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Introduction générale

Le cancer constitue la première cause de mortalité en France. Malgré cette incidence élevée,
le diagnostic de cette pathologie reste relativement di�cile, et nécessite le plus souvent une com-
binaison de plusieurs méthodes de détection. De plus, les traitements appliqués imposent très
souvent des e�ets secondaires lourds aux personnes atteintes. Face à ces enjeux de santé publique,
l'étude des mécanismes génétiques, protéiques et cellulaires représente à l'heure actuelle une voie
de recherche active dans les domaines biomédical et pharmaceutique pour détecter, comprendre
et traiter cette maladie complexe.

En réponse à ces préoccupations sanitaires, des outils de biodétection adaptés ont été mis
en oeuvre. Dans ce contexte, les biocapteurs plasmoniques connaissent aujourd'hui un essor
particulièrement important : de plus en plus de sociétés, telles que HORIBA Scienti�c, proposent
des prototypes commerciaux, destinés tant à des utilisateurs du domaine de la recherche que de
l'industrie.

Exploitant le phénomène de résonance des plasmons de surface (SPR), la biodétection plas-
monique repose sur l'extrême sensibilité d'une onde évanescente se propageant à l'interface entre
un �lm d'or, appelé biopuce et support de l'information biochimique, et le milieu diélectrique cou-
vrant, siège des interactions biomoléculaires étudiées. De manière plus concrète, toute adsorption
de matériel biologique se produisant à cette interface entraîne une modi�cation importante des
propriétés optiques d'un faisceau de lumière ré�échi par la biopuce : le principe de transduction
par SPR consiste alors à mesurer directement ces variations.

Di�érents modes de lecture de ces propriétés peuvent être implémentés, comme en témoigne la
variété des con�gurations rencontrées à l'heure actuelle. Parmi les plus fréquentes, l'interrogation
en ré�ectivité est basée sur le suivi des variations de l'intensité ré�échie, pour un faisceau incident
de longueur d'onde et d'angle �xes sur la biopuce. Cette méthode o�re ainsi la possibilité de
réaliser une mesure cinétique, avec un débit de données élevé mais sou�re cependant d'une
limitation inhérente à son mode de fonctionnement, a�ectant la qualité des données dans des
conditions de détection complexes.

De ce point de vue, l'interrogation spectrale o�re une alternative intéressante, par la mesure
du spectre du faisceau ré�échi pour un angle d'incidence �xe. L'information ainsi délivrée o�re
alors une précision et une dynamique de mesure inégalées, mais ce au détriment du multiplexage
des données.

Face aux exigences posées par de nombreuses applications, du diagnostic d'une mutation
génétique ponctuelle à la détection de contaminants alimentaires présents à l'état de traces, un
développement instrumental a été initié, dans le but de proposer un nouveau mode de lecture
des biopuces plasmoniques : l'interrogation multi-spectrale. Présentée dans ce manuscrit, cette
méthode vise à combiner les avantages de l'interrogation en ré�ectivité, soit une capacité d'ima-
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Introduction générale

gerie de la biopuce et une mesure en temps réel, à celles de l'interrogation spectrale, en termes
de qualité de mesure.

A�n d'appréhender les enjeux de ces développements instrumentaux, la première partie de
ce manuscrit est consacrée à une introduction générale de la biodétection et du potentiel o�ert
par les biocapteurs plasmoniques dans ce domaine. En particulier, un aperçu des applications
possibles de ces systèmes permet de dégager quelques critères de performance. L'implémentation
de la méthode d'interrogation multi-spectrale, présentée dans la deuxième partie, s'e�orce ainsi de
répondre aux souhaits exprimés, à travers une caractérisation théorique et expérimentale précise
des limitations du système. Les résultats prometteurs obtenus lors de cette étude permettent
également d'envisager un montage expérimental simpli�é, à moindre coût : le développement
d'une source multi-spectrale sur la base de 5 diodes électro-luminescentes est abordé dans la
troisième partie. Validée dans le cadre d'interactions ADN-ADN, la méthode implémentée est
particulièrement avantageuse vis-à-vis des con�gurations actuelles : quelques perspectives o�ertes
par ces travaux sont ainsi évoquées dans la quatrième et dernière partie de ce document.
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Chapitre 1

Qu'est-ce qu'un biocapteur ?

