étre corrigé, coomé montré des travaux internes au CEA

Grenoble.

Trois différentes couches en Nitrure de Siliciunt été réalisées au CEA Grenoble par P. Pouteau. et A
Bellemin-Comte par évaporation thermique et leuoppétés optiques ont été caractérisées par éftipsrie par

le laboratoire DOPT/SIONA du CEA Grenoble. En effde nombreux parameétres peuvent modifier les
propriétés optiques de ces couches (températumajdité, ...) c’est pourquoi une caractérisation de ce

propriétés a été réalisée :

Epaisseur de la couche de Indice de réfraction de la
Nitrure (en nm) couche de Nitrure
65 1,95
200 2,2
377 1,95
Table 3.2 Epaisseurs et indices de réfraction (bofgueur d’'onde 580 nm) des trois couches minees d

Nitrure de Silicium testées. Ces épaisseurs ec@wdde réfraction ont été caractérisés par ellipétia au
laboratoire DOPT/SIONA du CEA Grenoble par S. Garci

3.3.4.2Collecte du signal de fluorescence dans le compasaanalyse théorique

Nous allons a présent étudier I'effet de ces cosichi@ces sur la collecte du signal de fluorescelares la lame
de verre. L'étude particuliéere du confinement des@mal dans ces couches minces sera réalisée wtans
prochain paragraphe.

Calcul de la densité de puissance émise

Afin d’étudier la collecte du signal de fluorescemmar ces composants, calculons la densité deamgisE£mise
par un ensemble de dipdles orientés de manienmEotans I'espace et situé a0 nm de la surface de ces
lames.

Les lames réalisées par un échange d’ions sontliséel® en tenant compte du gradient d’indice coés de
I'échange ionique. Pour cela, on considére un emmEht de couches minces d’épaisseurs de 1 um ét don
l'indice de réfraction varie de la maniére suivante
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Profils des gradients d'indice créés par I'échange d'ions K+/Na+

1,53
——— t=1h10; e =5um
t=4h40; e =10 um
1,525 t=18h40; e =20 um
o
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Profondeur dans lalame de verre (en pum)

Figure 3.16. Profils des gradients d’indice de réfraction crégar I'échange d’'ions K+/Na+ suivant les
temps d’échange effectués. L'indice de la lame e®evutilisé pour I'échange ionique est de 1,50&. L
quadrillage vertical représente les n couches merae 1 um d’épaisseur utilisées pour discrétisergradients
afin de les simuler dans nos codes de calcul. leuwvale I'indice de réfraction de chaque couchsti guant a
lui, définie comme étant la valeur du profil & leofondeur i en pm.

L'indice de réfraction des lames utilisées pouliséaces échanges d’ions est de 1,508.
Dans le cas des lames possédant une couche miridierdes de Silicium, nous considérons, dans unmiee
temps, un indice de réfraction constant de 2,2®€paisseurs données dans la table 3.2. L'indiagéfdaction

du verre sur lequel sont déposées ces couchessrestde 1,51.

Avec couche de Nitrure de Avec couche réalisée par échange d’iorjs

Silicium E
=1,33 ! = .
s ; N=133 Empilement
ns = 2,2 ;e,= 65 ou 200 nm E définit sur la
Lame de verre ' ["Lame de verre Figure 3.16
ns=1,51 ' | ns=1,51

Figure 3.17.  Schéma des structures que I'on a simulé pour I&tinorique des effets d'une couche mince
sur le couplage de la fluorescence dans la lameedee.

Enfin, nous considérons que les dipdles sont sdaés un milieu aqueux d’indice de réfractiomge 1,33.

Le calcul du spectre de puissance dissipée palipétes sur ces différentes lames donne :
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a Spectre d’énergie dissipée par des dipbles a l'inface de lames
possédant une couche mince créée par échange d’ions
——Echange d'ions e =5 um
1.8 ——Echange d'ions e =10 um |-~
——Echange d'ions & = 20 um
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b Spectre d’énergie dissipée par des dipbles a l'inface de lames
possédant une couche de Nitrure de Silicium
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Figure 3.18.  Calcul des spectres d’énergie dissipée par un ehkede dipbles orientés de facon isotrope et
situés a une altitude de 0 nm de a : une lame de dindice de réfraction 1,508 possédant une ¢tmumince
créée par échange d'ions de 5, 10 ou 20 um de pdefar (suivant le profil représenté sur la Figurd &) ou
b : une lame de verre possédant une couche derdlitte Silicium de 65 ou 200 nm d’épaisseur a séaser
Les courbes rouges sur ces deux graphiques repefsela densité d’énergie dissipée par ces ménedlat
situé a linterface d'une lame de verre standard mhicroscope d'indice de réfraction 1,51 et utilisée
actuellement dans le prototype que développé aorddbire. La courbe b a été tronquée en hauteur g@uci

de lisibilité de la figure.
Tout d’abord, on remarque qu’une couche mince cpééeéchange d’'ions modifie trés faiblement la réian

de I'énergie dissipée par les dipdles par rappame lame simple. Par contre, une couche de Nitnodifie
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fortement cette répartition d’énergie. Cela estadé plus forte différence d’'indice de réfractiomluite par les

couches de Nitrure par rapport aux couches crégesghanges d’ions.

Par ailleurs, on observe sur ces spectres de poisshssipée la présence de résonances lorsgaméade verre
posséde une couche mince a sa surface. On commpiedad 5 résonances dans le cas des couches parées
échange d’ions et 1 résonance pour les couchestdaeN Ces résonances sont représentées surdeeF3gl8
par des oscillations de la fonctid®/du(u)sur le domaine des modes de subsfrat i < ns/n;). Ces résonances,
qui sont aussi appelées "modes a fuites" corregrangh fait & des modes, c'est-a-dire ici a desctiims
d’émission dans la lame, qui entrent en quasi-i@sos dans la couche mince mais dont une partigéerdgie
fuit dans la lame de verre (voir Figure 3.19). Siamnsidére que la couche mince entourée des milieat 3
forme une cavité Fabry Pérot dont un de ces miestgarfait (interface entre les milieux 1 et 2 lande est
piégée par réflexion totale a l'intérieur de la éame verre) et l'autre semi réfléchissant, ces nasces
correspondent alors aux modes de la cavité. Suileamtdirection, les modes émis par le dipble véme
favorisés ou annihilés. Cela est plus particuliéenvisible sur la couche de Nitrure ou la différenl'indice de
réfraction est plus importante entre les milieuat 3 entrainant des résonances plus fortes deviig cpie pour
les couches minces créées par échange d’ions., Bmnfimote que le nombre de modes a fuites esttdirent lié
a I'épaisseur de la couche mince, c'est-a-direadmlité Fabry Pérot ainsi crée. En effet, le nend® modes
d’'une cavité Fabry Pérot dépend de son épaisgeus cette cavité est épaisse et plus un nombrertamt de

modes sont favorisés (voir § 3.4.3.3).

Milieu 3 v

Milieu 4

Milieu 5 \\/\.

Figure 3.19. lllustration des modes a fuites dans le cas deiéion d’'un dipdle a l'interface d’'une lame de
verre (milieu 3) sur laquelle est déposée une ceuwdh fort indice de réfraction ( milieu 2). Les rasd fuites
sont des modes en quasi résonance dans la coucloe miais dont une partie de I'énergie fuit dantatae de
verre.

Ce sont ces résonances qui vont permettre d’amélar non le couplage du signal des dip6les darfenie.
Les résonances créées par une couche de Nitrumteplda importantes que celles créées par une eadetisée
par échange d'ions, I'effet d’'une couche de Nitrsgea plus important que celui d'une couche crééeghange
d’ions.

Ces résonances expliquent par ailleurs I'alluréadeigure 2.37dont les oscillations correspondec¢ésimodes
dans le domain@s/n; < u < ng/n; (= 1,1) et aux interférences entre le champ émisciineent et le champ

réfléchi dans le domaine O< na/ns.

Remargue on peut aussi considérer ces modes a fuites epétant des quasis modes guidés : si la résonance
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était parfaite (c'est-a-dire s'il n’y avait pas deites dans la lame de verre) alors le mode sexatterement

confiné dans la couche mince et ce serait un madieg

Comparaison par rapport a une lame simple

Comparons, a présent, la quantité de signal calgaé ces composants par rapport au signal coupk use
simple lame de verre. Pour cela, nous intégrons d@msités de puissance dans les différents domaines
d’émission des dipbles (modes radiatifs, modesstiques et modes guidés) que nous comparongjadatité

d’énergie couplée dans une lame simple.

Dans le cas d'une couche mince de Nitrure de Biticdont I'indice réfractiom, est de 2,2 on trouve les

rapports suivants :

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20
0 T T T T 1

lame simple (en %)

Fraction de la puissance émise dans le
domaine sur-critique par rapport a une

Epaisseur e4 de la couche de Nitrure (en nm)

Figure 3.20. Fraction de la puissance émise dans le composantgmport & une lame simple en fonction
de I'épaisseur de la couche de Nitrure d’'indice ré&action 2,2. Les cercles en pointillés représantles
épaisseurs de coupures pour lesquelles il y a appard’un nouveau mode guidé dans la couche miee
Nitrure de Silicium.

On remarque que suivant I'épaisseur de la couchditdare, la quantité de signal couplée dans laelalm verre
sera plus ou moins importante. En effet suivamdigéseur optique de la couche les résonances déssnio

fuites seront plus ou moins importantes, et le tam@dans la lame plus ou moins efficace.

On observe, d’autre part, des singularités sue agttirbe. Ces singularités, indiquées par lesessst pointillés
sur la Figure 3.20, sont en fait dues a l'apparitite nouveaux modes guidés dans la couche de &itieir
Silicium. En effet, plus la couche de Nitrure egtiése, et plus elle pourra supporter un nombreitapt de
modes guidés. On observe donc les épaisseursdiputgr lesquelles il y a apparition d’'un nouveawdenguidé

dans la couche mince.

On remarque, par ailleurs, aprés chaque épaisseaoupure une baisse du signal couplé dans lessrimle
substrat. On peut alors penser que la différenéeetlgie est couplée dans les modes guidés. Degpluyserve

une hausse de la puissance couplée dans les medsesbdtrat avant chaque épaisseur de coupure. Cela
s’explique par le fait que plus I'épaisseur du guadigmente et plus les modes guidés déja présamtdelguide

sont confinés a l'intérieur de ce dernier, d’'ouplus faible couplage de I'énergie des dipdles dassnodes
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guidés (voir Figure 2.39). Suivant I'épaisseur decbuche de Nitrure, il semble donc possible diojstr la
puissance émise dans les modes guidés au détrileesttlle émise dans les modes de substrat et @mers.
Cependant, nous ne pouvons pas non plus consigéeeles variations de signal dans les modes stigw@s
proviennent uniquement du couplage plus ou moim®itant dans les modes guidés. En effet, les résesaet
antirésonances des modes a fuite induites pardeheode Nitrure (voir Figure 3.19) expliquent alessipartie

ces variations.

Par ailleurs, lindice de réfraction d’'une couche Mitrure de Silicium dépend de nombreux parametres
(température, humidité, ...) et peut fortement vadiene réalisation a I'autre. Nous allons donc rtexant voir
l'influence de I'épaisseur optique (produit de dline de réfraction avec I'épaisseur) de la couahdlirure sur

le couplage du signal dans la lame. Pour cela, mal=ulons la fraction d'énergie couplée dans arael
recouverte par une couche de Nitrure de Siliciumtdbndice de réfractiom, varie de 1,9 a 2,3 et dont

I'épaisseure, varie de 0 a 500 nm.
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dans le domaine sur-critique par
rapport a une lame simple (en %)

Epaisseur, de la couche de
Nitrure de Silicium

Figure 3.21. Fraction de la puissance émise dans le domainecstique par un ensemble de dipdles
orientés de maniére isotrope et situés a l'altitde= 0 nm par rapport a I'énergie couplée dans le cdame
sur-critique d’une simple lame de verre.

On remarque alors que, suivant I'épaisseur optigu® de la couche mingecette derniergpeut permettre
d’améliorer ou non la quantité de signal coupléesd@ composant. Ces paramétres sont donc critigoes

utiliser une telle couche d'indice afin d’améliotes performances de notre instrument.

Par exemple, pour un indice de réfraction de 22, erreur de 10 % sur I'épaisseur de 200 nm deuahe de
Nitrure peut entrainer soit une baisse du couplages la lame de verre de 2 % soit un gain de 1p&sapport
au signal couplé dans une lame simple. Inverserpent, une épaisseur fixée a 200 nm, une erredOd® sur
l'indice de réfraction de 2,2 de la couche de Nérpeut causer une baisse de 10 % ou un gain déc184
signal couplé dans la lame par rapport a une lample. Toutefois, il est possible de minimiser eeurs en
choisissant une épaisseur pour lagquelle les vanstil'indice influent peu sur la quantité de siggmlplée dans

la lame. Pour une épaisseur de I'ordre de 50 rsrintertitudes sug, etn, sont par exemple moins critiques que
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pour des épaisseurs plus grandes.
Il sera donc nécessaire de contrler finement aesnpetres afin d’avoir I'effet désiré.

Dans le cas des couches minces réalisées par angiehl’ions, le trés faible écart d’indice de laawe mince
ne permet pas d’améliorer significativement le algeouplé dans la lame. On calcule en effet, gsetreis
composants réalisés par I'lMEP doivent améliorequantité de signal couplée dans le composant reeuie
d’'un facteur de 1,01 a 1,02 suivant I'épaisseurlaleouche. Ces couches ne doivent donc pas peemettr

d’améliorer les performances de l'instrument dépptbau laboratoire.

Réduction du volume de mesure

Enfin, regardons I'effet de ces couches mincesodeiridice de réfraction sur le volume de mesuleste-dire

sur la discrimination des signaux de volume vidsages signaux de surface.

Pour cela, nous calculons la puissance émise datsnhaine sur-critique pour différentes altitudede dipdles
a l'aide du calcul du spectre de puissance dissgageces dipbles. Ces calculs sont réalisés poerlame
simple, les lames possédant une couche de Nitéostes dans la table 3.2 et les lames possédantauche
mince réalisée par échange d'ions, cette couch® étadélisée par un empilement de couches minaas (v
Figure 3.16).

Dans le cas des lames possédant une couche miakigéeépar échange d’ions, nous observons la méme
dépendance du couplage du signal des dipbleszagere pour une lame simple. En effet, le faible édandice
de ces couches fait que leurs effets sont tredefailCes couches minces ne doivent donc pas peenusit

modifier significativement les propriétés de coléedu signal de fluorescence dans le composant.

Dans le cas des couches de Nitrure, nous calculons

035 T T T T T T T T T
Lame simple
—Nitrure 200 nm
nalk —Nitrure 5 nm |
— Mitrure 377 nm
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Figure 3.22.  Calcul de la puissance couplée dans la zone stigog du composant en fonction de
l'altitude z, des dipoles. Ces calculs sont réalisés pour uerebte de dipbles orientés de maniére isotrope dans
'espace et émettant a 580 nm.

On remarque donc que suivant I'épaisseur optiquia @®uche de Nitrure, la dépendance du couplage lda
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lame avec l'altitudez, des dipbles varie. Ainsi, pour les épaisseursgops pour lesquelles nous avons calculé
une augmentation du couplage dans le composasitaetdire pour les couches de Nitrure de 65 etr2Pnous
observons une réduction du volume de mesure quias@it par une dépendance gnplus importante. Par
contre pour la couche de 377 nm pour laquelle reauohs calculé une baisse du couplage dans la lame p
rapport & une lame simple (voir Figure 3.21), osepbe une dépendance plus faible ayetu couplage dans la
lame. L'épaisseur optique de la couche mince est @mcore un parameétre critique vis-a-vis de laeddpnce
enz, du couplage de la fluorescence dans la lame. @eldent du fait que cette épaisseur optique dé&ame

permet pas de renforcer les modes a fuite maismatnaire les annihiles.

3.3.4.3Collecte du signal de fluorescence dans le compasaoaractérisation expérimentale

Nous allons a présent décrire les expériences que avons réalisées afin de valider les effetsed‘tmuche
mince de fort indice de réfraction sur la colledtesignal de fluorescence dans la lame que noussawis en

évidence théoriguement. Pour cela, deux types digaqces ont été réalisés :

- des expériences a sec réalisées sur le banc nopeéeoir § 3.2.2)

— des expériences d’hybridation de brin ADN réalissigsde prototype complet développé au laboratoire.

Expérience a sec

Les expériences a sec réalisées sur le banc migresant été mises au point afin de simplifier letpecole
expérimental. Au lieu de réaliser des réactiong/lafidation demandant une fonctionnalisation chireigles
lames et une gestion de composants fluidiques,egpgriences ont simplement nécessitées le dépbt par

adsorption de plots fluorescents sur les composatgster.

Nous avons donc déposé sur la surface de pludemess possédant ou non une couche mince des gdettes
solutions de brins d’ADN (oligonucléotides d’envird5 méres) préalablement marqués par des fluorepho

organiques Cy3 (Amerchan).

Le dépdt de ces brins d’ADN est fait par adsorpsionla lame de verre préalablement lavée afirirdplsier le
dépbt des molécules biologiques par rapport diation d’une chimie de greffage plus lourde diséa. Cette
méthode ne modifie pas les propriétés optiquesadeliche mince (pas d’attaque chimique). Le dépétiéa

réalisé de la maniére suivante en salle blanche :
— dépdt d'une goutte d'oligomeres dans une soludiopon sur la lame & I'aide d’un robot de spotting,
- séchage rapide de la solution tampon par simplepafation. Les oligoméres marqués Cy3 se

retrouvent alors adsorbés a la surface de la lanede.

Le robot a ainsi déposé trois lignes de 20 plotdigbmeéres de 500 pm de diametre environ suivaptde de

dép6bt suivant :
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Figure 3.23. Plan de dép6t des gouttes d'oligomeres sur les $aoheeverres a tester.

Trois types de lames ont été testés :

— des lames de microscope (verre standard) d’'indéaeéfilaction 1,51 dont les bords n'ont pas étéspoli

— des lames de verre d’indice de réfraction 1,51ueerdes par une couche de Nitrure de Silicium et do
les bords n'ont pas été polis. Les épaisseursd@ten de réfraction de ces couches sont donnéslalans
table 3.2,

— des lames de verre d'indice de réfractgre 1,508 recouvertes par une couche mince réaliséernea
technique d’échange d'ions. Les épaisseurs de esutd 5, 10 et 20 um ont été testées. Les bords des
lames ont aussi été laissés bruts.

Le protocole de mesure suivi pour chaque plot #soent est décrit dans I'’Annexe A.1.3.

Si on compare le signal en bout de lame de chalpudélyorescent i par rapport au signal en boutashee simple
non polie du plot fluorescent i (c'est-a-dire ani@me position relative sur la lame), on aboutitrésultat

suivant :

11 Molaire (1 M) représente une concentration dedle par litre.
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Comparaison signaux en bout de lame par rapport au  ne lame simple non polie

200,00 +

OLignel
180,00 A B Ligne2
160,00 Dligne3
® Simulation
140,00 A
120,00 A
R 100,00 §
80,00 7
60,00 1
40,00 -
20,00 1
0.00 Ech di Ech d'i
" . ’ . _ change d'ions change d'ions
Lame Non Poli Nitrure 65 nm Nitrure 200 nm Echange d'ions e=5um e=10um e=20um
Ligne 1 100,00 161,74 167,73 109,20 107,74 114,82
Ligne 2 100,00 157,67 168,61 108,90 110,23 111,77
Ligne 3 100,00 147,35 164,07 103,24 111,23 105,56
Simulation 100 143,08 154 101,28 101,71 101,91

Figure 3.24.  Comparaison des signaux collectés en bout de lam&orction du type de lame testé par
rapport au signal détecté en bout d’'une lame sindglenicroscope. Les barres d’erreurs tracées sttedegure
représentent les incertitudes sur la moyenne dua gaur les 20 plots de chaque ligne déposés sulalass
(voir Figure 3.23). En rouge sont représentés lamg pour ces différentes lames calculés a pags thodéles
théoriques et présentés au paragraphe précédent.

Ces mesures nous permettent donc de confirmer que :

— les couches minces réalisées par échange d'iomemeettent pas d’augmenter significativement le
signal couplé dans la lame par rapport a une lamels. L'écart d’'indice de réfraction entre ces
couches minces et le verre de la lame est trojefaitur cela,

— les lames présentant une couche mince de Nitrubad 200 nm permettent d’augmenter d’'un facteur
1,5 a 1,7 le signal collecté dans le composantefiat, I'épaisseur optique de ces couches permet un

telle augmentation comme le montrent les calcuistiiques (voir Figure 3.21).

On remarque de plus que :

- la simulation sous-estime systématiquement la dféadé signal émise dans la zone sur-critique quel
gue soi le type de couche mince considérée. Catie esstimation est de faible amplitude,

— la correspondance entre la simulation et les danagpérimentales est bonne. En effet, malgré la-sou
estimation des simulations, on retrouve les mémedances suivant I'épaisseur optique de la couche
considérée. De plus, on mesure que la couche den@00e Nitrure permet de collecter en moyenne

107 % plus de fluorescence dans la lame que leheode 65 nm, comme le prédit la simulation.

La sous-estimation de la quantité de signal émises da zone sur-critique pourrait s'expliquer pafdit que
I'on ne prend pas en compte dans nos calculs latig@ade signal qui est couplée dans les modeséguid
supportés par les différentes couches minces. ety &f méthode de mesure permet de collecter &irssiles

modes de substrat que les modes guidés dans lelseominces. Par contre, le modéle théorique éiitisnous



Chapitre 3. Etude expérimentale de I'instrumemhetiélisation 161

permet d’avoir seulement une estimation de I'érexgiuplée dans les modes guidés. Cependant, lesdscal
théoriques réalisés au chapitre 2 (§ 2.5.4) semloeliquer que trés peu d’énergie se couple damsniedes

guidés de ce type de couches minces. Cela ne peatpdis expliquer les différences observées ici.

Une autre possibilité pour expliquer cette diff@mest 'autofluorescence de la couche de Nitfreeffet, il a
été caractérisé qu’'une couche de Nitrure émettdid dluorescence lorsqu’elle est excitée dan®lg ¢e qui est
notre cas (Lehr 2003, Rachet 2007). Cette autafkamce peut donc expliquer en partie la différeférergie
entre les données expérimentales et les simulatidfis de limiter cette autofluorescence, certamgeurs
préferent utiliser une couche de,Da (Lehr 2003) car elle est moins autofluorescentprésente un indice de
réfraction similaire au Nitrure. Cependant, lescgdures de greffage de molécules biologiques s2@sTne
sont moins maitrisées au laboratoire que cellesSghiy et nous avons préféré conserver le Nitrure posr no

expériences.

Enfin, les incertitudes sur les valeurs exactesépegsseurs et indices de réfraction des couchesesipeuvent

aussi expliquer les différences observées entrddesées expérimentales et les simulations.

En premiére conclusion de ces expériences et de s@nulations, nous pouvons donc confirmer le fait ufil
est nécessaire d’avoir un contraste d’indice de rédction important entre le milieu extérieur et la lame

afin de pouvoir collecter un maximum d’énergie danga lame.

Dans la suite de nos expériences, nous n'utilisedonc plus que les lames avec une couche de &litter
Silicium, car les couches créées par échangesdliierpermettent pas d’améliorer significativemanguantité
de signal couplée dans la lame de verre.

Expérience d’hybridation

Afin d’étudier les effets d’'une couche mince sucddlecte du signal dans la lame, nous avons aéabsé des
expériences d’hybridation de brins d’ADN sur letptgpe complet développé au laboratoire.

Le protocole expérimental est le méme que celiseni& au paragraphe 3.3.2.2.

Lorsque I'on compare les résultats obtenus sursimele lame de verre et ceux obtenus a l'aide dlange

recouverte par une couche de Nitrure de 200 nmoarvé :
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Comparaison des signaux détectés en bout de lame
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Figure 3.25.  Comparaison des signaux détectés en bout d'une Empgle ou d’'une lame possédant une
couche de Nitrure de 200 nm d’épaisseur a sa sarfsr une solution d’hybridation de concentratidhnM.
Par souci de clarté, seuls un plot spécifique eplaht non spécifique ont été.

On remarque & nouveau que :
— une lame possédant une couche de 200 nm d'épadse\itrure a sa surface permet bien de collecter
1,5 fois plus de signal fluorescent des plots dpgms (c'est-a-dire des plots 3 sur la Figure 3.25
gu’une lame simple sans couche mince,
— une lame possédant une couche de 200 nm d’'épadseNitrure a sa surface collecte deux fois moins

de signal de volume (signal issu des plots noniigées, c'est-a-dire des plots 1) qu’une lame &mp

Ce dernier point provient du fait qu'une telle checde Nitrure permet de réduire le volume de mepare
rapport a celui d’'une lame simple (voir Figure 3.22ependant, on mesure une diminution plus imptetau
signal de volume que ce que I'on peut prédire idd’'ales simulations (intégrales des courbes dglaé-3.22).
Cette baisse d'offset observée expérimentalemeittddmc étre confirmée par d’autres mesures etrpdur

provenir d’adsorption non spécifique plus imporéastir le verre que sur une couche de Nitrure (R&206Y).

Cette augmentation du signal spécifique et cetterdition du signal d’'offset permet, toutefoisaméliorer le
rapport signal sur bruit, défini par le rapport entre le signal spécifiquéedt® et trois fois la racine carré du

signal d’offset (cas d’un bruit "Poissoniendjun facteur d’environ deux.

Enfin, lorsque I'on compare les cinétiques d’asattan mesurées sur ces deux lames différentes, nous
remarquons que cette cinétique n’est pas complétet@eminée sur la lame simple alors qu’elle senfipie sur
la lame possédant une couche de Nitrure. Cela peastenir d'une densité de sondes de capture moins

importante sur la lame Nitrure que sur la lame &ngn effet, la chimie de greffage utilisée n'dtpas
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optimisée pour le Nitrure, il se peut que la quéntie sondes de capture ayant été greffées surnfsaes soit
moins importante que celle ayant été greffée saintgle lame de verre. Dans ce cas, la saturatersdndes de
capture, c'est-a-dire la fin de la cinétique d'a&ston, est atteinte plus rapidement sur la lanieuMNe que sur la
lame simple. Une densité de sondes plus grandeladame de Nitrure doit donc permettre d’augmenterore

le signal en bout de lame.

Lorsque I'on compare cette fois-ci le signal entbdiune lame simple et de la lame recouverte paraguche
de Nitrure de 377 nm d’épaisseur, les résultatsIssrsuivants (la concentration de la solutiorydifdation est

ici de 80 nM et pas 10 nM comme précédemmentgleasiattendu est donc plus important) :

Comparaisondes signaux détectés en bout de lame

—&— Plot 1 Nitrure 380

Plot 3 Nitrure 380
—#— Plot 1 Simple
=>¢=Plot 3 Simple

Signal de fluorescence (en Phe)

6 11 16 21 26 31 36 41

Temps (en min)

Figure 3.26.  Comparaison des signaux détectés en bout d'une Empgle ou d’'une lame possédant une
couche de Nitrure de 377 nm d’épaisseur a sa sarfsmur une solution d’hybridation de concentrat&hnM.
Par souci de clarté, seuls un plot spécifique eplaht non spécifique ont été représentés.

On remarque cette fois ci un signal spécifique jysortant en sortie de lame simple qu’en sortidadiame
possédant une couche de 377 nm de Nitrure et iwiEnst un signal d'offset plus important en sorgdallame

Nitrure. Ceci est bien conforme a nos simulations :

— on calcule qu'une telle couche de Nitrure entraine perte de I'ordre de 50 % du signal par rap@ort
une lame simple, et on mesure ici une perte d’envii0 %. La différence peut provenir de la diff@en
de densité de sonde de capture sur ces deux lames,

— le calcul montre une moins bonne discriminations@gnal de volume par une couche de 377 nm de
Nitrure ce que I'on retrouve sur I'expérience otsignal d'offset de la lame Nitrure est 1,5 foisigl

important que celui d’'une lame simple (voir FigGt22).

Des expériences sont prévues prochainement afiomf@mer ces résultats et déterminer la densitgomeles de
captures greffées sur ces deux types de lamesoguigit expliquer la différence de signal mesurédeut de
lame.
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3.3.4.4Confinement du signal dans la couche mince

Nous avons pour l'instant étudié le couplage glahakignal de fluorescence dans la lame de veepe@ant
aucune des expériences réalisées ne nous a parmigadtifier la quantité de signal qui est cougéeonfinée

dans la couche mince de fort indice de réfract@nrppport au signal se propageant dans I'ensetieble lame.

Par ailleurs, les calculs réalisés au chapitrenZbent montrer que trés peu d’'énergie peut se eoupt donc
étre confinée, dans ces type de couches minces &llmns confirmer ce fait par des calculs adaptéslames

de Nitrure dont nous disposons.

Nous présenterons ensuite les expériences en cpamspe que nous avons réalisées afin de déterrfaner

répartition de I'énergie dans la lame et donc U e confinement dans la couche mince.

Simulation

Si on calcule l'intégrale de recouvrement (voir.§.2) entre le profil des modes guidés a l'intéride couches

de Nitrure de 50, 200 ou 400 nm et les champs &canés de diplles situés a la surface de ces lamgsuve :

i Energie couplée dans les modes, @E trois couches
de Nitrure d’épaisseurs 50, 200 et 400 nm

Y —— Couche de Nitrure de 50 nm
— — = Couche de Nitrure de 200 nm|
= * = Couche de Nitrure de 400 nm|

Profil des modes Tgde ces
trois couches de Nitrure
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Figure 3.27.  Fraction de I'énergie émise par un ensemble deldipodrientés aléatoirement et couplée dans
les modes guidés FEonfinés dans une couche de Nitrure de 50, 20@0@tnm d'épaisseur en fonction de
l'altitude de ces dipOles. Représentation en éehedimi logarithmique. Le graphique en bas a dna@fgésente

le profil des trois modes guidés TEO pour chacumeeks épaisseurs.

Plusieurs remarques peuvent étre faites :
— on retrouve le caractére évanescent du coupladgiérdagie du dipdle dans les modes guidés (droite
en échelle semi logarithmique),

— suivant I'épaisseur de la couche, plus ou moingatge pourra étre couplée dans les modes guidés.
On remarque ainsi qu'une couche de 50 nm de Nitpemenet de coupler plus d'énergie qu'une
couche de 200 nm d’épaisseur. Cela vient du faiét lgumode Tk dans une couche de 50 nm de
Nitrure posséde une queue évanescente plus importiams le milieu du dipdle (milieu 1) que le
mode Tk d’une couche de Nitrure de 200 nm d’épaisseur (vigiure 3.27 en bas a droite),
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— onremarque, a nouveau, que trés peu d’énergieépreutouplée dans les modes guidés de ce type de

structure.

Afin de confirmer ces calculs, ou tout du moinsfdé que trés peu de signal de fluorescence espléoet
confiné dans la couche mince, nous allons mainteuréisenter les expériences en champ proche queavons

réalisées.
Expérience en champ proche
Nous avons caractérisé les lames suivantes saniedn champ proche (voir § 3.2.3) :

— une lame simple d’épaisseur de 0,75 mm, dont ledsh@e sont pas polis,

— une lame de verre de 0,75 mm d’'épaisseur recoupartane couche de Nitrure de Silicium de 377 nm
d’épaisseur et d’indice de réfraction de 1,95,

- une lame de verre de 0,5 mm d’épaisseur recouparteine couche de Nitrure de Silicium de 65 nm

d’épaisseur et d’indice de réfraction de 1,95.

Les plots fluorescents utilisés ici sont des plé@lisés a I'aide d’encre fluorescente déposée amecpointe
d'un feutre dont le spectre d’émission se situesdardomaine d’émission du fluorophore Cy3. L'saliion de
tels plots fluorescents permet, d'une part, de Efieples étapes de préparation des lames catestrpas
nécessaire de les fonctionnaliser et, d’autre pargréer des plots fluorescents nettement plenses que des
plots biologiques aprés association des moléculdssc Enfin, les fluorophores inclus dans ces enamt une
photo résistance permettant de réaliser des mesilgesongues durées contrairement aux fluorophores

organiques.

Pour chacune des lames nous avons réalisé entri@ Squences de mesure de la tranche de la lasneuapas
de 10 um, valeur fixée par le diamétre de 8 um adidre utilisée, afin de pouvoir réaliser des aklc

d'incertitudes sur nos mesures.

Enfin, nous avons positionné les plots fluorescémislus loin possible de la face de sorte deitaelae verre
afin de considérer que la répartition de I'énergligvant la tranche de la lame est la méme quelsoitela
position de la fibre selon I'axe (Oy) (voir FiguBe28)

Plot fluorescent )
Face de sortie de

/ la lame

/

C
/
X

o X Lame de verre recouverte par
une couche mince de Nitrure Fibre optique

Figure 3.28. Représentation 3D de la lame de verre de la posttie la fibre optique en bout de lame et de
sa direction de balayage de la face de sortie daree de verre suivant I'axe (Oz).
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L'intégration pour chaque position de la fibre dgsectres mesurés en bout de lame dans le domaine de

transmission du filtre utilisé en émission nousnpetrde remonter a la répartition de I'énergie sutiva largeur

de la lame :
(a)
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Figure 3.29. (a) Spectre moyen mesuré en sortie de la lame sirhplmoyenne est effectuée sur I'ensemble
des spectres mesurés lorsque la fibre est entigresme face de la tranche de sortie de la lame deesvau
niveau du verre et non de la couche de Nitrure.r&se est représentée la transmission du filtre @#émn
utilisé dans linstrument développé au laboratoite) : Répartition de I'énergie a I'intérieur desots lames
testées. Chaque point correspond a lintégration sfhectre en sortie de lame sur le domaine spedteal
transmission du filtre d’émission 595AF60 utilis#nd notre instrument. Les barres d’erreur correphemt aux
incertitudes calculées pour I'acquisition respeetiste 3 et 8 spectres pour la lame simple et lee$aavec
couche de Nitrure et ce pour chaque position déidee Ces répartitions d’énergie ont été normalsémr
rapport au signal moyen collecté au niveau de tadade verre (hors de la couche mince).