Sommaire
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1.3.2 Quelques exemples d'application . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26

La dé�nition peut sembler relativement intuitive : un biocapteur est un système permettant
de � capter �, de détecter une espèce ou un évènement biochimique. A l'heure actuelle, il existe
de nombreux domaines d'application, avec des besoins de détection spéci�ques, et une grande
variété de biocapteurs adaptés à chaque utilisation.

Dépistage du VIH, test de grossesse, mais également surveillance des eaux, détection de
contaminants agro-alimentaires : tout repose sur un principe de fonctionnement commun. Le
signal biochimique à détecter correspond à une interaction entre une espèce biologique recherchée
et un récepteur qui lui est spéci�que. Un biocapteur a alors le rôle de transducteur, car il doit
traduire cette interaction en un signal électrique, mécanique ou optique, facilement mesurable
par les techniques de détection qui existent à l'heure actuelle.

Les performances d'un biocapteur reposent naturellement sur la méthode de transduction
mise en place, mais également, et avant tout, sur la �abilité et la spéci�cité de l'interaction
permettant de capturer l'espèce ciblée. La biopuce, support de cette information biologique, joue
donc un rôle déterminant dans l'e�cacité du biocapteur.

Quelles sont alors les performances attendues des systèmes de lecture de ces biopuces ? Sensi-
bilité, limite de détection, rapidité, criblage à haut débit ? Dans ce cadre, les capteurs exploitant
le phénomène de résonance des plasmons de surface o�rent des perspectives particulièrement in-
téressantes : des prototypes commerciaux sont actuellement disponibles sur le marché, et consti-
tuent une réponse �able face aux besoins des analyses quotidiennes qui nécessitent rapidité et
multiplexage. Cependant, une limitation inhérente à leur mode de fonctionnement rend ces sys-
tèmes peu robustes dans des conditions de détection plus complexes. Cette limitation a motivé
le développement instrumental exposé dans ce manuscrit, qui sera abordé en détail dans les
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Chapitre 1. Qu'est-ce qu'un biocapteur ?

deuxième et troisième parties.

Cette première partie introductive vise à dé�nir les notions de base de la biodétection et des
capteurs plasmoniques, pour une meilleure compréhension de la problématique et des aspects
expérimentaux explicités dans la suite de ce manuscrit.

Un premier chapitre, consacré à la résonance des plasmons de surface, permet de donner une
vue d'ensemble du large champ d'application de ce phénomène pour la biodétection. De manière
plus concrète, l'implémentation expérimentale des capteurs plasmoniques, leurs performances et
limites, sont abordés dans le second chapitre de cette partie.

1.1 Introduction à la biodétection

1.1.1 La transduction, base de la biodétection

Un biocapteur permet de détecter la présence d'une espèce biologique : il peut s'agir d'un
fragment d'ADN, d'une protéine, voire d'une cellule, ou plus simplement d'une biomolécule quel-
conque, telle qu'un polluant ou un contaminant alimentaire... Le principe de son fonctionnement
repose sur la transduction : le signal biochimique, soit la présence ou l'absence de l'espèce cible,
est traduit en un signal physique mesurable, quanti�able, par les détecteurs actuels. La biopuce
est l'élément-clé qui renferme l'information sur la présence ou l'absence de la molécule cible. Il
s'agit d'un support physique contenant des ligands, des molécules dites "sondes" censées recon-
naître de manière spéci�que les composés biologiques "cibles" à détecter. Dans le cas présent, la
notion de "molécules sondes" ne se limite pas seulement à des espèces moléculaires telles que les
acides nucléiques, les protéines... Elle comprend au sens large tout composé biologique jouant un
rôle de récepteur spéci�que de l'espèce recherchée : micro-organismes, organites cellulaires... De la
même manière, la notion de "molécules cibles" désigne de manière générale l'analyte recherché :
ADN, hormone, bactérie...