Tout d'abord, on remarque sur le spectre moyen raesn sortie de lame la présence d'un pic a 543 nm
correspondant au signal d’excitation générée paaitaverte du laser He-Ne utilisé. On observesatpre trés

peu de signal d’excitation est couplé puis guidésda lame comparativement a la fluorescence dékledEn
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effet, si on integre le flux laser atteignant léedéeur et qu’'on le compare a la fluorescence cidléeintégrée sur
le domaine du filtre d’émission utilisé dans notrgtrument, on trouve un rapport d’environ 70. Gmlafirme le
fait que trés peu de signal d’excitation peut ébeplée dans la lame grace a la configuration ahoisxcitation

normale a la lame et collection de la fluorescatas la lame.

La mesure de la répartition d’énergie dans la lgreemet, quant a elle, de retrouver I'épaisseur ldags
testées. Lorsque la fibre est entierement facdama, le signal mesuré est égal ou supérieursaitant qu’elle
se trouve face a la couche mince de Nitrure ou.nay décroissances aux extrémités représenteaasesu la
fibre n’est plus tout en fait en face de la lamasntmllecte tout de méme une partie du signal damscéne
d’acceptance définit par son ouverture numérisq.. = 0,22). Les différences de pentes de ces déaruaiss

correspondent aux variations de la distance fideeme (voir Figure 3.31).

Ces répartitions d’énergie ne nous permettent agrdrpas d'accéder directement a I'énergie confiases la
couche mince de Nitrure. En effet, la taille déillae étant supérieure a I'épaisseur de la couehMitture, il est
nécessaire d’appliquer une méthode de déconvolafiarde dissocier les signaux provenant de laleeunince

de ceux guidés dans I'ensemble de la lame.

La méthode de déconvolution que nous avons utiksédasée sur I'hypothése que chaque point dectade
sortie de la lame peut étre considéré comme uneasgonctuelle isotrope émettant dans un céne d&an
définit par les ouvertures numériques en sortidadeame de verre(N,ere) OU en sortie de guideONqitrure)-

Ainsi, lorsque la fibre se déplace le long de lmda cette derniére collecte 'ensemble des rayssissi des

sources compris dans son cone d’acceptance :

A) Fibre optique B) )
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Figure 3.30. Représentation schématique des rayons collectéammfibre optique lors de son déplacement
suivant la largeur de la face de sortie de la ladeverre. A : lorsque la fibre est exactement ae fde la
couche de Nitrure, elle collecte une majorité dgorss provenant uniquement de cette couche. B querda
fibre est a cheval entre la couche mince et leejegtle collecte des rayons provenant aussi bietadame de
verre que de la couche mince. C : lorsque la fibiest plus parfaitement en face de la lame, elléecte de
moins en moins de rayons issus de la lame. Ledigusade cercle en vert et en rouge représentamnga eux,
les diagrammes d’émission des sources ponctuaileorie de lame et de couche mince respectiverhent.
ouverture est définie par les ouvertures numériceresortie de verre et de couche mince.
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On calcule (voir annexe A.2.3) que :

— T'angle solide d’émission en sortie d’une coucheNiteure est de 2 sr,
— l'angle solide d’émission en sortie de la lame dee& est de 1,9 sr,

— l'angle solide d’acceptance de la fibre est de 8112

Considérons a présent deux intensités lumineljses |, suivant que les sources ponctuelles sont situées au
niveau de la couche de Nitrure ou de la lame deev&i on integre, pour chaque position de la fibemsemble
des rayons issus de la lame de verre ayant unesitég, a I'intérieur du cdne d’acceptance de la fibre iaipue
les rayons issus de la couche de Nitrure ayantiniaasitély comprise aussi dans le cone d'acceptance de la
fibre, on est alors capable de tracer la répantitigorique d’énergie le long de la face de saltida lame telle

gue vue par la fibre optique.

Simulation de la répartition d'énergie vue par la fibre
45+

——d=01mm
——d=02mm
4k ——d=1mm

w
o
T

o
T

N}
il
T

)
T

Signal collecté par la fibre (en u.a.)
@
T

051

L I |
qW -05 0 05

Epaisseur de la lame de verre (en nm)

Figure 3.31.  Simulation de la répartition d'énergie dans une éade verre recouverte par une couche de
Nitrure de 400 nm d’épaisseur vue par une fibraqami monomode a une distance d = 0,1 ; 0,5 ou 1d@ita
face de sortie de la lame. Nous avons pris leswalg = 4,5 et | = 14 pour ces calculs.

On observe ainsi que la distarttde la fibre par rapport a la face de sortie darae joue un réle important sur
l'allure et la résolution de cette répartition déégie (voir Figure 3.31).
En ajustant les valeurs dg etl, afin de faire correspondre nos calculs a nos r#suixpérimentaux, on est

alors capable d’en déduire une puissance totaddivelémise par chacune des sources ponctuellés]egu

soient au niveau de la couche de Nitrure ou biespetie de la lame de verre :

Valeur dely issue de I'ajustement Valeur Hassue de I'ajustement

Lame possédant une couche dé¢ 14 45
Nitrure de 377 nm d’épaisseur

Lame possédant une couche de¢ 19,5 45
Nitrure de 65 nm d’épaisseur

Table 3.3 Valeur des intensités lumineusgestlly issues de I'ajustement des courbes expérimentales
avec la méthode de déconvolution présentée précgdam

Lorsque I'on trace les répartitions d’énergie mésaret simulées on trouve alors :
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Répartition de I'énergie dans une lame possédantun e couche de Nitrure de
380 nm

—e— Données expérimentales

4 - ——— Simulation

dans la lame

Signal normalisé par rapport au signal
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Figure 3.32. Répartition de I'énergie en sortie de la lame pdss# une couche de Nitrure de 377 nm
d’épaisseur a partir des données expérimentalearf@bleue) ou calculée a partir du modeéle décahsl ce
paragraphe et pour les valeurg+ 14 et |, = 4,5.

Répartition de I'énergie dans une lame avec une cou  che de Nitrure de 65 nm
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Figure 3.33. Répartition de I'énergie en sortie de la lame pdss# une couche de Nitrure de 650 nm
d'épaisseur a partir des données expérimentalearf@bleue) ou calculée a partir du modéle décahsl ce
paragraphe et pour les valeurg+ 19,5 et} = 4,5.

La prise en compte des différentes ouvertures ngomes (en sortie de couche de Nitrure, en sortia tEme de

verre, et en sortie de fibre) nous permet enswteathener ces intensités en énergie tRalg.. €émise par ces
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sources dans leur angle solide d’émission :

pVN - Qv,N | Eq. 3.2.
source 0 v,N
fibre

ou les lettres v et N font références aux souritaées au niveau de la lame de verre et de la eodemNitrure
respectivement e®, et Qqpre représentent les angles solides en sortie derla (au niveau du verre ou de la

couche) et en sortie de fibre.

L’intégration de ces puissances émises par cesedponctuelles sur 'ensemble de I'épaissguie la couche
de Nitrure et de la lame de verre nous permet ehin déduire une estimation de la fraction dedsgance qui

est guidée dans la couche de Nitrure et dans la tlverre.

On trouve par cette méthode que pour une lame e pessédant une couche de Nitrure de Siliciur@7a¥enm
d’épaisseur :
— environ 99,5 % de I'énergie se propage dans la @eneerre,
- et 0,5 % de I'énergie est confinée dans les modekeg supportés par la couche de Nitrure de 377 nm
d’épaisseur.
Et pour une lame possédant une couche de Nitrué® den d’épaisseur :

— environ 99,7 % de I'énergie se propage dans la @deneerre,
- et 0,3 % de I'énergie est confinée dans les modakeg supportés par la couche de Nitrure de 65 nm
d’'épaisseur.
Ces expériences nous confirment donc que tres 'geergie des dipbles est couplée dans les moddggdes

structures testés. Les couches utilisées ne pembelbnc pas de confiner le signal en surfacerde.la

3.3.5. Effets d’'une couche mince — Conclusion

Les analyses décrites ci-dessus nous permetterraéure sur plusieurs points.

Tout d’abord, nous remarquons daemodéle de calcul de la puissance dissipée pardip6le permet de bien
décrire les phénomeénes de couplage en champ proditdisés dans l'instrument développé au laboratoire
Une sous-estimation systématique du signal couaits da lame est toutefois observée. Cette sousasin
peut provenir de différents parameétres qui sonpricision des propriétés optiques (épaisseur étdande
réfraction) des couches minces testées, I'autafkeence de ces couches minces ou encore la coiotmilties

modes guidés que le modéle ne décrit qu’approxumatent.
Ensuite, nous pouvons dire que :

- T'écart d'indice entre la lame de verre et la couch mince doit étre le plus important possiblafin
d’avoir des effets significatifs sur la collecte signal de fluorescence par la lame de verre. besles
minces créées par échanges d’ions présentant hle f&gart d’indice ne permettent par exemple pas
d’'améliorer les performances de linstrument algue des couches de Nitrure testées permettent
d’améliorer d’'un facteur d’environ 1,5 la collecte signal dans la lame,

— [I'épaisseur optiqgue de la couche mince est un parare critique sur les performances de
I'instrument . Cette épaisseur définit en effet les résonancastEésonances des modes a fuite, modes
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qui sont a l'origine de l'augmentation ou de la dlintion de la collecte du signal dans la lame verre
Ainsi, suivant son épaisseur optique, une couclmeenpeut améliorer ou diminuer la quantité de digna
couplé dans la lame,

— une couche mince de fort indice de réfraction peupermettre, suivant son épaisseur optiquee
réduire le volume de mesureet donc diminuer la contribution non spécifiquesignal de volume. La
spécificité de la détection en est alors améliaefeseuls les fluorophores situés a proximité darte,
c'est-a-dire capturés par les plots biologiquesymeat contribuer au signal. La lame possédant une
couche de Nitrure de 200 nm a par exemple permidimiéuer d’'un facteur 2 le signal de volume

couplé dans la lame.

La couche de Nitrure de 200 nm d’épaisseur et ende réfraction de 2,2 a ainsi permis, en augamre
signal couplé dans la lame et en réduisant le veldmmmesure, d’améliorer d'un facteur 2 le rappigmal sur

bruit en bout de lame.

Par ailleurs, I'analyse expérimentale de la quardé signal couplée dans les couches minces dendtice de
réfraction a permis de montrer que trés peu deakigrest confiné. Cela confirme donc les concluside
I'étude théorique menée au chapitre 2 (voir 8 23).8ntre les systémes développés par Gachet ler 8éi
l'instrument développé au laboratoire. L'utilisatiale guides d'ondes afin d'acheminer le signal dssp
fluorescents vers un détecteur n’est pas optimaterene de flux. En effet, trés peu de signal eapt& dans ces
guides alors qu’une quantité beaucoup plus imptatast couplée dans le substrat entrainant une pert
contraste en bout de lame. La solution la plus ##apemble donc étre celle de l'instrument dévedoap
laboratoire qui utilise une excitation séquentieléiechacun des plots biologiques afin de déteeesémble des
signaux couplé dans la couche mince ainsi que ldal@ne sans avoir de mélange des signaux desatifi®

plots biologiques.

En conclusion, une couche mince de fort indice éfeaction a la surface d’'une lame de verre peumnptre
d’améliorer le rapport signal sur bruit en bout ldme en augmentant la quantité de signal coupl& dan
composant et en réduisant la contribution des siguae volume. Cependant, elle ne permet pas deneorié

signal en surface et ne collecte qu’une trés fdilaletion du signal émis par les plots fluorescents

3.4. Effet d’'une cavité Fabry Pérot sur les propriétés &mission d'une
OLED

Intéressons nous a présent, aux possibilités dliatédes sources d’excitation de type OLED dam®iaposant

de I'instrument développé au laboratoire.

Aprés avoir présenté les différents sources quisa été possible de caractériser, nous décriaofeide des
modeles théoriques développés au chapitre 2 ewdmdactérisation expérimentale de ces composksts,
différents effets d’'une cavité Fabry Pérot surgdespriétés d’émission d’'une OLED. Cela nous penaeitors
d’'apporter plusieurs éléments de réponse quant pofsibilité d'intégrer ce type de source dans enotr

instrument.
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3.4.1. Description des composants testés

Dans ce paragraphe, nous allons décrire les diffésesources organiques que nous avons testéssallsation

de ces sources a été effectuée en collaboratiandewex partenaires différents :

- le Département Intégration Hétérogene sur Silici{iHS) du CEA-Grenoble qui développe une
technologie OLED pour les domaines de I'éclairagdes micros display. Cette collaboration nous a
permis de réaliser un démonstrateur OLED pour rrioget et de caractériser les propriétés optigiges
ces sources sans cavité,

— les laboratoires de Physico Chimie des Matériauxibescents (LPCML) et de Physique de la Matiére
Condensée et Nanostructures (LPMCN) de l'univeiGlgude Bernard a Lyon 1. Cette collaboration a
eu pour but de réaliser des cavités Fabry Pérdintérleur desquelles est déposée une couche

luminescente afin d’en étudier les propriétés asy

3.4.1.10LED réalisées par le DIHS

Technologie utilisée
La technologie utilisée par le DIHS se base sulldpdt sous vide de molécules organiques de fajiéts
moléculaire et de couches métalliques. Ce processtusntierement automatisé a l'intérieur d’'un eate qui

permet successivement de :

— préparer la surface du substrat et d'y déposercanehe d’ITO servant d’électrode transparente,
— déposer par évaporation thermique les différeraashes composant 'OLED,
— déposer les couches métalliques (Argent, Aluminiurhservant de seconde électrode,
— encapsuler 'OLED afin de la protéger de I'humiditéde I'oxygene et d’augmenter ainsi son temps de
vie.
Cette technologie est aujourd’hui reproductibla @ermis de réaliser un grand nombre de démonstsaddiant
des OLED blanches a des OLED sur surface souplgu’js micro display de 3 pouces de diagonale

fonctionnant en mode vidéo.

Description des OLED réalisées

Deux démonstrateurs d’'OLED (voir Figure 3.34) oté étalisés par le DIHS a partir de deux matériaux
électroluminescents différents : I'Alg3 et un dopamuge dont les spectres d’émission se situerg %20 et

650 nm respectivement (voir Figure 3.46).
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Figure 3.34. Photographie du démonstrateur OLED réalisé par |el® a partir du matériau Alg3.
Ces OLED sont constituées d’'un empilement de cinglses organiques comprises entre une cathodegamtAr

et une anode en Aluminium. Sur la Figure 3.35 ddorinées les différentes épaisseurs des OLED rouges

réalisées par le DIHS. Le nombre et I'empilementcdeiches reste le méme pour les OLED vertes, les

épaisseurs sont simplement différentes et adaptiengueur d’onde de I'Alg3.
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Figure 3.35.  Structure et dimension des différentes couche©U&D rouges réalisées par le DIHS.
Afin de simuler ces structures, nous considérepamda suite une seule couche organique dont B8par est la

somme des épaisseurs des différentes couchesepf@és sur la Figure 3.35, sdjt~ 145 nm, et dont 'indice

de réfraction est environ de 1,7, correspondatibdide de réfraction d’'une couche luminescentelg3Adans

son domaine spectral d’émission.

Afin de contrbler les performances et la stabildé leur technologie, le DIHS a effectué plusieurs

caractérisations sur ces sources. Elles portentipalement sur les propriétés de luminance eteddement

lumineux. Nous ne présenterons pas ces résultatesanesures ne concernent pas directement nbkemes

de filtrage et de directivité et qu’il ne nous & @é possible de réaliser des mesures compardtvpesissance

des différentes sources testées. Les sourceséeslEr le DIHS possédent un rendement quantigigenex

compris entre 4 et 8 %, ce qui est dans I'étatafe dctuel des OLED, et émettent de la lumiéredipd’une

tension de seuil de 2,5 Volts.
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3.4.1.2Sources réalisées par le LPCML et le LPMCN

Les sources réalisées par le LPCML et le LPMCNare pas exactement des OLED car leur excitatiofaise
par voie optique. En effet, afin de dissocier lesbfemes d'injection des porteurs de charges dessede la
cavité Fabry Pérot, nous avons choisi de réalissrsturces pompées optiquement. De plus, nousurontts
ainsi les problémes technologiques liés a la fatinoe d’'OLED pompées électriquement et placées diass

cavités.

Les sources ainsi réalisées sont composées d'wirmiétallique et d’'un miroir dit "de Bragg" réaipar un
empilement de plusieurs couches minces diélectsigues valeurs des indices de réfraction et épaissdes

différentes couches constituant la cavité sont desrsur la figure suivante :

n=1 Miroir Ag

A =
z 1_4/ Ny =0,075 + 4,000 dy = 48 nm

l«— TiO, + Coumarine 500
ns=1,;0d;=130 nn

n,=2,1;d,=60 nm

Y~ Sio, . Miroir de
n',=1,4¢;,d,=86 Bragg
¥~ Lame de Pyrex

/ \ Ns = 1,5] Y,

Figure 3.36.  Schéma représentant les cavités réalisées par dbsratoires LPCML et LPMCN afin
d’étudier les propriétés optique d’'une couche lusstente (Coumarine 500) située a l'intérieur d'wawité

Fabry Pérot. Sont indiqués les valeurs des épaissetiindices de réfraction des différentes couané@ses

constituant la cavité (Mohamed 2007).

\

Technologie utilisée

Deux technologies ont été utilisées afin de déptesedifférentes couches minces constituant legtésaque

nous avons testées :

— un procédé Sol-Gel par Dip Coating, ou trempag#iséitafin de réaliser les différentes couches

minces du miroir de Bragg ainsi que la couche éinettontenant les fluorophores organiques,

— un procédé de dép6bt sous vide par évaporation theenutilisé pour le dépot de la couche métallique

constituant le miroir réfléchissant de la cavité.

Le procédé Sol-Gel par Dip Coating utilisé pourdiEpdt des différentes couches diélectriques dealdtéc

consiste en trois principales étapes :

— la préparation d’'une solution, le Sol, contenarst plécurseurs chimiques du matériau que I'on désire

déposer en couche mince,

— le trempage du substrat dans le Sol afin de cnéefép6t de solution a sa surface qui aprés séatage

polymérisation forme la couche mince,
— le recuit de la couche mince ainsi obtenue afitadgabiliser.

Le procédé Sol-Gel permet de fabriquer un polynigoeganique, que I'on peut doper a I'aide de cordgos
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organiques par des réactions chimiques simplesueieadempérature proche de la température ambfaata
150 °C). La préparation de Sol est réalisée arpditthe solution de précurseurs du matériau a dgpaens un
solvant. Au contact de I'eau, la polymérisation $hl est activée. C’est lors de cette polymérisatjatil est
possible de doper le matériau avec des composésiqtgs afin de modifier les propriétés optiquesndtériau

final.

Une fois le Sol contenant ces longues chaines orég,trempe un substrat sur lequel les chaingsobenéres
vont former un mince film qui, lors du tirage dibstrat hors du Sol et de I'évaporation du solvastant, va se
solidifier et former une couche mince. Enfin, afifobtenir une couche mince stable et homogénestil e

nécessaire de recuire les couches ainsi formées tethpératures de I'ordre de 300°C.

De nombreux parameétres peuvent étre utilisés aficomtroler I'épaisseur de la couche créée. Taliald, lors
de la réalisation du Sol, la température, le pkh ebncentration en précurseurs permet de contidldtesse de
polymérisation et la viscosité de la solution, d@axameétres qui influent sur la quantité de matééposé sur
le substrat lors de son trempage dans le Sol. Ensuoiervient principalement la vitesse de tiragec laquelle il
est possible de contrdler précisément I'épaisseuladcouche déposée. Enfin, le recuit va permelrdixer
I'épaisseur et l'indice de réfraction de la coud#posée dans le temps. Suivant la températurecud, ria

couche mince créée aura un indice de réfractios @umoins important.

Pour plus de précision sur le procédé Sol-Gelsétipour la réalisation de ces cavités et sur lopote utilisé,

nous nous rapporterons au rapport de stage de Maivied (Mohamed 2007).

La couche luminescente

Pour des raisons de disponibilité des fluorophorganiques dans les laboratoires LPCML et LPMCHN, dté
choisi d'utiliser la Coumarine 500 (C500) comme aajpdu Sol afin de réaliser une couche photo-lusteste.
Le pic d’absorption de ce colorant se situe a 3@0et le pic d’émission a 500 nm (voir Figure 3.33%ux
matrices pouvant étre dopées par la Coumarine B06té testées comme couches luminescentes : leeEI©

TiO,. Cette derniére matrice a finalement été chomigldohamed 2007) :

— son indice de réfraction est supérieur a celui i@ 8t, du fait d'un recuit moins important (& 60°)equ
pour les couches composant le miroir de Bragg {teéu300°C), permet d’avoir un indice de réfragtio
inférieur a la derniére couche du mirair,

— le silicium de la matrice Sig&met un signal a 400 nm en plus du signal du aotasrganique C500 qui
peut géner les mesures,

- le solvant du colorant C500 étant le méme que cgilisé pour la matrice de TiQle dopage de cette

derniére est plus simple a réaliser que le dopagednatrice de Si©qui utilise un solvant différent.

Les couches organiques ainsi créées n'ont pasdhjet d'un recuit trop important (recuit a 60°@jin, d’'une
part, de ne pas détruire les propriétés optiquesthrant C500 et, d’autre part, d’obtenir un iredde réfraction
de la couche inférieur a l'indice de réfraction @esiches de Ti©constituant le miroir de Bragg et recuite a
300°C.

Bien que le pic d’émission de ce fluorophore nsitee pas dans le domaine d'absorption des fluangshque
I'on utilise dans nos protocoles biologiques, cadais a permis d’étudier les effets d’'une cavitéry=&@rot sur

les propriétés d’émission d’une couche luminescdhtuffira par la suite de modifier les proprigtghysiques
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de la cavité (épaisseur, miroir de Bragg, ...) ercfiom de la couche luminescente choisie pour excites

fluorophores afin de réaliser une OLED pouvant étilesée dans notre systéme.

Spectre d'une couche TiO2 dopée a l'aide du fluorop  hore Coumarin
500

5000 +
4500 +
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3500 +

3000 .
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Figure 3.37.  Spectre d’'une couche de TiO2 dopée a I'aide d'uariphore organique, la Coumarine 500.
Ce spectre a été obtenu en excitant la couche éoeelt I'aide d’'une diode UV centrée sur 470 nm. ABU
(Analog to Digital Unit) représente 1 pas de la eersion du signal analogique en signal numérique lpa
caméra CCD du spectrographe.

Les cavités Fabry Pérot réalisées ont alors étériimnnées a partir des propriétés optiques delan@rine
500.

La cavité que nous avons réalisée étant constiluée miroir Bragg et d’'un miroir métallique, I'épsmeur
optique de la cavité doit prendre en compte I'émmais optique de la couche luminescente, ainsi gge |

longueurs de pénétration dans ces deux miroirée @paisseur optique est donnée par (Dodabalafé) 19

L(A)zi(ij+n3 i, + O

2\ An 47T Eq. 3.3.

ou le premier terme représente la longueur de pEm@t dans le miroir de Bragg €st I'indice de réfraction
moyen des couches constituant le miroidieta différence d'indice), le deuxieme terme espdisseur optique

de la couche luminescente et le troisieme reprédertéphasage du a la réflexion sur le miroir Higtee avec :

2n,K,,
2 _ 22 _ 2 Eq. 3.4.
Ny =N, —K q

m

¢, =arcta

ou n;z est l'indice de la couche organique en contact daecouche métallique &t = n,, + x,. est 'indice

imaginaire de la couche métallique.

Par ailleurs, la théorie des cavités Fabry-Péreh{@y 1998 a) montre que pour avoir une émissagymale a la

cavité, la longueur optique de cette derniére shttisfaire la relation suivante :
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chem = 2L(Aem) Eq 35

oU Aem €st la longueur d’'onde d'émission que I'on prendégale a 500 nm afin de correspondre au pic

d’émission de la Coumarine 500,m¢ entier naturel positif, représente I'ordre dedaité.

L'ordre m. de la cavité définit le nombre de modes de latéawifin de n'avoir qu’une émission normale a cette

derniére, c'est-a-dire qu’'un seul mode de la cavtaait, il est donc nécessaire de minimiser ceteo

Nous avons donc choisi de réalisere couche active d’'une épaisseur d’environ 130 nafin de satisfaire la
relation 3.5 pour un ordre de cavité = 4. Un ordre de cavité plus faible aurait né¢édairéalisation de couche

de quelques nanometres d’épaisseur beaucoup ffficdeda controler.

Le miroir de Bragg

Le miroir de Bragg qui a été réalisé est constitume alternance de couches g TiO, dont les indices de

réfraction, aprés un recuit a 300°C, sont de 1t4&&,1 respectivement.

Nous avons choisi de réaliser un miroir de Braggt dies épaisseurs optiques des différentes cowstregales
au quart de la longueur d’'onde centrale de réftexdo miroir, soit ici 500 nm pour correspondre d@o p
d’émission de la couche luminescente utilisée. épaisseursl, et d’, des couches de haut et bas indice
constituant la cavité sont donc de :

d, :A—B=60nm etd', = jB =86Nnm

n, 4

Eq. 3.6.

ou Ag représente la longueur d’onde centrale de réfiedio miroir, soitlg = 500 nm.

A partir de simulations effectuées a I'aide du nleqaésenté au paragraphe 2.5.2, nous avons enigfiité le
nombre de couches que devait avoir ce miroir afobténir une émission de demi-largeur a mi-hauteur
d’environ 30° (voir § 2.3.2). Ces simulations omntré qu’une cavité réalisée a I'aide d’'un miroiétallique,
dont le coefficient de réflexion est proche de #90et un miroir de Bragg dont le coefficient delegion a sa

longueur d’'onde centrale est de I'ordre de 85 %nged’obtenir une telle directivité :
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Figure 3.38. (a) : Diagrammes d’émission normalisés en coordesngolaires de trois cavité constituées
d’'un miroir métallique et d’'un miroir de Bragg cowmge de 2,5, 3,5 et 4,5 paires de couches de hadset
indice de réfraction. Ces calculs ont été effeciuisr une émission a 500 nm et une couche act&matsseur
de 130 nm et d’indice de réfraction de 1,9. (byofi* du coefficient de réflexion des trois miroide Bragg
utilisés pour les simulations du (a).

Nous avons donc choisi d'utiliser des miroirs dadgy constitués d’une alternance de 3,5 couchesutechbas

indice de réfraction pour la réalisation de nostéav

Les miroirs de Bragg réalisés par le LPCML et |eMEN ont fait I'objet d’'une caractérisation en tramssion

donnée en Figure 3.39.

Transmission du miroir de Bragg
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Figure 3.39.  Courbe de transmission des miroirs de Bragg réalmsé LPCML et LPMCN. La courbe bleue
représente la transmission d’'un substrat sur leqstldéposé un miroir sur les deux faces. La cotohge est
la transmission d’un seul miroir.

Nous retrouvons bien la courbe inverse a celleutédcsur la Figure 3.38 (b). Les miroirs de Bragalisés ont
bien leur longueur d’onde centrale de réflexior0@ Bm et présentent une réflexion de I'ordre dé®8gaucun

des matériaux SiQTIO,, et substrat (en verre) utilisés ne présentepedies a ces longueurs d'onde).

Nous avons représenté ici deux courbes de transmissrrespondant a la transmission de deux (cobidg et
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un (courbe rouge) miroirs de Bragg du fait de pé&taechnologique supplémentaire que nous avongaliser.
En effet, la technologie de Dip coating utiliséaupcéaliser le miroir de Bragg dépose des couchiesas sur
les deux faces de I'échantillon. Il a donc falldipane des faces de I'échantillon afin de n'avgirun seul
miroir par substrat. Ces courbes nous ont dondwengermis de contrdler I'étape de polissage suptepriétés

des miroirs.

Il faut noter que cette étape de polissage a alis$itre réalisée sur la couche luminescente afin’aeoir
gu’une seule couche active a l'intérieur de la ®avCependant cette étape est relativement ageegsillage et
décollage d’'une résine directement sur la couchménescente) et a entrainé une perte de rendemantigue et

une rugosité plus importante de la couche actieé (@ caractérisation de ces cavités).

Miroir Métallique

En derniére étape, un miroir métallique a été dépokaide d’'une méthode de dépdt sous vide pgoarasion

thermique.

Afin d’obtenir un coefficient de réflexion proche d00 % du miroir métallique, une couche de 50 Mngent

a été déposée par cette technique a la surface cmuthe luminescente. Une telle couche d’argemhgteen
effet d’atteindre un coefficient de réflexion d®@®7 a la longueur d’ondg,, = 500 nm, ce qui est suffisamment
proche de 1 pour nos essais. Ce coefficient avétiéi€ grace au calcul des coefficients de réflexierresnel
sur une couche d’Argent de 50 nm d’épaisseur ctmdie réfraction de,p= 0,075 + 4,0007i (Barnes 1998)
comprise entre un milieu d’indice de réfractign= 1 (milieu extérieur : air) et un milieu d’indick réfraction

n; = 1,9 (couche organique).

Présentation de la cavité compléte

Enfin, il a été décidé de réaliser sur chaque sabBbis épaisseurs de cavité différentes a I'aidme couche
optiguement neutre (réalisée en TiBais recuite de la méme maniére que la couchenksoente pour obtenir
le méme indice de réfraction). En effet, cela vanmstre de caractériser expérimentalement I'eféet @paisseur
de la cavité sur ses propriétés spectrales etaggmti’émission. Il a ainsi été déposées deux @sudkutres

d’'une épaisseur de 5a 10 nm:
Marche 1 Marche 2 Marche 3
f Miroir métallique
— Couche neutre
— Couche luminescente
— Miroir de Bragg

Substrat : lame de Pyrex®

Emission

Figure 3.40. Schéma des échantillons réalisés par le LPCML eLPMCN présentant 3 cavités de
différentes épaisseurs sur un méme substrat que mmmmons marche 1, 2 et 3.
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3.4.2. Augmentation du signal émis dans les modes de laviig

A présent, intéressons nous aux effets d’une cé&alry Pérot sur les propriétés d’émission d'un&EDLTout

d’abord, regardons I'évolution de la puissance émais fonction des propriétés de ces cavités.

Une cavité Fabry Pérot a pour effet de forcer ipSlds a émettre dans certains modes, les modks awité.
Ainsi I'énergie émise normalement dans lass# de I'espace se retrouve confinée dans lemdes de la cavité
défini par I'ordrem, de cette derniére. La puissance émise dans lestidins de ces modes est donc augmentée
par rapport a I'émission d'un ensemble de dipdless ld'une cavité. Ainsi, plus ces modes serontereds
autour d’une direction (c'est-a-dire plus la firéste la cavité est importante) et plus il y aurandijie dans

cette direction :

1 081

1,5 paire de couches

2,5 paires de couches
3,5 paires de couches
4,5 paires de couches

Figure 3.41. Diagramme d’émission en coordonnées polaires derguzavités constituées par un miroir
métallique (R=100 %) et un miroir de Bragg composé de 1,5, 2,5,et 4,5 paires de couches de haut et bas
indice de réfraction. Ces simulations ont été rg&dis pour une émission a 510 nm et une épaisseroubbe
active de 130 nm.

Cependant, une finesse trop importante de cavitdier aussi une dispersion angulaire des différertdes de
la cavité (Benisty 1998 b). L'extraction de la l@mg dans les modes de la cavité est donc amélisgéi’a une

certaine finesse pour laquelle de nombreux modestsmivent piégés dans la structure et ne sontxtaaits.

! La finesse F d’une cavité est définie a partir desfficients de réflexion,Rt R des deux miroirs composant

- _7RR)"

" 1- . A . ",
la cavités : RR, . Elle est directement liée a la largeur spectralespatiale des modes de la cavité.

Plus la finesse sera grande, et plus les modesdéés seront étroits spéctralement et spatialement
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s
oo
o

= /4 5 paires de couches
— 5,5 paires de couches

Figure 3.42. Diagramme d’émission en coordonnées polaires dex dawités constituées par un miroir
métallique (R=96 %) et un miroir de Bragg composé de 4,5 etpfajbes de couches de haut et bas indice de
réfraction. Ces simulations ont été réalisées paoue émission a 500 nm et une épaisseur de coudive ae
132 nm.

Un compromis doit donc étre trouvé entre I'extraictde la lumiére et la dispersion angulaire defmints
modes de la cavité. Cela est d'autant plus critigue le spectre d’émission des dipbles situéméétieur de la
cavité est large. En effet, plus ce spectre egelaplus la dispersion angulaire est importantsidde et al.
(Benisty 1998 b) donne ainsi des régles afin drofger la puissance émise dans les modes extralts cevité

en fonction de la largeur spectrale d’émissiondipéles et de la finesse de la cavité. On remacugeplus la
largeur spectrale de la couche luminescente estdgra&t moins il sera possible d’avoir un diagramme
d’émission directif sans dispersion angulaire. Qedaut poser probléme pour l'intégration des OLEMsda

l'instrument développé au laboratoire du fait dyéaspectre de ces sources.

L'utilisation d’une cavité dans l'instrument dévpf¥ au laboratoire doit donc permettre d’augmeatelensité
de puissance d’excitation au niveau des plots biglees par rapport a une OLED seule, ce qui pempenser

une émission plus faible que les sources inorgasigxternes utilisées actuellement.

Nous n'avons toutefois pas pu caractériser expétimement cet effet de cavité pour les raisonsasiies. Les
échantillons réalisés par le LPCML et le LPMCN af#tpas protégés de I'humidité et de I'oxygéneéitgent
trés peu stables dans le temps. Il était donccdéfide comparer la puissance émise par les différe
échantillons car il nous était impossible de cdetréeur dégradation au cours du temps. De pldsage de
polissage des échantillons a aussi pu dégrades fenformances de fagcon non contrdlable. Les mesyue
seront présentées par la suite seront donc desresegue nous avons normalisées afin de ne pasrprend

compte les différences de puissances émises qui a été impossible de contrdler et de simuler.