Un biocapteur peut alors être dé�ni comme une combinaison de trois éléments (Figure 1.1) :
la biopuce, le transducteur, et le détecteur.

Figure 1.1 � Principe de fontionnement d'un biocapteur. Les molécules cibles interagissent de manière
spéci�que avec les molécules sondes gre�ées sur la biopuce. Cette interaction constitue un signal biochimique qui
est capté par un élément transducteur puis converti en un signal mesurable par un détecteur.

10



1.1. Introduction à la biodétection

La Figure 1.1 ci-dessus permet de décrire de manière simple le fonctionnement d'un bio-
capteur. La réalité est bien entendu plus complexe, car pour o�rir les meilleures conditions de
détection, les trois éléments de base (biopuce, transducteur, détecteur) doivent être optimisés.
Par exemple, il est indispensable de s'assurer de la spéci�cité du signal enregistré : en d'autres
termes, est-on sûr de ne détecter que les composés recherchés ? Ou d'autres espèces présentes
dans l'échantillon à analyser se sont-elles adsorbées de manière non spéci�que à la surface de
la biopuce ? Cette remarque permet d'entrevoir toute l'ingénierie liée à la bio-interaction elle-
même : le développement d'un protocole de fonctionnalisation chimique de la biopuce, la sélection
des ligands sondes pour être capable de di�érencier, par la suite, les signaux spéci�ques et non
spéci�ques...

En complément de ces considérations de bio-ingénierie, le système de lecture lui-même doit
être adapté à la biopuce et à la bio-interaction analysée. A l'heure actuelle, il en existe une
grande variété : les biocapteurs piézoélectriques [1], électrochimiques [2], acoustiques [3]... ou
encore ceux à lecture optique, donc font partie la �uorescence [4] et la plasmonique [5]. Ces
di�érentes techniques, présentées de manière succincte dans le paragraphe suivant, permettent
de rendre compte des performances atteintes aujourd'hui dans le domaine de la biodétection.

1.1.2 Quelques exemples de biocapteurs

Malgré la grande diversité des méthodes de transduction existantes, des propriétés communes
permettent de juger de manière objective de l'e�cacité d'un biocapteur. La limite de détection,
très souvent premier critère de sélection avancé, correspond à la quantité minimale de molécules
cibles pouvant être détectées par un biocapteur. Dans la littérature, cette donnée est généra-
lement exprimée en termes de concentration molaire (mol/L) ou massique (g/L) des solutions
injectées à la surface de la biopuce : dans ce cas, elle dépend de manière implicite des perfor-
mances du système de �uidique utilisé pour la circulation de l'échantillon, ou encore du choix
des espèces sondes gre�ées sur la biopuce. Pour une comparaison plus directe du point de vue
instrumental, une autre expression peut être adoptée : la concentration surfacique (pg/mm2) des
cibles adsorbées sur la surface analysée par le biocapteur.

D'autre part, face à une demande grandissante d'analyses de routine pouvant être menées
de manière parallèle, le caractère multiplexe représente également une part importante dans la
sélection d'un biocapteur.

Selon ces critères, la lecture par �uorescence représente naturellement une solution particuliè-
rement attrayante : alliant limite de détection très basse, de l'ordre de 1 fg/mm2 [6], et débit de
données élevé, allant jusqu'à 106 analyses simultanées [7], cette méthode performante est désor-
mais bien établie à l'échelle industrielle [8]. Une sensibilité à l'échelle de la molécule unique peut
également être atteinte [9], mais dans des con�gurations expérimentales particulières, et incom-
patibles avec un format de biopuce. Cependant, la nécessité d'une étape de marquage à la fois
coûteuse en temps et susceptible d'altérer la bio-interaction étudiée, et la di�culté d'une lecture
en temps réel (la mesure étant réalisée une fois l'état d'équilibre cible-sonde atteint), constituent
des limitations importantes rendant cette méthode inadaptée à certaines applications. Pour cette
raison, d'autres techniques, dites "sans marquage" ont été développées [10].