3.4.3. Filtrage spectral

Ce paragraphe a pour but d’étudier les effets daawité Fabry Pérot sur les propriétés spectraéanidsion de
dipbles. En effet, nous avons vu gu'il était indispable de filtrer 'émission des sources OLED démpouvoir
les intégrer dans le composant de l'instrument lkb@p& au laboratoire sans pertes de performanais §v
2.3.2).
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Nous allons donc montrer ici, a I'aide des modé&Epriques développés au chapitre 2 et de la éaisation

des échantillons qui ont été réalisés au DIHS etl®CML et LPMCN, qu’une cavité Fabry Pérot permet

— de réduire l'intervalle spectral d’émission desoiigs,
— d'ajuster la longueur d’'onde centrale du ou des gieémission a l'intérieur de l'intervalle spectral
d’émission des dipdles seuls.

Le modele développé a partir des travaux de Berastsl. (Benisty 1998 a) permet de simuler a I fei
diagramme d’émission de dipdles situés a lintéridiune cavité Fabry Pérot pour une longueur d'onde
d’émission donnée, et de calculer le spectre d'sionisde ces mémes dipbles pour un angle d’émiskoné.
Utilisons ce dernier calcul afin d’étudier I'effde ce type de cavité sur les propriétés specteééesission des
OLED.
Considérons des dip6les dont le spectre d’émissiorespond a celui du colorant C500 situé dansnumigice
de TiQ, (voir Figure 3.37). Ce spectre a été mesuré eitaexaine couche de Ti@lopée par le colorant C500 et
déposée par une technique de Dip-Coating sur ustratiten verre. La source utilisée pour excitetecebuche

est une diode UV émettant a 370 nm.

T Spectre d'émission de la Coumarin 500

25+

Signal (enu.a.)

0&-

. +f I 1 1 ]
30 400 450 500 =50 00
Longueur d'onds {en nm}

Figure 3.43.  Spectre d’émission de la Coumarine 500 excitéear3i a I'aide d’'une diode UV TOYODA
et mesuré par un spectrographe a fibre Andor Shakn8R-163.

En introduisant ce spectre dans les calculs dépéb@u chapitre 2, nous sommes alors capablesmidesi

I'effet d’'une cavité Fabry Pérot sur I'émissionehlorant C500.

3.4.3.2Influence de la finesse de la cavité

Intéressons nous ici au resserrement du spectnagiidn du fait de la finesse de la cavité FabmpPé

Soit une cavité Fabry Pérot composée d'un miroitafigue dont on considere le coefficient de réfex

constant (Ry = 0,967), et un miroir de Bragg dont on fait vati&nombreNb de paires de couches de haut et
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bas indice de réfraction afin de modifier la firesle la cavité. Les dipbles situés a l'intérieucdte cavité ont
le spectre d’émission du colorant C500.

On calcule alors que le spectre en sortie du mieiBragg, en fonction du nombre de paires de cidh

composant, est :

(b)
(a) 1
——Nb=2
x 10° 0sr —Nb=3
107 asl ——nb=4
g Sans cavité =
I —nhb=4 o7}
gt —nMb=3 =
——Nb =2 5
~ r o
o = 05F
3 6f @
c S 04f
& 5l e,
= S 03t
c 4l 8
D 02t
B 4|
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2F S . . .
1 8[][] 300 500 600 Too 80
Longueur d'onde (en nm)
950 400 450 500 550 600 650
Longueur d'onde (en nm)
Figure 3.44. (a) : Spectre d’émission d’'une couche luminesceliéeée dans une cavité Fabry Pérot

d’épaisseur optique de 250 nm constituée par umimmétallique de coefficient de réflexion constéRieta =
0,96) et d’'un miroir de Bragg centré sur 500 nm om fait varier le nombre de paires de couche detlet bas
indice. (b) : Profil du coefficient de réflexion duiroir de Bragg suivant le nombre de paires de atms
SiO,/TiO, dont il est constitué.

On remarque alors que :

— plus la finesse de la cavité est importante, et fuspectre d’émission de la cavité est ressem@a
d’une longueur d’'onde,
— plus la finesse de la cavité est importante est pénergie confinée dans le mode de la cavité est

grande.

Nous avons pu caractériser cet effet expérimentbdergrace aux échantillons réalisés par le LPCMleet
LPMCN. En effet, la mesure du spectre de la maicheir Figure 3.40) pour une émission normale édaté

donne :
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Spectre de la marche 1

600 1 ¢ Mesure
Ajustement polynomial
500 Signal 4
d’excitation *

400 -

Sga (enua)

Longueur d'onde (en nm)

Figure 3.45.  Spectre de la marche 1 de notre échantillon pouangle d’émissio® = 0 avec ajustement
polynomial de degré 20 du spectre entre 400 etrBB0OCe spectre est obtenu sur le banc spectro-guétiique
pour un temps d’acquisition de 1000 s et la cagfitexcitée a I'aide d’une diode centré sur 370 nm.

La premiere remarque que I'on peut faire est lelésse du signal mesuré le rendant trés bruité& €ekplique

par :

- le faible angle solide d’émission qu’interceptdiltme du spectrometre,

- lafaible puissance d’émission de nos cavités duéleur faible stabilité dans le temps,

— le recuit de la couche émettrice qui a pu endommégge fluorophores de cette couche rendant la
conversion de lumiére moins efficace,

— I'étape de polissage qui a aussi pu endommagerdehe émettrice.

Nous avons donc décidé d’'ajuster les spectres esufaide d'un polyndme (courbe rouge de la FEQRIAS)

et d'étudier les propriétés de ces cavités a pdetices ajustements polynomiaux. Nous avons adadisé un
ajustement polynomial sur chacun des spectres éeaprés avoir soustrait le signal d’offset mesunéle
domaine 250 — 350 nm ou nous n'avons aucun signdlemcitation ni d’émission. Ces ajustements otdt é
réalisés a partir de polynémes d'ordre 20. Ce degeié choisi comme compromis afin de bien suiese |
évolutions du spectre tout en minimisant les actsfal'un tel ajustement comme par exemple les Bosse

observées vers 420 et 440 nm.

On observe alors sur ce spectre une importantetiédwe I'intervalle spectral d’émission du coler&500 par
rapport a son spectre hors cavité (voir Figure 3.4h calcule que la largeur spectrale d’émissienlal
Coumarine 500 sans cavité est de 'ordre de 20@lons que la largeur spectrale d’émission de lachmi est
de l'ordre de 30 nm. Une cavité Fabry Pérot a doea pour effet de resserrer le spectre d’émisdiena

couche luminescente.

Dans le cas des OLED réalisées par le DIHS quiomé gas situées a l'intérieur d’'une cavité FabryoBéon

n'observe pas de réduction de l'intervalle speati@mission :
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Spectre d'émission des OLEDs réalisées par le DIHS

—— Dopant rouge
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Figure 3.46.  Spectre des deux types d’OLED réalisées par le DHISbleu est représenté le spectre a
partir du matériau luminescent et en rose le spedis OLED réalisées a partir du matériau luminesddq3.

La largeur spectrale d’émission de ces cavitég idmhc importante et est de I'ordre de 150 nm.
Le spectre d’émission de sources OLED simples @st thrge et peut nuire aux performances de limsént
développé au laboratoire (voir § 2.3.2). La rédurctie 'intervalle spectral de ce type de sourcewnde leur

intégration dans le composant de l'instrument estchécessaire.

Enfin, nous avons cherché a simuler le spectreidgan de la marche 1 des échantillons réalisdsP&ML et
LPMCN. Pour cela nous avons simulé le spectre ¢gimn de la cavité décrite sur la Figure 3.36 ésafd
varier I'épaisseur du milieu 3 (milieu ou sont ésues dipdles) afin d'ajuster la simulation auxsores. Nous

obtenons le spectre suivant pour une cavité d'épaisl31,9 nm :

Simulation du spectre d'émission de la Marche 1

e -
—Expérience Marche 1
1 —Simulationd3 =131,9nm
Simulationd3 =131,9+4/- 1,4 nm

o
%)
|

Signal normalisé
o o
= [e)}
‘ ‘

0 T T T T
400 420 440 460 480 500 520 540 560

Longueurd'onde (en nm)

Figure 3.47.  Simulation du spectre d’émission de la marche 1rpme émission normale a la cavité. Le
spectre simulé est celui d'une cavité de 131,9 mpaisseur et d’indice de réfraction de 1,9 ainsieccelui
d’une cavité dont I'épaisseur suit une loi gausseautour de la valeursd= 131,9 nm avec un écart type de 1,4
nm.

On calcule donc qu’'une cavité de 131,9 nm permesineiler le spectre d'émission de la marche 1 d& no

échantillons. On retrouve ainsi la valeur de I'épaur théorique de la cavité que nous avons chéaroéaliser.



Chapitre 3. Etude expérimentale de I'instrumemhetiélisation 186

Toutefois, on remarque que le spectre simulé eghsriarge que celui mesuré. Cela peut s’expliquryne
certaine rugosité de la couche active déposéami@rieur de la cavité. En effet, une telle rugositéait pour
effet d’élargir le pic d’émission de la cavité daitfd’'une épaisseur de cavité variable autour deateur
moyenneds; = 131,9 nm. En simulant cette rugosité a I'aidend’ distribution gaussienne d’écart type de 1,4 nm
de I'épaisseur autour de sa valeur moyedfeon remarque qu'il est possible de retrouver tgdar du pic

d’émission de la cavité. Une telle hypothése eatgiausible.

Cette hypothése est confirmée par les travaux deaBaste (Rabaste 2003) qui a caractérisé la tégdsi
couches de Ti@déposées par Dip coating. Il alors montré quecoeshes ainsi déposées ont une rugosité de

'ordre de 1 nm rms, ordre de grandeur que I'ororete sur notre simulation.

Enfin, on remarque la présence de signal dansrneihe 410 — 460 nm que nous ne simulons pas & |@déd
notre modéle. Nous donnerons dans le paragraptensuine hypothése pour expliquer la présence degoal.

Cependant, cette hypothése n’a pas pu étre cordiaxgérimentalement.

3.4.3.3Influence de I'épaisseur de la cavité

Elle est de deux natures. L'épaisseur de la camtéd’'une part, déterminer le nombre de modes @aisa

cavité et, d’autre part, permettre d'ajuster legleeur d’onde d’émission de ces modes.

Plus I'épaisseur de la cavité est importante, e$ pintervalle spectral entre deux résonancesadealité sera
faible. 1l est alors possible de réaliser des éavfiour lesquelles une ou plusieurs résonancetusatsdans le
domaine spectral d’émission des dipbles situés taeavité créant des sources de lumiéres émaitantou

plusieurs longueurs d’onde distinctes :

4
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7
Sans cavité
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5,
4_

Signal (en u.a.)

gSO 40@ 450 500 550 600 650
Longueur d'onde (en nm)

Figure 3.48.  Simulation des spectres d'émission de la cavitdésmtée a la Figure 3.36 pour une
épaisseur g= 131,9 nm et gI= 1052 nm et une émission normale. Plus la caastéépaisse et plus un nombre
important de résonnances peuvent se trouver dadsrwine d’émission des dipdles situés a I'intéridel cette
derniere.

Cela est par exemple utilisé pour réaliser descesublanches a I'aide du méme matériau émettennixsmnt
trois couleurs d’émission : le bleu, le vert etdeige (Dodabalapur 1996). Cependant, afin d’avoimeilleur

rendement, les sources blanches sont généralerdeligées a l'aide de plusieurs matériaux ou dopdets
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couleurs différentes (Kanno 2005, Jou 2006, Ch@i$ R

Pour notre application, une seule longueur d’orideibsion est nécessaire, c’est pourquoi nous asbeché a

minimiser I'épaisseur de la cavité et choisi ddiséades couches luminescentes d’environ 130 répaisseur.

L'épaisseur de la cavité permet aussi d’ajustgrolsition du pic d’émission de cette derniére. Hatebuivant
cette épaisseur, la relation de résonnance= 2L (1), et donc la longueur d’onde d’émission de la &#avarie.
Ainsi, on observe un décalage vers le rouge deidsion lorsque I'on augmente I'épaisseur de la téaet

inversement si on la diminue :

4
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Figure 3.49. Influence de I'épaisseur de la cavité sur la positdu pic de résonnance et donc de la couleur

d’émission de la cavité. Ces simulations ont étisées pour la cavité représentée sur la Figurg63.une
émission normale et les épaisseurs de caviéslB2, 125 et 140 nm.

L’hypothése pour expliquer la présence de signikefll0 et 460 nm sur les spectres mesurés peastétie la
présence de trous dans la couche luminescenteaedd® d'inhomogénéités dans I'épaisseur de lache. En
effet, en considérant une distribution d’épaiss#ila cavité comprise entre 120 et 132 nm, il essible de
simuler ce signal. Cependant, il nous a été imptessie confirmer cette hypothése, c’est pourquaisnee la
développerons pas ici.

Le décalage du pic d’émission avec I'épaisseuradealité a pu étre caractérisé expérimentalemeémegaux
échantillons réalisés au LPCML et LPMCN. En effes marches réalisées a l'aide d’'une couche neuire

permis de faire varier I'épaisseur de la cavit€atelre de 5 nm par marche. On mesure ainsi :
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Spectre d'émission des marches 1, 2 et 3
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Marche 1 - Simulationd3 =131,9+/-1,4nm
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Figure 3.50.  Spectres d’émission mesurés et simulés des traishesmdes échantillons réalisées au LPCML
et LPMCN pour une émission normale a la cavité.

On observe bien que, plus la cavité est épaissgustson pic d’émission est décalé vers le rollgest, par

ailleurs, possible de simuler ce décalage en augmeleépaisseur de la cavité de quelques nanomeétre

D’autre part, on remarque a nouveau une réductolirdervalle spectral d’émission pour ces troigrohes par

rapport a l'intervalle spectral d’émission de laiclee luminescente sans cavité.

Pic d’émission Epaisseur de la cavité simulée
Longueur d’onde Largeur spectrale a mi- (en nm)
centrale (en nm) hauteur (en nm)
Marche 1 495,9 31,3 131,9
Marche 2 505,9 28,3 134,5
Marche 3 509,4 26,3 136
Sans cavité 500 200
Table 3.4 Longueur d'onde centrale d’émission egéar spectrale a mi-hauteur des résonnances ainsi

que les épaisseurs simulées des marches 1, 2est &ctiantillons réalisés au LPCML et LPMCN.
En jouant sur I'épaisseur de la cavité, il est dpassible d’adapter la longueur d’onde centraléadsource au

domaine spectral voulu, par exemple au domainesdigtion des fluorophores utilisés dans le pro@col

biologique.

3.4.3.4Influence de I'angle d’émission

Enfin, nous avons caractérisé les effets de I'ad@imission sur le spectre de la cavité.

La théorie nous dit que pour satisfaire la relatifendispersion de la cavité Fabry Pérot, la longutonde
d’émission est décalée vers le bleu avec I'angéenission. En effet, pour un angle d’émission irgetled; la
longueur optique de la cavité devignfl) = L(1)*cosfs. Ainsi, on doit observer un décalage de I'émissiers

le bleu en ca% avec I'angle d’émission de la cavité :
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Figure 3.51. Diagramme d’émission simulé de la marche 1 £d131,9 nm) en fonction de la longueur
d’onde d’émission. En noir est représentée la waiade la longueur d’'onde en cosinus de I'angi@iine, i.e.
en cogks.

On remarque donc bien le décalage vers le bleiédesksion. Cependant, ce décalage ne suit pasitfait la loi
en co¥; comme initialement attendu. Cela peut provenir wsations des longueurs de pénétration dans le
miroir de Bragg et le miroir métallique qui ne spias exactement une loi en @psontrairement a une cavité

Fabry Pérot composée de miroirs parfaits.

De nombreuses équipes travaillant sur les caviiésmis en évidence expérimentalement ce phénonfeatada
1993, Dodabalapur 1994 a, Fisher 1995, Dodabal&ap@6é, Dirr 1997, Sun 2005) et ont montré qu'il &tai
d’autant plus important que la différence entrgdeition du pic de résonance a 0° et le pic d'éimissans
cavité est grande (Sun 2005).

Ce décalage vers le bleu avec la direction d’émisest un paramétre important dans notre configurat peut

éventuellement permettre de relacher certainesaiatés sur la directivité et le filtrage de cearses :

— en positionnant la résonance de la cavité a 0° im@an du début du spectre d'absorption des
fluorophores, les directions d’émission pouvantitexcles plots voisins seront hors du spectre
d’'absorption des fluorophores car décalées veldda. Ce signal d'excitation ne pourra alors pas
exciter les plots voisins, ce qui réduit les cantes de directivité dues au phénoméne de diaphotie

c'est-a-dire d’excitation de plusieurs plots ad&d’une seule source d’excitation,

— les directions d’émission de I'OLED pouvant étreigiées par réflexion totale dans la lame de verre
sont celles émises avec un angle important (supéiidangle limite de réflexion totale) et sontndo
fortement décalées vers le bleu. Elles pourronsatre plus facilement filtrées par les filtredisés
en bout de lame par rapport au cas d’'une OLED savité ou le spectre de I'émission couplée dans

la lame est plus proche, voire chevauchant, letspd@&mission des fluorophores utilisés.

Il est par ailleurs possible de limiter ce décalages le bleu de la longueur d’'onde de résonanee Hangle
d’émission. Tokito et al. (Tokito 1996) a montréequpositionnant la longueur d’onde de résonanck davité

a 0° vers les plus basses longueurs d’onde deuaheoluminescente, il était possible de s’affrancla la
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dispersion angulaire des modes (c'est-a-dire adwgiturs d’onde) de la cavité. En effet, le décalagye le bleu
de I'émission est dans ce cas limité par les loagid’onde possibles d’émission de la couche lustielte a
l'intérieur de la cavité. Il obtient ainsi une OLFIssédant une bonne directivité et un spectrét é1r® nm)
sans dispersion des longueurs d’onde plus couetds douche luminescente avec I'angle d’émissiaia @eut

étre une solution intéressante afin d'obtenir desces directives et étroites spectralement.

La caractérisation expérimentale de nos échantilimontre le décalage vers le bleu suivant en fonatie

'angle d’émission :

Evolution de la longueur d'onde du maximum d'émissi on

520 + —e— Marche 1
—— Marche 2
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g — — — — Simulation Marche 1
£ _ 500 — — — = Simualtion Marche 2
g g L — — — — Simulation Marche 3
s € 490 -
S L
o
2.9 480 - . 05
o 0 —
50 470 - . =<
§ © 0 0 : 2 Sln(¢95) S~ :
3 A6;)= 1%, codB,)= A%, cos asi ~ !
S 460 - n, T8 ot
- 2
450 T T T T T ! 1
0 10 20 30 40 50 60

Angle (en 9

Figure 3.52. Evolution de la longueur d’'onde maximale d’émissieec I'angle d’émission de la cavité. Est
aussi représentée la formule théorique permettamtsdivre cette évolution avec un schéma de la &avit
indiquant les notations utilisées’., représente la longueur d’'onde maximale d’émisgionr une émission
normale a la cavitég = 0°).

Nous observons donc bien ce décalage vers le ldelérdhission de la source. Cependant, on remarque a
nouveau que ce décalage est moins important quéattpar la loi en cés. De méme, le décalage mesuré est
moins important que celui simulé sur la Figure 3154s modeles nous permettent donc de prédire calatfe
vers le bleu, mais il le surestime par rapport & données expérimentales. Nous retrouvons, tostefae ce
décalage vers le bleu dépend de la position reladie la résonance de la cavité a 0° par rappompi@au
d’émission de la couche luminescente sans capités:la résonance est éloignée de la longueur é'aedtrale

d’émission de la couche, et plus le décalage eebselu est important (Sun 2005).

En tracant les spectres d’émission mesurés enidondé I'angle d’émission on remarque par ailleurs
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Spectre d'émission de la marche 1 en fonction de I' angle d'émission
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Figure 3.53.  Spectres d’émission en fonction de I'angle d’éraissie la marche 1.
— [I'élargissement spectral de la résonance avec ladg@mission. En effet, plus I'angle d’émission es

important et plus le coefficient de réflexion duroni de Bragg diminue entrainant alors une dimwiti
de la finesse de la cavité et donc un élargissespmttral des résonances de la cavité,

— l'apparition de nouvelles résonances au niveau ldegueurs d'ondes les plus grandes du spectre
d’émission de la couche luminescente sans cavéé.r€&sonances correspondent a des résonances hors
du spectre de la couche luminescente pour une i@mias0°® et, du fait du décalage vers le bleu des
résonances de la cavité avec I'angle d’émissides sk retrouvent a l'intérieur du spectre de lacbe
luminescente sans cavité pour des angles d’émissiportants. Ces résonances peuvent alors étre

observées sur le spectre d’émission de ces cavités.

En conclusion, les modéles nous permettent dediiealer le spectre d’émission de nos cavités pesrahgles

d’émission inférieur a 20°, mais surestiment leadge vers le bleu pour des angles d’émissionipipsrtants.
3.4.4. Amélioration de la directivité

Intéressons nous enfin aux effets d’une cavité y&@rot sur les propriétés spatiales d’émissiomel’couche
luminescente.

3.4.4.1Influence de I'épaisseur de la cavité

L'épaisseur de la cavité, en relation avec les pétgs spectrales de la couche émettrice, va pents :

— déterminer le nombre de modes extrait de la caRiidés cette derniére est épaisse est plus un nombre
important de modes pourront étre extraits de lit&av

— ajuster I'angle d’émission des résonances de laécav
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Figure 3.54. Diagrammes d’émission normalisés en coordonnéeaingsl de la cavité décrit sur la Figure
3.36 pour différentes épaisseurs de cavité et ongueur d’onde d’émission dg,= 510 nm.

On remarque que :

— suivant I'épaisseur de la cavité, il sera possitdeoir une émission normale a la cavité (ici pdye=
136 nm) ou bien une émission centrée sur une dreclonnée. En effet, suivant I'épaisseur de la
cavité, la position des modes de résonance daspalbe de Fourier, c'est-a-dire la direction d’'éimiss
de ces modes, varie,

— pour une épaisseur donnée, plusieurs résonancepassibles a la longueur d'ondg, pour différents
angles d’émissiod. Cela est di au fait que la relation de dispergieria cavité est satisfaite ici pour
deux couples#, 1) avec icil = Aoy fixe. Ainsi, plus I'épaisseur de la cavité est arfante, et plus on

observera un nombre important de résonances adador d'ondée,

3.4.4.2Influence de la finesse de la cavité
La finesse de la cavité va permettre d’avoir urgdienme d’émission plus ou moins directif : pludifesse est
importante, et plus les modes de cavités seroséngss dans une direction donnée.

Ainsi, pour les OLED réalisées par le DIHS qui oatspas a l'intérieur d'une cavité Fabry Pérotqoe I'on

peut considérer comme étant une cavité de finegsdaible, on mesure le diagramme d’émission siiva
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Figure 3.55. (a) : Diagramme d’émission en coordonnées polaimesuré et simulé de 'OLED a base de

dopant rouge réalisée par le DIHS. La longueur dlerd’émission est ici de 680 nm. (b) : structurd’@ED
réalisée par le DIHS et simulée.

On remarque tout d'abord la relative bonne corredpace entre le diagramme d’émission mesuré et celu
simulé. L’émission d’'une OLED sans cavité Fabryd®@eut donc étre considérée comme quasi-Lambegien
Cela confirme le fait qu'il est nécessaire d’amd@iola directivité de ces sources pour les intégtans
l'instrument développé au laboratoire. En effete wource ayant cette émission verra une part ngligaéble

de son énergie couplée dans le composant par igflewtale, limitant fortement les performances de

l'instrument (voir Figure 2.20 (b)).

En utilisant des électrodes métalliques plus épajskserait possible d’augmenter le coefficiemtréflexion de
ces couches et donc de créer des effets de c®atéexemple, une épaisseur d’Argent de 15 nm donne
coefficient de réflexion de I'ordre de 0,65 alongayec une épaisseur de 50 nm on obtient un co=fficde

réflexion de 0,967 entre un milieu d’indice de agéfion de 1,7 et un milieu d'indice de réfractianid

Lorsque que I'on place la couche luminescente daescavité Fabry Pérot (cas des échantillons duMIP€t
LPMCN), on mesure les diagrammes d’émission susva@iette mesure est réalisée en intégrant lesrepect
d’émission mesurés sur une plage de longueur d'dioteée. Afin de ne prendre en compte que la lamgue

d’onde centrale d’émissioly,, on integre ici sur le domaine specttgl +/- 2 nm.
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Figure 3.56. Diagrammes d’émission mesurés et simulés des nmfcReet 3. Les diagrammes d’émission
ont été mesurés pour la longueur d’onde centra@aissionie, de ces cavités. Les simulations ont été réalisées
pour les épaisseurs et longueur d’onde d'émissionnées dans la table 3.4. En vert est représentée u
émission Lambertienne.

On observe donc sur ces diagrammes d’émissionrapertante amélioration de la directivité de la seupar
rapport a une source Lambertienne représentaniitgastnme d’émission d’'une OLED classique. Les éavit
réalisées permettent ainsi d’avoir une émissionpraa dans un cone de demi-angle au sommet dD3d% ce
cas, trés peu de signal d’excitation sera coupiéctiment dans le composant permettant d’obtenbbaime
limite de détection (voir figure 2.20 (d)). En dffee diagramme d’émission de la marche 3 estgréshe d’'un
diagramme d’émission en C6sutilisé lors de I'étude théorique de I'effet duuptage du signal d’excitation

dans la lame sur les performances de l'instrument.

Figure 3.57. Diagramme d’émission de la marche 3 (calculé padr= Je, +/- 2 nm) comparé a un
diagramme d’émission en Césutilisé pour simuler le diagramme d’émission derrses directives dans le
paragraphe 2.3.2.
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On observe, par ailleurs, une relativement bonmeespondance entre les diagrammes d’émission sémaulé

partir du modéle et les données expérimentales.

En effet, pour chacune de trois marches, les diagies d’émission obtenus par la simulation et lgg8&nces
sont compris dans le méme cbne d’émission de degieaau sommet d’environ 30°. De plus, on retroswe
les marches 1 et 2 les résonances a 12 et 8° tegmeent données par les simulations alors quéasmarche 3
on observe uniqguement une résonance pour 0° comnderne la simulation. Ces résonances sont toatefoi
moins marquées sur les données expérimentales quiess simulations. Une hypothése est qu’elles sont
atténuées par une surestimation du signal a Oaidlwé la contribution du signal d’excitation pdas faibles

angles d’émission (la diode d’excitation a une érois dans un cone de demi-angle au sommet de 10°).

On peut donc estimer que le modéle que nous audise permet de bien rendre compte des proprigiétiales
d’émission de cavité. Cela pourra alors nous pdrendans des travaux futurs de dimensionner degisgvus
facilement et d’étudier théoriquement les effetsadie ou telle cavité sur les propriétés d’émisdile dipbles en

vue de l'intégration de ce type de sources dane mostrument.

3.4.4.3Dispersion angulaire des modes de la cavité

Enfin, nous avons évoqué au paragraphe 3.4.2 pedi®n angulaire des différents modes de la ciuis§ue la
finesse de cette derniére devient trop importargewis de la largeur spectrale des dipdles siduBsitérieur
de la cavité. En effet, le diagramme d’émissionnd’'cavité dépend aussi de sa longueur d’'onde dsémnis
Afin de satisfaire les conditions de résonnancesladeavité pour différentes longueurs d'onde, llang

d’émission de ces longueurs d’onde varie :

(b)

b —
= {85 ]
= =

0zl
0]

Aem= 510 nm
Aem= 500 nm
Aem= 490 nm
Aem= 480 nm

Figure 3.58. Evolution du diagramme d’émission simulé de la rhar8 pour différentes longueurs d’onde
d’émission : 480, 490, 500 et 510 nm. Le diagrandié@enission (a) correspond a un miroir de Bragg d& 3
paires de couches et le diagramme d’émission (bespond a un miroir de Bragg de 4,5 paires de ¢tmsc

Plus la finesse de la cavité est importante et lesieffets chromatiques seront importants car uwhagode sera
resserré dans une direction donnée. Cet effetdSamant plus génant que le spectre d’émissionadeoliche
luminescente est large. En effet, plus de longuelmsde pourront étre excitées et donc étre digesrs
angulairement par la cavité. De plus, chaque longd®nde n’excite pas de la méme maniére un flplooe
donnée. Pour que chaque événement de reconnaissalé&milaire sur un plot biologique donné contrideda
méme maniere au signal de fluorescence, il est dénessaire d’avoir une source d’excitation ayanspectre
d’émission invariable avec l'angle d’émission. bus faut donc minimiser cette dispersion angulaies

longueurs d’onde d’excitation pour nos applications
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Ce probleme se pose pour les OLED qui ont un spetémission large (voir Figure 3.43 et Figure 3.4
effet, on mesure un décalage vers le bleu nongesglie de I'émission des échantillons réalisés RONIL et

LPMCN ce qui équivaut a une dispersion angulaiediférentes longueurs d’onde de la couche luncimete.

Afin d’avoir un diagramme d’émission le plus diiégossible et ce sans dispersion angulaire ddérdiites
résonnances de la cavité, il est donc nécessairehdisir une couche luminescente présentant letrgpec

d’émission le plus étroit possible.

3.4.5. Effet d’'une cavité Fabry Pérot sur les propriétés temission d’'une OLED -

Conclusions

La réalisation d’'OLED par le département DIHS duAS&renoble nous a, dans un premier temps, permis :

— de tester le fonctionnement d’'OLED pompées élantnaent et de réaliser un démonstrateur de sources
sur substrat en verre pour le projet,
— dillustrer le besoin de réduire la largeur spdetdiémission et d’améliorer la directivité de sesirces

en vue de leur utilisation pour le projet.

Les mesures effectuées sur les cavités Fabry Réatisée au LPCML et LPMCN nous ont ensuite permheis

caractériser les effets d’une telle cavité sur i&gion d’'OLED :

— laréduction de la largeur spectrale d’émissiofoection de la finesse de la cavité,
— l'ajustement possible de la longueur d’'onde d’émissivec I'épaisseur de la cavité,
— l'amélioration de la directivité de la source endbion de la finesse de la cavité,

— le décalage vers le bleu du spectre de la sourfenetion de I'angle de I'angle d’émission.

Ces cavités ne nous ont cependant pas permis deté&aser une augmentation du signal a l'intérideileurs
résonances, effet important d’une cavité Fabry tP&noles propriétés d’émission de dipbles. Entelefragilité
des couches déposées et leur trop faible rendemembus ont pas permis d’effectuer des mesureditpiaes

entre les différents échantillons testés avecret savité.

La bonne correspondance de ces mesures avec ldatsims réalisées a partir des modeles décridapire 2
nous permet de valider une approche théorique @adé des performances de l'instrument développé au
laboratoire en fonction des caractéristiques opsqd'une cavité Fabry Pérot simulées par ces madiieus
allons donc, dans le paragraphe suivant, regardies propriétés des cavités Fabry Pérot réaliagdsPCML et

LPMCN peuvent étre intégrées a l'instrument sandéériorer les performances.

3.4.5.1Analyse des propriétés des cavités réalisées supdeformances de l'instrument
Pour cette analyse, nous reprenons le travail pi&sau paragraphe 2.3.2et insérons dans nos cadézsils
propriétés des cavités que nous avons mesurées.

Tout d’abord regardons I'effet de la directivitésdeavités réalisées au LPCML et LPMCN sur les perémces
de détection de notre instrument du fait de I'éalge direct du détecteur par la source d’excitafiair §
2.3.2.4).

Considérons les diagrammes d’émission simulés deshes 1, 2 et 3 de nos échantillons et calculens |



Chapitre 3. Etude expérimentale de I'instrumemhetiélisation 197

coefficienty définit par I'équation 2.14 :

Marche 1 Marche 2 Marche 3 cos
Coefficienty 0,0915 0,0914 0,0918 0,0038
Table 3.5 Coefficient gamma calculé pour les diagrees d’émission simulés des trois marches des

échantillons réalisés par le LPCML et le LPMCN etpun diagramme d’émission en 3@s
On remarque que ce coefficient est bien plus ingmbrpour les diagrammes d’émission des cavitésngus

avons caractérisées par rapport a celui d’'un diagra d’émission suivant la loi c#s En effet, les diagrammes
d’émission des marches 1, 2 et 3 ont une résonarser5° ce qui entraine qu’une part bien plus marde de
signal est couplée par réflexion totale dans lael@ar rapport & une source dont le diagramme d&onisuit la
loi cos6.

Pour une source ayant un diagramme d’émissioniglenti celui de la marche 1 et ayant un spectmid&on
d'une OLED basée sur le matériau Algoir Figure 2.17 b), il est alors nécessaireitteef en émission et en
excitation avec des taux de réjection supérieur0d 4fin d’obtenir des performances de détection de 1

molécule/um? ;

o 0,0
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Figure 3.59. Rapport signal sur bruit (SNR) obtenu a I'aide dagdlamme d’émission de la marche 1 et ce
suivant le taux de réjection du filtrage utilisé @mission et en excitation pour une détection delEcule/um32.

On remarque que les diagrammes d’émission desésavibry Pérot que nous avons caractérisées n@aont
suffisamment directifs pour avoir de bonnes perfomoes sur I'instrument développé au laboratoire effet,
leur résonance vers 75° nuit fortement aux perfocaa de I'instrument. Il est donc nécessaire disegades
cavités n'ayant pas de résonances pour des angiéseurs a I'angle limite de réflexion totale iatérieur de la

lame de verre.

Pour la méme cavité que la marche 1 mais compdaaerdroir de Bragg constitué de 4,5 paires de bescon

trouve cette fois :

(a) (b)
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Figure 3.60.  (a) : Diagramme d’émission d’une cavité identiquia @anarche 1 mais composé d’un miroir de
Bragg constitué de 4,5 paire de couches de habagtindice de réfraction. (b) : Rapport signal sunit SNR)
obtenu a 'aide de ce diagramme d’émission et deast le taux de réjection du filtrage utilisé emiésion et en
excitation pour une détection de 1 molécule/pumz2.

Une telle cavité permettrait donc de relacher queslpeu les contraintes de filtrage en émissiom etxeitation

et nécessiterait des taux de réjection de I'ordrel@. Cependant la résonnance vers 60° nuit toujouxs au
performances de linstrument. Les filtres utiliséstuellement en émission, d’un taux de réjection1Gé
pourraient toutefois suffire, et il faudrait rédusuffisamment l'intervalle spectral d’émissionldesource pour

avoir I'équivalent d’un taux de réjection en extia de 1C.