Parmi les plus couramment employées, la transduction piézoélectrique, électrochimique ou
encore celle acoustique, exploitent directement la modi�cation d'une propriété physique (en l'oc-
currence, la fréquence d'oscillation d'un cristal piézoélectrique, le courant provenant d'une réac-
tion d'oxydoréduction et le déphasage d'une onde acoustique de surface, respectivement) induite
par l'adsorption de molécules cibles à la surface d'une biopuce. De performances relativement
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équivalentes en termes de limite de détection (1 à 10 pg/mm2), ces méthodes o�rent l'avantage
non négligeable d'une mesure en temps réel de l'interaction cible-sonde. Cette notion, à considé-
rer au sens large, renvoie dans le cas présent à une résolution temporelle su�sante permettant
l'extraction des constantes de cinétique d'après le signal échantillonné enregistré. Ainsi, pour une
bio-interaction "lente" présentant une phase d'association d'environ une heure, l'acquisition d'un
point de mesure toutes les secondes n'est bien entendu pas impératif : une cadence de 0.02 Hz
sera considérée comme parfaitement acceptable et pourra alors être assimilée à une mesure en
"temps réel".

De manière générale, le faible débit de données constitue un frein majeur à l'utilisation de
ces systèmes.

Face à ces limitations, la transduction plasmonique o�re une alternative intéressante : sen-
sibilité satisfaisante, absence de marquage mais également mutliplexage des données et analyse
en temps réel... cette méthode s'est imposée progressivement comme un outil de premier choix
vis-à-vis de la diversité des exigences et des applications de biodétection [11].

Les performances principales de ces méthodes sont résumées dans le Tableau 1.1.

Tableau 1.1 � Caractéristiques des méthodes de transduction couramment employées en biodétec-
tion.

Méthode de

transduction

Limite de

détection

(pg/mm2)

Nombre

d'analyses en

parallèle

Mesure en

temps réel
Marquage Référence

Piézoélectrique 1-10 < 10 Oui Non
Karaseva
et al. [1]

Electrochimique 1-10 < 10 Oui Non
Lopez et
al. [12]

Acoustique 10 < 10 Oui Non
Horiguchi
et al. [3]

Fluorescence
(Optique)

< 10−3 > 105 Non Oui
Zhou et
al. [6]

Plasmonique
(Optique)

1 > 100 Oui Non
Mariani
et al. [5]

Les biocapteurs plasmoniques connaissent un essor particulièrement important depuis les
années 1990 : de plus en plus de sociétés, telles que Biacore [13], Ibis Technologies [14], ou
plus récemment HORIBA Scienti�c [15], proposent des prototypes commerciaux, destinés à des
utilisateurs du domaine de la recherche académique et industrielle.

La suite de ce chapitre se concentre ainsi plus spéci�quement sur le phénomène de résonance
des plasmons de surface, à l'origine de ces développements récents. En particulier, les aspects
théoriques présentés dans le paragraphe suivant permettent de justi�er les performances de ces
capteurs plasmoniques en matière de biodétection.
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1.2 Quelques notions de plasmonique

Observée pour la première fois en 1902 par Wood sous la forme de bandes sombres considérées
"anormales" dans le spectre di�racté d'un faisceau de lumière blanche [16], la résonance des
plasmons de surface ou SPR (en référence à l'anglais Surface Plasmon Resonance) est abordée
pour la première fois de manière théorique par Fano en 1941, qui attribue alors le phénomène
précédemment rapporté à l'existence d'ondes de surface supportées par le réseau de di�raction
[17].

En 1968, les travaux de Otto [18] ainsi que ceux de Kretschmann et Raether [19], posent les
fondements des implémentations expérimentales exploitant la SPR à l'étude de phénomènes de
surface. Depuis, de nombreux développements et optimisations ont conduit à la réalisation des
systèmes de biodétection performants et "user-friendly" actuellement disponibles sur le marché.

Désormais bien établie, la SPR a fait l'objet d'études théoriques étendues. De ce fait, les
calculs basés sur les équations de Maxwell, permettant d'établir la relation de dispersion des
plasmons de surface, ne seront pas explicités dans ce manuscrit. En e�et, ces résultats ayant
été démontrés à de multiples reprises lors de publications antérieures [20], la suite de ce cha-
pitre s'oriente préférentiellement vers l'interprétation physique du phénomène de résonance des
plasmons de surface, en relation avec les problématiques de biodétection actuelles.

1.2.1 Un peu de physique...

La résonance des plasmons de surface (SPR) se produit à l'interface entre un �lm métallique
très �n (de l'ordre de 50 nm d'épaisseur) et un milieu diélectrique, tel que l'eau, par couplage d'une
onde incidente polarisée transverse-magnétique (TM) aux électrons libres du métal (Figure 1.2).

Figure 1.2 � Phénomène de résonance des plasmons de surface.

Plus précisément, le phénomène de résonance est observé lorsque le vecteur d'onde kx du
faisceau incident, dé�ni pour un angle θ et une longueur d'onde λ précis (Figure 1.2), égale
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le vecteur d'onde kSPR caractéristique des plasmons de surface (Équation 1.1). Celui-ci étant
directement dépendant des permittivités εm et εd des deux milieux en présence (soit le métal et le
diélectrique, respectivement), la condition de résonance décrite par l'Équation 1.1 laisse présager
une sensibilité du phénomène étudié vis-à-vis de toute perturbation du milieu diélectrique, d'où
l'intérêt suscité dans le cadre de l'étude d'interactions biomoléculaires à la surface d'une biopuce.

kx = kSPR =
ω

c
·Re

{√
εm · εd
εm + εd

}
(1.1)

Ainsi présentée, la relation de couplage suppose de manière implicite une polarisation TM du
faisceau incident, de même qu'une interface entre deux milieux de permittivités de signe opposé :
ces deux paramètres indispensables à l'excitation plasmonique constituent la base expérimentale
des biocapteurs exploitant cette méthode de transduction.

Dans ces conditions, l'énergie incidente est transmise aux électrons libres du métal qui entrent
en oscillation collective, créant une onde évanescente à l'interface des deux milieux (Figure 1.2) :
le plasmon propagatif. Dépendante de divers facteurs expérimentaux, la qualité de l'excitation
plasmonique requiert en particulier une épaisseur optimale du �lm métallique. En e�et, trop
�n, celui-ci ne supportera pas d'onde évanescente d'amplitude signi�cative ; trop épais, l'énergie
incidente sera absorbée naturellement par le métal bien avant d'atteindre l'interface, et aucune
résonance ne sera observée. Ainsi dans le cas d'un �lm d'or, une épaisseur d'environ 50 nm est
idéale pour des longueurs d'onde du visible au proche infrarouge : le couplage maximal de l'onde
incidente aux plasmons de surface se traduit alors par une ré�ectivité quasiment nulle dans des
conditions d'incidence (kx = f(λ, θ)) validant l'Équation 1.1.

La Figure 1.3, obtenue par modélisation des propriétés optiques d'un empilement multi-
couches, basée sur la méthode de Rouard [21], illustre la réponse en ré�ectivité d'une biopuce
plasmonique, fonction des conditions d'incidence du faisceau d'illumination exprimés en terme
de longueur d'onde (λ) et d'angle (θ). De manière plus précise, une structure formée d'un milieu
semi-in�ni de verre, surmonté d'une couche de chrome de 3 nm d'épaisseur, d'un �lm d'or de 50
nm et d'un second milieu semi-in�ni constitué d'eau, a été simulée.