Au niveau de la réduction de l'intervalle spectiab sources par les cavités Fabry Pérot, il estdifficile de
quantifier le gain. En effet, il aurait fallu résdr des sources dont le spectre d’émission pertegtitér les
fluorophores Cy3 utilisés dans l'instrument afinmtuvoir le comparer avec les filtres actuellemdilisés. De
plus, les mesures que nous avons effectuées sgnbtuitées pour pouvoir évaluer le taux de répectie la
cavité dans un domaine spectral donné, c'est-ardpeesentant le domaine de transmission d’unefién
émission ou en excitation. Nous pouvons cependaetqllil sera nécessaire de réaliser des cavég9lus
planes possibles afin d'éviter tout élargissememtsgectre et la présence de signal hors de lanésoae

principale de la cavité comme c’est le cas suréubsntillons.

Enfin, nous n’avons pas eu le temps d’évaluerllierfice de la dispersion angulaire des modes davigcsur
les performances de l'instrument. Toutefois, étininée que cette dispersion nuit a la directivibdbale de la
source, nous pouvons déja dire qu'il sera nécessi@rtrouver des matériaux luminescents ayantdetisple

plus étroit possible afin de limiter au maximumteetispersion.



Conclusions genérales

Le travail présenté dans ce mémoire s'est artiau®dur du domaine des biocapteurs a fluorescenae Ipo
détection d’agents pathogénes hors laboratoirearfirgd’un instrument développé au laboratoiretrévail de
thése a consisté a rechercher les possibilitésimiatarisation du dispositif par I'étude des posids d'intégrer
les sources d’excitation directement dans le commmtode I'instrument. Pour cela, les sources orgssgie type

OLED, de par leurs avantages vis-a-vis des soumoeganiques, ont été choisies pour étre intégrées.

Toutefois, une étude théorique des performancémdiument en fonction des propriétés spectratespatiales
d’émission des sources OLED a montré qu'il étaitesSaire de modifier leurs propriétés d’émissian af
d’'atteindre des sensibilités de détection accepsapbur les applications visées. De plus, la candigon de
linstrument utilisant le composant comme collectelu signal de fluorescence nous a poussé a étletier
interactions en champ proche d’un fluorophore aweenilieu stratifié afin de définir une structurermettant

I'intégration des sources d’excitation et la caedu signal dans le méme composant.

Le travail de thése a donc consisté a étudier leprigtés d’émission d'un dipble en fonction de son
environnement afin de définir des structures petanét’intégration de sources d’excitation de typeED et la
collecte du signal de fluorescence dans le mémeposamt. Une structure commune, la cavité asymétrigu
alors été définie afin de pouvoir modéliser a les fles propriétés d’émission de sources OLED ajps le
phénomene de couplage de la fluorescence dansriposant. A partir de travaux présentés dans kxdittire,
nous avons donc développé plusieurs modéles thésripermettant de modéliser 'émission de dipitegsa
l'intérieur d’'une cavité asymétriques quelconqued&n connaitre les différentes voies de relaxatomn

I'énergie.

Dans un premier temps, nous avons cherché a détarras effets d’'une couche mince de fort indice de
réfraction sur la collecte de la fluorescence dansomposant. En effet, plusieurs équipes utiligmttelles
couches afin de collecter le signal de différertaspbiologiques et le guider en bout de composans un
détecteur résolu spatialement. L'utilisation d’aelke couche nous a donc paru étre une solutiondeficonfiner
le signal de fluorescence en surface de composaxih& éviter les interactions avec les structules sources

intégrées sur la face opposée.

Bien que les modeéles théoriques nous ont permisaigrer qu’une telle couche permettait de créeraleelles
voies de relaxation de I'énergie pour les dipOiages a l'interface du composant, nous avons calquke trés
peu d'énergie pouvait y étre confinée en compana® celle couplée dans le guide épais. La rémisate

plusieurs lames de verre possédant une couche médert indice de réfraction a leur surface nowsnauite
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permis de caractériser expérimentalement les effetse telle couche mince et de confirmer nos tésil
théoriques. Nous avons ainsi montré que suivapti&seur optique de cette couche, il est possiblaéliorer
la quantité de signal couplé dans le composanteoutduisant le volume de mesure et donc la daioin des
signaux non spécifiques provenant du volume dén#iétillon testé. Une couche mince de Nitrure diei8ih de
200 nm d’épaisseur et d'indice de réfraction dery@s a par exemple permis d’améliorer d’'un factiux le

rapport signal sur bruit en bout de lame.

Les expériences en champ proche réalisées suames lont confirmé que trés peu de signal étaitimdmfans
les couches minces. Ce résultat, important podoieaine des biocapteurs, montre que les instrunugifitint
des guides d’'onde afin de collecter le signal deréscence des plots biologiques ne peuvent attettelbonnes
performances. En effet, trés peu de signal spéefiest, d'une part, collecté par ces guides d'atde’autre
part, le signal couplé dans I'ensemble de la lagtéribre fortement le contraste en bout de lamsamtiiainsi au
rapport signal sur bruit de I'instrument. Cela n@udonc permis de conforter I'intérét de la configion de
l'instrument développé au laboratoire qui déteademble des signaux couplés dans la couche mindans

le composant et qui utilise un balayage discretdifé&rents plots biologiques afin de dissocier Isignal.

Une suite intéressante a ces travaux serait de& @'siutres types de couches minces de caraoggistioptiques
proches de celles du Nitrure de Silicium mais prtssg une autofluorescence plus faible afin de wlirei
encore le bruit sur les mesures. Une couche @©sTpourrait étre un candidat intéressant. Par aslela
recherche d’'une chimie de greffage adaptée a cdérimax doit aussi étre menée afin davoir les m&me
performances pour les réactions biologiques quedsuverre simple pour lequel la chimie de greffage
optimisée. Une étude plus poussée de la dépendanceuplage de la fluorescence selon I'altitude dipéles
pourrait aussi apporter des informations imporstecomprendre les différences existantes erdgredanées
expérimentales et théoriques que nous avons oleserkzéfin, une couche mince de fort indice de ofifsa ne
permettant pas de confiner le signal en surfaceodgosant, une autre solution doit étre trouvée i limiter
les interactions entre le signal de fluorescenclesstructures des sources intégrées dans laofgmesée du

composant.

La seconde partie du travail présenté dans ce méraatonsisté a rechercher des solutions afinédjner les
sources d’excitation dans le composant du biocapRaur cela, les sources organiques, de parsieylicité

structurelle, la possibilité de les réaliser sus gigbstrats en verre ou plastique, et leurs petsritiibles codts de
fabrication ont été choisies pour cette intégratidne étude expérimentale de ces sources couplge analyse
systeme de notre chaine de détection a permis tteere@ avant les optimisations nécessaires de fgopriétés
d’émission pour leur intégration. Une solution kasér I'utilisation de cavités Fabry Pérot afin amtroler

leurs propriétés spectrales et spatiales a alérpréposée. Une série d’expériences et de modétisasur des
sources organiques placées a l'intérieur de c&etiy Pérot a permis de montrer la faisabilitétédgner ce type
de sources dans notre instrument grace aux costd@deurs propriétés d’émission. En effet, cestéawnous
ont permis de fortement réduire le spectre d’émissie couches luminescentes organiques<(30 nm), de

faire varier leur longueur d’onde d’émission, etlelerendre directives!g = 30°).

Cependant, le spectre large des sources orgaregiiesne une dispersion angulaire des résonancksadwité
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qui se caractérise par un décalage vers le bleu largle d’émission et I'apparition de nouvellé&sonances a
des longueurs d’'ondes plus grandes. Afin de rédigte dispersion pouvant entrainer un couplagsigial
directement dans la lame et donc nuire a la sditsibiu systeme, il serait donc intéressant deiooet ces
travaux sur des sources dont le spectre d’émisssbmoins large. Pour cela, nous avons identifg@sieirces
dérivant des OLED et dénommeées les "QdotLEDs" (82#2), dont le fonctionnement est similaire aux OLE
excepté que la couche émettrice est remplacéeesavaltes quantiques émettrices de lumiére. Lestageas de
ces sources vis-a-vis de notre application sorelps présentent naturellement un spectre étraledtes bons
rendements quantiques. Plusieurs études ont mqueé&e type de source située dans des cavités Paiboy
pouvait permettre de contréler encore plus finenkerspectre d’excitation, d’obtenir de meilleureedtivités
tout en minimisant la dispersion angulaire desnmasoes de la cavité, et d’avoir des puissancesitaion plus
importantes qu'avec des OLEDs classiques (Sung ,2B@6vi¢c 2007). Ce type de sources pourrait alors
présenter de nombreux avantages pour l'intégrateta détection optique dans les biocapteurs adheence

de part leurs propriétés spectrales adaptées ablepnes inhérents a la détection d’un signal derélscence.

Enfin, I'étude des possibilités d'intégrer un déteic optique directement sur la face de sortieadarhe de verre
est une suite envisageable a ce travail de théseafréaliser un dispositif entierement intégrétt€intégration
pourrait par exemple se faire a l'aide de photoelfodrganiques dont le fonctionnement s’apparente au

phénomeéne inverse d’émission de photons par le<DGLE

En conclusion, cette thése a permis de conforietétét de la configuration de l'instrument dévelépau
laboratoire par rapport aux autres dispositifs gmé&s dans la littérature qui sont généralemenhsnaibustes
ou qui présentent des faibles sensibilités de détedJn balayage discret des différents plotsdgajues et la
collecte du signal de fluorescence dans le compasanblent en effet étre un trés bon compromis péaiiser
des dispositifs sensibles, robustes et compactli3x nous avons montré l'intérét des sourcesniqgas de
type OLED pour la miniaturisation des biocapteuggtiques afin de réaliser des dispositifs facilement
transportables et utilisables en extérieur. Leshrenx avantages de ces sources et leur maturiédigique
en font aujourd’hui des candidates solides poumdmbreuses applications optiques dans le domaise de

biotechnologies.



Annexe A. Description des bancs de

mesures

Cette annexe a pour but de décrire le matérielabpoles de mesures utilisés pour les trois beaasesure qui

ont été mis au point au cours du travail de théseet le principe e été présenté au chapitre 3.

A.1l. Le banc microscope

A.1.1. Présentation du banc de mesure
Le banc microscope a pour but de comparer la dellet le guidage des signaux de fluorescence ds plo
biologiques suivant le composant sur lesquelitg situés.

Il est composé d'une voie de référence permettamodmaliser les niveaux de fluorescence des diftérplots,

et d’'une voie analogue au principe de détectiotirdgrument développé au laboratoire :
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—— Caméra CCD refroidie

servant de voie d’excitation et de

> Microscope a épi-fluorescence
référence

Boitier d'acquisition des
mesures

Détecteur en bout de lame

(Photomulitiplicateur)

recouverte ou non d’'une couche
mince de fort indice de réfraction)

——
~— Composant testé (lame de verre

Platine de translation deux axes XY

Figure A.1. Photographie du banc de mesure micrpsdel qu'il a été monté et utilisé au cours dw#id
de thése.

A.1.2. Matériel

Le microscope a épi-fluorescence est réalisé arpdittn microscope a épi-fluorescence BX51M de chez
Olympus et est équipé :
— d'une lampe Halogéne (Olympus Optical AXLH100) duré lampe a Mercure HBO100 suivant la
puissance du signal d’excitation désirée,
— d'un objectif Olympus x5 (ouvert a 0,15) ou x10\ert a 0,30),
— d'un cube équipé de filtres adaptés aux fluorophamganiques Cy3 (Olympus Cy3 U-M41007A,
C10833).
— d'une caméra CCD Andor DV438, avec une carte d'sitipn PCI CCI-010 afin d’acquérir sur un
ordinateur les mesures des signaux de fluoresamileetés par le microscope.

Un photomultiplicateur analogique Hamamatsu H82@%4t placé en bout de lame. La caractérisationede
détecteur a été realisée pendant le travail dedBiplde Recherche Technologique de Damien Du Baugdie
Bouétiez 2006) et la relation permettant de remoatenombre de photo-événements NPhe en fonctida de

tension de sortie Vout et de la tension de gairapigliquée au détecteur est :
— -7
Npne = 40V, IV, Eq. AL,

L'acquisition de la tension de sortie du photonmlitateur est effectuée grace a [l'utilisation d’baoitier

d’acquisition analogique USB Measurement CompufdD-1208FS ayant une résolution de 12 bits et une
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cadence d’acquisition de 50 kB/s.

Deux filtres d’émission ont été positionnés devantiétecteur afin de filtrer le signal d’excitatioBes filtres
sont un filtre coloré passe-haut OG570 (Schotrefiltre interférentiel 595AF60 (Omega Optical)nte sur
595 nm et large de 60 nm. Ce sont les deux filtiilssés habituellement dans l'instrument développg

laboratoire.

Une platine deux axes XY Prior 1600 est utiliséa dE faire varier la position de la lame de verae rapport

au spot d’excitation.

Enfin, une photodiode TAOS (TSL250-R) couplée a dassité optique (D = 3) est utilisée pour conitréde

puissance du signal d’excitation au cours des rassur

Le fonctionnement de ce banc (acquisition des image épi-fluorescence, acquisition du signal ent loeu
lame, déplacement de la platine et contréle derlaion d’excitation) est contrdlé a partir d’un gnamme écrit
dans le langage Visual Basic .6.

Par ailleurs, une étude des incertitudes de mesuété effectuée sur ce banc et a permis de daustques

regles de mesures :

- plus nous effectuons un nombre important d'acquisst par le boitier USB de la tension du
photomultiplicateur et plus I'incertitude sur cetiggsion diminue. Nous avons par ailleurs montréwqu
dela de 800 acquisitions, le bruit de mesure neéndienplus. Nous effectuerons donc systématiquement
I'acquisition de 800 mesures par le boitier USBtdomconsidérera la moyenne pour chaque mesure de
la tension du photomultiplicateur.

- afin de s’affranchir de la rémanence du photomiidapeur utilisé, il est nécessaire de déplaceplat
d’excitation vers une zone non fluorescente entnaxdnesures et de limiter I'exposition continue du
photomultiplicateur a une source lumineuse,

- laccélération de la platine de déplacement doé &tinimale afin d’avoir une bonne reproductibilité

positionnement.

A.1.3. Protocole de mesure

Le protocole de mesure utilisé a été fait I'objaing automatisation sous programme Visual BasicCé.

protocole, pour chaque plot fluorescent d’un coraptsest le suivant :

— acquisition de 800 mesures de la tension du phdtimpieateur dont on considére par la suite la
moyenne et I'écart type,

- acquisition de 5 images en épi-fluorescence,

— acquisition de 800 mesures de la tension de leopade contrélant la stabilité du signal d’excibati

— acquisition de 800 mesures de la tension du phdtgiicateur pour une position du spot d’excitation
juste a c6té du plot fluorescent afin de mesudfsét sur nos mesures di au signal d’excitatiora ou

d’'autres sources de lumiére parasite (par exerfg@eah d'ordinateur).

L'analyse des images en épi-fluorescence est étakivec le logiciel de traitement d'image ImagedtteC

analyse consiste a définir deux régions d’intéréb@rant la région fluorescente que I'on désireurerset une
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région non fluorescente a l'intérieur du spot diat@n représentant I'offset sur nos mesures (Faure A.2).
L'intégration du signal dans la région d'intérétdrrigée par la moyenne du signal dans la régiamtétét 2

ramenée au nombre de pixels de la région 1 perdorst@avoir accés au signal spécifique du plobfescent.

Région d'intérét 1 :

signal du plot

Région d'intérét 2 :

sianal d’offse

Figure A.2. Image d'un plot fluorescent acquis enf&iorescence et représentation des régions éféts
utilisées pour le calcul du signal de fluoresceatéu signal d'offset.

Nous corrigeons alors pour chaque plot fluoreskesignal mesuré en bout de lame suivant la formule

épi exci
Sref x ref

M iépi _ Oiépi M iexci

S = (M . —OiPM)x Eq. A2,
ou S représente le signal spécifique du plddi;™ et O,"™ sont les moyennes des 800 mesures de la tension du
photomultiplicateur pour le plot fluorescent etflaet respectivementy” et O sont respectivement les

signaux de la région d'intérét 1 et 2 (ramené ambre de pixels de la région 1) des images acqeseipi-
exci épi
fluorescenceM® le signal moyen d’excitation, et et '®" sont des valeurs arbitraires prises comme

référence pour les signaux d’excitation et d’épofescence respectivement.

Gréace a ce protocole de mesure et de dépouilledemntésultats, il est alors possible de compaeéfidacité de

la collecte de fluorescence et de son guidageftigehts composants entre eux.
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A.2. Banc Champ proche

A.2.1. Présentation du banc de mesure
Le but de ce banc de mesure est de pouvoir melsurépartition d’énergie dans la lame de verre'@taluer le
confinement du signal dans la couche mince deihdidge de réfraction située a la surface de cedtaidre.

Ce banc utilise un spectrographe a fibre afin decr le signal en bout de lame ainsi qu’une \dg8aéférence

afin de pouvoir normaliser les niveaux de signal glets fluorescents entre eux.