Dans une telle représentation, les conditions optimales de couplage (k(λ, θ)) du faisceau
incident se situent suivant une vallée sombre, traduisant une ré�ectivité minimale, et donc une
absorption de l'énergie maximale par les plasmons de surface. De même, hors résonance, une
ré�ectivité proche de 100% peut être observée, due à l'absence de couplage plasmon et donc à la
ré�exion quasi-totale de l'énergie incidente.
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Figure 1.3 � Ré�ectivité calculée sur un �lm d'or de 50 nm d'épaisseur en contact avec de l'eau. Le
résultat présenté a été obtenu par un calcul analytique du coe�cient de ré�exion d'un empilement multi-couches
par la méthode de Rouard [21]. Une structure basée sur un milieu semi-in�ni de verre, surmonté d'une couche
de chrome de 3 nm d'épaisseur, d'un �lm d'or de 50 nm et d'un second milieu semi-in�ni constitué d'eau a été
utilisée lors de cette modélisation.

La biodétection plasmonique repose sur l'extrême sensibilité de cette onde évanescente à
tout accrochage de matériel biologique à la surface du métal, de l'or dans la majorité des ap-
plications. De manière plus concrète, l'adsorption des molécules cibles entraîne une modi�cation
importante des propriétés optiques du faisceau ré�échi par la biopuce : la longueur d'onde ou
l'angle de résonance, l'amplitude, la phase et la polarisation constituent les paramètres ainsi
a�ectés (Figure 1.4).

Figure 1.4 � Principe de la biodétection par SPR. Toute perturbation se produisant à l'interface entre le
�lm métallique et le milieu diélectrique induit une variation des conditions de résonance des plasmons de surface.
Ainsi, une variation de l'indice nd du diélectrique, ou encore l'adsorption d'une couche biomoléculaire d'épaisseur
ed se traduit directement par une modi�cation des propriétés optiques du faisceau ré�échi.
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Le principe de transduction par SPR consiste alors à mesurer directement ces variations.

1.2.2 Quelques détails techniques...

L'introduction à la résonance des plasmons de surface, présentée dans le paragraphe précé-
dent, a révélé les principaux aspects théoriques liés à cette méthode de transduction optique dans
le cadre de l'étude de phénomènes de surface. Pour une meilleure compréhension des contraintes
expérimentales abordées dans ce manuscrit, quelques données importantes, relatives d'une part
à l'implémentation des systèmes de SPR, et d'autre part à la bio-ingénierie liée à la biopuce
elle-même, sont précisées dans les paragraphe suivants.

Le couplage du faisceau incident : une étape indispensable à l'observation du phé-

nomène SPR

L'égalité des vecteurs d'onde incident (kx) et plasmon (kSPR) introduite précédemment par
l'Équation 1.1 constitue la base de l'implémentation des biocapteurs plasmoniques. En considé-
rant l'expression de la projection kx en fonction de l'angle θ et de la fréquence ω du faisceau
incident, la condition de résonance se traduit alors par l'Équation 1.2.

ni · sin(θ) = nSPR = Re

{√
εm · εd
εm + εd

}
(1.2)

Noté ni, l'indice du milieu incident doit nécessairement être supérieur à l'indice e�ectif nSPR
du mode plasmon pour pouvoir observer le phénomène de résonance recherché. Une illumination
directe à travers le milieu diélectrique ne permet donc pas de satisfaire la condition de couplage,
comme le met en évidence la Figure 1.5. En e�et, l'absence d'intersection entre la courbe retraçant
la relation de dispersion plasmonique (représentée en bleu) et celle correspondant à la propagation
d'une onde plane dans le milieu diélectrique d'indice nd (en rouge) démontre bien l'impossibilité
d'une excitation des plasmons de surface dans cette con�guration.

Figure 1.5 � Relation de dispersion des plasmons de surface dans le cas d'une interface or / eau.
Le résultat présenté a été obtenu en considérant un indice nd égal à 1.33 pour le milieu diélectrique (de l'eau,
dans le cas de cet exemple), soit une permittivité εd de 1.77. La permittivité du métal (or) a été calculée d'après
le modèle de Drude : εm(ω) = 1 − (ω/ωp)2, avec ωp la fréquence plasma de l'or. Pour plus de clarté, les échelles
d'ordonnée et d'abscisse ont été normalisées respectivement par la fréquence plasma (ωp) et le vecteur d'onde
associé (kp).

16



1.2. Quelques notions de plasmonique

Deux méthodes bien établies dans la littérature permettent cependant d'atteindre aisément
l'égalité recherchée (Figure 1.6). Relativement simples à mettre en oeuvre, les solutions proposées
sont basées sur l'augmentation de l'indice e�ectif du vecteur d'onde incident, par l'utilisation d'un
prisme (Figure 1.6a) ou d'un réseau de di�raction (Figure 1.6b).

(a) Principe de l'excitation plasmonique ba-
sée sur l'utilisation d'un prisme. Dans cette
con�guration, la condition de résonance plasmon
est satisfaite en augmentant l'indice du milieu in-
cident par l'illumination de la biopuce à travers un
prisme.

(b) Principe de l'excitation plasmonique basée sur
l'utilisation d'un réseau. Dans cette con�guration, la
structuration de la biopuce en réseau de période Λ adap-
tée induit une di�raction du faisceau incident. De cette
manière, l'indice e�ectif du premier ordre di�racté per-
met de satisfaire l'égalité avec le vecteur d'onde plasmon
et atteindre la résonance.

Figure 1.6 � Illustration des deux méthodes usuelles permettant l'observation du phénomène
SPR.

Dans le cas de la première con�guration (Figure 1.6a), élaborée par Kretschmann et Raether
en 1968 [19], l'illumination du �lm métallique par ré�exion totale sur un prisme de verre d'indice
np élevé permet l'excitation de l'onde plasmon (Équation 1.3). En pratique, un verre borosilicate
BK7 (np = 1.51 à 750 nm) ou "�int" SF10 (np = 1.71 à 750 nm) peut être utilisé, suivant la
plage angulaire envisagée pour l'excitation de l'onde plasmonique.

np · sin(θinterne) = nSPR (1.3)

L'angle d'incidence θinterne considéré correspond alors à la réfraction dans le prisme du fais-
ceau d'illumination émis initialement avec un angle θexterne dans l'air (par rapport à la normale à
la première face du prisme). Seul cet angle "interne", présentant une réelle signi�cation physique,
est utilisé dans les articles scienti�ques publiés dans le domaine de la plasmonique.

Introduite à la même époque, la seconde con�guration présentée sur la Figure 1.6b fait appel
à la di�raction du faisceau d'illumination par une structuration en réseau de période Λ de la
surface de la biopuce [22] (Équation 1.4).

ndiffraction = nd +m · λ
Λ

= ±nSPR (1.4)

L'excitation de l'onde plasmonique est alors réalisée par le mode di�racté d'ordre 1, présentant
un indice plus élevé que celui nd du milieu diélectrique initial (Équation 1.5).

m = 1⇒ ndiffraction = nd +
λ

Λ
= nSPR (1.5)
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Cette implémentation particulière présente le désavantage d'un trajet optique à travers le
milieu diélectrique, au sein duquel se produisent les interactions biomoléculaires étudiées. Les
variations induites par les injections de divers échantillons biologiques sont susceptibles de per-
turber la propagation du faisceau incident et peuvent de ce fait induire un bruit de mesure
supplémentaire. Ainsi, la première solution basée sur l'utilisation d'un prisme, dite con�guration
de Kretschmann, est généralement préférée dans le cadre de l'implémentation des biocapteurs
plasmoniques.

Quelques propriétés intéressantes des plasmons de surface

La transduction plasmonique étant basée sur la sensibilité de l'onde évanescente générée à
l'interface des deux milieux en contact, une variation ne pourra dès lors être mesurée que si elle
intervient au sein de l'épaisseur de peau caractéristique de cette onde de surface. Ce paramètre,
exprimé en termes de longueur de pénétration Ldpénétration des plasmons de surface dans le milieu
diélectrique, peut être calculé précisément par l'Équation 1.6.