. Mesureur de
Lame a Puissance

caractériser /
Filtre

Plot fluorescen tre
d’émission

Mouvement de la / 1/ \ Laser HeNe
fibre suivant la / \
Lame séparatrice

tranche de la lame
Caméra 0/30

‘II.
CCD

Spectrographe
a fibre

Figure A.3. Schéma du banc "champ proche". Ce leshconstitué d'un laser comme source d’excitation,
d’'un systéme d'imagerie normal au substrat et daysteme de mesure en champ proche en sortie de lame
résolue spectralement.

A.2.2. Matériel

Le dispositif d’excitation des plots fluorescenss @mposé :
— d'un laser Hélium Néon Melles Griot 05-LGP-193, titanlongueur d’onde d’émission éstxc = 543,5
nm et la puissance maximale Pmax =5 mW,

— d'un mesureur de puissance Anristu, Optical Handwd? Meter ML9002A, afin de contréler la

puissance du laser.

Deux systemes de collection sont utilisés, I'unnmara la lame de verre qui nous sert de voie dereate, et

l'autre en bout de lame afin de mesurer la répamtitie I'énergie selon la tranche de la lame.
Le systeme d’'imagerie positionné perpendiculairdraersubstrat est composé :
— d'une caméra CCD Hi-Sis 23E de EuroPixel,
— d'un objectif Canon : f = 50 mm, 1 : 1.2 et d’'ebjectif Computar : f = 25 mm, 1 : 1.4 montés en
doublet afin d’obtenir un grandissement de 2,

— d'unfiltre coloré passe haut BA590 (Schott) pasitié entre les deux objectifs du doublet.
Le systéme de collection en bout de lame est, quant constitué :

— d'un spectrographe a fibre refroidie ANDOR Shamr8€163 (SR163-GRT-0300-0500) possédant un
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réseau de 300 L/mm et une fente de 100 um x 3 ntt-8.T-0100-3) pour une résolution de 0,5 nm
sur une plage de longueur d’'onde de 350 a 750 nm,

— d'une fibre optique monomode de 8 um de cceur,

— d'un platine de translation motorisée Newport MFA26 possédant une résolution de mouvement de

100 nm sur une course de 25 mm afin de dépladdré&aselon la tranche de la lame.

Enfin, la lame de verre est montée sur deux platie translation manuelles en configuration XZ afe
pouvoir aisément faire correspondre la positiorsplot d’excitation du laser qui est fixe avec laipms du plot

fluorescent sur la lame.

A.2.3. Protocole de mesure

Les mesures réalisées sur ce banc ont été menéemdaiére suivante :
Pour chaque position de fibre en face de la lamacguiert :

- b5 spectres a I'aide du spectrographe a fibre,

- b5images a l'aide de la caméra.

Le pas de déplacement de la fibre face a la lamneee40 um et est réalisé grace a la platine afeslation

motorisé.

Les mesures réalisées a l'aide de la caméra s@uudi€es d’'une maniére analogue a celle décritar pes

mesures en épi-fluorescence du banc microscope§vail.3).

Une moyenne des 5 spectres acquis pour chaquéopodé la fibre est ensuite réalisée. On y soustters le
signal d'offset mesuré sur un domaine ne perceniasignal de fluorescence ni signal d’excitatiolest-a-dire,
pour nos expériences, sur le domaine 300 — 5000mTintegre ensuite les spectres obtenus sur le idenda

transmission du filtre en émission actuellemertsétidans l'instrument développé au laboratoire.

Du fait de la taille de la fibre vis-a-vis de laillea des couches minces a caractériser, une méthede
déconvolution est ensuite effectuée afin de remanta répartition de I'énergie dans la lame. Cetéghode de
déconvolution consiste a considérer chaque poirsoetie de lame comme une source ponctuelle éniettans
un angle solide défini par I'ouverture numérique semtie de couche mince ou en sortie de lame suisan

position. Cette méthode est détaillée dans le tleaPi(§ 2.3.4.4) et peut se résumé sur le schéivars :
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Figure A.4. lllustration de la méthode déconvolnteffectuée afin de remonter a I'énergie confinaesd

la couche de Nitrure et celle guidé dans la lamevdae. I'N et I'v représentent les intensités nmaaies
mesurées par la fibre face a la couche mince deubditet face a la lame de verre et IN et v reprdsnt les
intensités totales (intégrées sur leurs anglesdssli d’émission) de I'émission de chacune des ssurce
ponctuelles situées respectivement a la sorti@@eliche de Nitrure et de la lame de verre.

L’ouverture numérique en sortie de la couche deuNdtest définie & partir de la relation donnaatVerture
numérique d’une guide plan symétrique a saut cCimdie réfraction :

ON.=,n%_  -n? Eq.A.3

coeur gaine

oU Neur€st ici l'indice de réfraction de la couche dertiieé (1, = 1,95 ou 2,2) @tgaine = Nz 0U Ns. Dans ces deux
cas, I'ouverture numérique du guide de Nitrureseigtérieure a un et donc on peut considérer quasisom des

sources en sortie de la couche mince se fait danset demi-espace soit dans un angle soliderds.2

L'ouverture numérique de la lame est définie, quaalie, a partir de I'angle limite de réflexiondle . entre la
lame (milieu 5) est le milieu 3 :

. n (T Eq. A4
8, = arcsin — sw(— - ecj a
2

Ns

Etant donné ques = 1,33n., = 1 etns = 1,51 (voir Figure A.5), on trouve qég. = 45,6° soit un angle solide

d’émission de 1,9 sr.
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N3 = 1,33 —

' ”; Détecteur
Lame de verre 0 ~a &
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\everre

Figure A.5. Schéma représentant les deux milietg&riexrs a considérer lors de la propagation de la
lumiere dans la lame de verre d’une part, et d’aytart lors de la sortie du signal vers le détecteu

Enfin, la fibre étant ouverte a 0,22, son anglésad'acceptance est de 0,12 sr.

A.3. Banc Spectrogoniometre

A.3.1. Présentation de banc de mesure

Le principe de ce banc de mesure est de mesuspeldre d’émission de sources de lumiére (OLEDawitée
Fabry Pérot) en fonction de leur angle d’émission.

Le schéma de ce banc de mesure est le suivant :

Vue de dessus Diode de positionnement
diaphragmée placée sur l'axe

Platine de rotatiodne rotation de la platine

I Objectif de
] ] manuetie microscope X10
Platines de translation Filtre
motorisées d'émission /
/™ B\
®® v
- G e e = —
oo LD
>
X
y Spectro
/ ‘ Echantillon aranhq Fibre
optique
Diode UV Filtre Diaphragme
(470 nm) d'excitation
Figure A.6.

Schéma de principe du banc de mesumecto-goniométrique” développé pour la
caractérisation des effets d’une cavité Fabry P&uatles propriétés d’émission d’'une OLED. Ce baomposé

d’'un goniomeétre et d’'un spectrométre a fibre perdetaractériser a la fois les propriétés spectriepatiale
d’émission des échantillons testés.
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A.3.2. Matériel

Le dispositif d’excitation des échantillons est gmsé :

d'une diode d'excitation UV TOYODA centré a 370 mtnémettant dans un céne de demi angle au
sommet de 20. Cette diode est alimentée avec usmiede 5V et est mise en série avec une résestanc
de 180 Ohm,

un filtre d'excitation interférentiel : 330WB80 (egr optical),

d’'un diaphragme de 5 mm de diameétre afin de défing zone d’excitation plus petite que la largeur
des marches de nos échantillons,

d'un générateur de courant Elc AL991s pour l'alitagan de la diode. Ce générateur a aussi étéaitili
directement pour exciter les OLED pompées élaattigent réalisées par le DIHS lors de leur

caractérisation.

Ce dispositif d’excitation est positionné sur dglatines de translation motorisées Newport MFA254iG de

permettre de déplacer I'échantillon et I'axe optigle la diode d’excitation au niveau de I'axe dation.

La platine de rotation utilisée est une platine uadle Newport M-UTR46S au centre de laquelle a été

positionnée une diode verte de faible puissancedafipouvoir situé I'axe de rotation de la platine.

Enfin, le systeme de collection de la lumiére eshposé :

d’'un bras déporté X29 fixe par rapport a la platieeotation. Cet axe peut donc tourner autourade |

de rotation de la platine afin de collecter la larei émise par I'échantillon et ce en fonction de so

angle d’émission,

d’un filtre d'émission passe haut de longueur déohel coupure de 400 nm : XF3097 (Schott),

d’'un objectif de microscope Olympus x10 0.30, UMMBaqui permet de focaliser la lumiéere collectée
dans la fibre optique du spectrographe,

d’une fibre optique multimode de diameétre de coeut2b um

d’'un spectrographe a fibre refroidi ANDOR Shamr@&R-163 (SR163-GRT-0300-0500) possédant un
réseau de 300 L/mm et une fente de 100 um x 3 nt-8.T-0100-3) pour une résolution de 0,5 nm

sur une plage de longueur d’'onde de 350 a 750 nm.

A.3.3. Protocole de mesure

Afin de mesurer précisément le diagramme d'émisd®r'échantillon, il est nécessaire que ce dersdr

positionné exactement sur l'axe de rotation de l&ing de rotation, que le spot d'excitation inbgrte

I'échantillon au niveau de cet axe de rotationqe le dispositif de collection de la lumiére (aliede

microscope et fibre optique) soit toujours poinéésvce méme axe.

Tout d’abord, la réalisation mécanique de notrectfait que les éléments de collection de la lumjgstent

systématiquement I'axe de rotation de la platine.

D’autre part, nous avons placé, par conception méue, une diode électroluminescente sur I'axeotigtion de

la platine afin de pouvoir y positionner précisémeotre échantillon grace aux deux platines destedions

motorisées. En effet, 'ombre de I'échantillon @ggar la diode nous permet de situer I'axe deiostade la
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platine et donc d'y positionner notre échantillenif Figure A.7).

a) Mauvais positionnement b) Bon positionnement Malvais positionnement

Echantillon

Ombre créée par
I'échantillon

Figure A.7. lllustration de I'ombre créée par I'émttillon au dessus de la diode située sur l'axe de
rotation de la platine. Lorsque I'échantillon egigitionné exactement au dessus de cet axe deamtitmbre
créée par I'échantillon est alors également répades deux cotés de I'échantillon (cas b).

Enfin, ce jeu de platine de translation permet iadespositionner I'axe optique de la diode d’extita au

niveau de I'axe optique des éléments de colleatiosignal (objectif de microscope et fibre optigae§ionc sur

I'axe de rotation de platine. Il suffit pour cela thaximiser la collection du signal d’excitatiomdque ce dernier

n'est pas filtré par le filtre en émission situé&aet I'objectif de microscope.

Aprés avoir aligné I'’échantillon, la source d’estibn et la bras de détection par rapport a I'axeadation de la

platine, les mesures sont effectuées de la masigvante :

acquisition d'un spectre de noir, c'est-a-dire daediode UV éteinte et le bras de mesure normal a
I'échantillon ¢ = 0°),

acquisition d'une mesure pour chaque position ds de mesure (0°, 5°, 10°, 15°, 20°, 25°, 30°, 35°,
40°, 50°, 60°) avec une alimentation de la dioded¢\5V.

acquisition d'une mesure potur= 0° afin d'estimer la perte de signal due a itation prolongée de la

couche émettrice (phénomene de phot blanchiment,dans le temps a l'aire libre, ...).

Le dépouillement de ces mesures est ensuite réliéfacon suivante :

Filtrage des données a partir d'une médiane modffectué sur 20 points (la résolution du

spectrographe étant de 0,47 nm). Pour cela oseutdi fonction medfiltl sous Matlab.

Estimation de I'offset dans la bande 250-350 nrme@uiecoit aucun rayonnement. Pour cela on cacul |
médiane des données filtrées dans cet intervalle.

Soustraction de |'offset a I'ensemble des donrikeses.

ajustement des données filtrées a l'aide d'un patgnde degré 20.

Le diagramme d'émission est ensuite calculé ergraig les différents spectres obtenu pour un
échantillon entre deux longueurs d’'onde que l'ofinilén fonction du mode de cavité que I'on veut

caractériser. Généralement on a effectué cettgratién sur le domainkem +/- 2 nm, othem est la

longueur d'onde de résonance de la cavité a Of, @#i mesurer le diagramme d’émission de la

résonance principale de la cavité.
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de puissance spectrique d’'une source

Soit une source caractérisée par une densité dsgnoeDr., mesurée apres le filtre d’excitation pour une

surface de 1 mm2 et a une distapck la source.

Compte tenu des non linéarités importantes des nm@sude puissance selon la longueur d’onde, |dadét
que l'on va décrire ici permet de déterminer lagitende puissance spectrique de la source saiseutie

spectrometre calibré en puissance.

La distribution spectrale de la densité de puissathe la source peut étre calculée en utilisantspestres
normalisés de la source et du filtre d’excitatibgfinissons la surfacE du spectre de la source normalisée a 1
filtrée entre les longueurs d’onde de coupure baskaute du filtre d’excitation :

A
= | SIA)Tg,, (A) THA
Z J._( ) Fex( ) Eq.B.1
A
ol Al etA2 sont les longueurs d’'onde de coupure basse ¢t ltaufiltre d’excitation (en m), S le spectre

d’émission de la source normalisé a Tigf est le spectre de transmission du filtre d’eximtahormalisé a 1

En supposant que la réponse du mesureur de puissahtinéaire dans lintervallel|; A, ] (41 = 40 nm), la

densité de puissance mesurée au niveau d'un plptagsortionnelle a cette surface :

Dpey = ex X Eq. B2
ol a. est le facteur de proportionnalité liant les dgtandeurs.
soit :
D
a,, = Pex
2z Eq.B.3

En I'absence de filtre, on a :
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A
l §(A )ETFEX (A )
TFex (A)

M

et:
a, = DPlex
xz

ou :
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Eq. B4

Eq.B.5

— X' est la surface du spectre de la source de lacequon filtrée entre les longueurs d’onde

de coupure basse et haute du filtre d’excitation,

— Trex €st le spectre de transmission du filtre (non radis®), spectre expérimental

(impératif)

- as le facteur permettant de déterminer la densit@pulesance de la source pour chaque

intervalle de longueur d’onde (analogueadgavec filtre, voir équation B.3).

La densité de puissance d’émission de la sourcéometion de la longueur d'onde est alors (sansiltee f

d’excitation) donnée par :

Dy (/)= a,(5(A)

Eq.B.6
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Résumé

Afin de répondre aux contraintes des nouveaux cBatgpplications des biocapteurs, le laboratoirBA la
développé un lecteur optique de fluorescence pesrimimunoanalyses permettant une détection enncenti
Cet instrument, dont le support de la réactiondgigjue est une lame de verre, utilise le couplagédad
fluorescence en champ proche dans celle-ci. Movaifrale thése a consisté a rechercher les possgili
d’améliorer les performances de compacité, de tekas et d’adaptabilité du systéeme en chercharégrer les
sources d’excitation de type OLED dans la lame éeev La recherche d’'une configuration adaptée @1 no
contraintes de détection nous a d'autre part podss&udier la répartition de I'émission de molésule
fluorescentes a l'interface d’'un substrat stratifié

Pour ce faire, un modéle théorique basé sur lardgosition en ondes planes de I'émission d’'un digbkté
développé. Ce modéle nous a permis d’étudier aisalds propriétés d’émission de sources organideegygpes
OLED ainsi que celles de molécules fluorescentesgas a I'interface d’'un milieu massif recouvertran par
une couche mince.

Une étude expérimentale et théorique de sourceanimyge situées a l'intérieur d’'une cavité FabryoPéx
permis de fournir des réponses concrétes aux denigaux défauts inhérents aux OLED pour leurgnagion,

la directivité angulaire d’émission et la largepestrale. Enfin, I'étude de lame de verre recoevedr une
couche mince de Nitrure de Silicium a montré qétiit possible d'améliorer le rapport signal susithdu
détecteur et a permis de valider la configuratiefidstrument mis au point au laboratoire.

Mots clef :
Biocapteurs, fluorescence, Couplage champ prochEPQdipble, cavité Fabry Pérot.

Abstract

To meet requirements of field-oriented applicatjote LISA laboratory has developed and charaadria
simple, multiplex, and portable array biosensar.cientral element is a glass slide functionalisé different
captures probes which acts both as the biologicivea sensor, and as the waveguide in which thetexkc
fluorescence is guided by total internal reflecsiom the detector directly interfaced at the e fa

To reach a very low limit of detection and to impedhe compactness and robustness of the systfartsdfave
been focused on how to enhance the efficiency etitiinsducer device, and on how to integrate tleéagion
sources in the device component.

Models based on a classical approach and plane des@mposition has been developed in order to stuely
emission properties of fluorescent dyes placedatinterface of dielectrics medium and placed d@bry
Perot cavities.

We also demonstrate with these models and expetainstudies that the use of a Silicon Nitride tkayer
(SizNy) at the surface of the glass slide enables toargthe signal to noise ratio, thus the detecfimit, of the
fluorescence signal detected. On the other handdewmonstrate that the use of microcavities enatdes
overcome the two principals’ issues that couldtlithe integration of Organic Light Emitting Devi¢@LED):
the low directivity of these kinds of sources ahd filtering need of our detection system. Thabwadld us to
validate our instrumental configuration and to defsome critical parameters to improve the direetity and
the spectral width of OLED for their integrationthre device.

Keywords:
Biosensors, fluorescence, near field coupling, OL#ipole, Fabry Perot cavity