Ldpénétration =
c

2ω
·

Im

√

εd2

εm + εd


−1

(1.6)

De la même manière, la pénétration Lmpénétration dans le �lm métallique peut être évaluée
par l'Équation 1.7.

Lmpénétration =
c

2ω
·

Im

√

εm2

εm + εd


−1

(1.7)

Autre paramètre important, la longueur de propagation Lpropagation de l'onde plasmonique
à l'interface entre les deux milieux détermine quant à elle la résolution latérale des systèmes de
biodétection basés sur cette méthode de transduction (Équation 1.8).

Lpropagation =
c

2ω
·
[
Im

{√
εm · εd
εm + εd

}]−1

(1.8)

Ces trois paramètres, caractéristiques intrinsèques de l'onde évanescente générée à l'interface,
conditionnent la sensibilité vis-à-vis des interactions biomoléculaires à la surface de la biopuce.
Le Tableau 1.2 donne un aperçu des valeurs des trois grandeurs présentées dans le cas de deux
métaux, l'or et l'argent, supportant le phénomène SPR, pour deux longueurs d'onde typiques
d'utilisation.
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Tableau 1.2 � Caractéristiques de l'onde plasmonique de surface. Les résultats présentés ont été obtenus
en considérant deux longueurs d'onde incidentes égales à 750 nm et 950 nm, et des indices respectifs de 1.329 et
1.326 (soit des permittivités de 1.767 et 1.758, respectivement) pour le milieu diélectrique.

Métal Permittivité
Ldpénétration

(nm)

Lmpénétration
(nm)

Lpropagation
(µm)

Or
(λ = 750 nm)

−18.501 + i ·1.500 138.6 13.2 10.1

Or
(λ = 950 nm)

−33.867 + i ·2.973 244.5 12.6 23.3

Argent
(λ = 750 nm)

−21.494 + i ·1.637 150.4 12.3 12.7

Argent
(λ = 950 nm)

−36.200 + i ·2.633 253.0 12.2 30.1

Ces quelques exemples illustrent l'intérêt de la biodétection plasmonique pour l'étude d'in-
teractions de surface : en e�et, l'énergie de l'onde évanescente étant principalement con�née dans
le milieu diélectrique, toute variation de ce dernier entraînera une modi�cation des conditions de
résonance plasmon, et donc celle des propriétés optiques observées en ré�exion.

Plus précisément, les perturbations in�uant sur le couplage, soit celles détectables, sont limi-
tées par l'épaisseur de peau déterminée par la profondeur de pénétration Ldpénétration (de l'ordre
de 200 nm dans le cas de l'or) de l'onde plasmonique dans le milieu couvrant. La transduction
par SPR, naturellement adaptée à la lecture de phénomènes de surface, présente donc une limi-
tation intrinsèque à l'étude d'espèces cibles de "grande taille" (en comparaison avec la valeur
de Ldpénétration) telles que les cellules ; de même, la variation locale induite par des objets de
"petite taille" est en réalité moyennée sur toute la profondeur Ldpénétration sondée par les plas-
mons, et risque par conséquent d'être inférieure à la limite de détection du dispositif de mesure
expérimental.

Ces problématiques peuvent cependant être contournées par l'excitation de modes plasmo-
niques moins conventionnels, tels que les plasmons dits "long-range" ou encore ceux "localisés",
o�rant une capacité de détection à des échelles plus étendues. Les exemples d'application pré-
sentés dans le paragraphe suivant rendent compte de cette adaptabilité.

1.3 La biodétection plasmonique

Le principe de la résonance des plasmons de surface, introduit dans les paragraphes précé-
dents, o�re une détection sans marquage de toute adsorption de matériel biologique à la surface
de la biopuce. L'e�cacité de cette méthode repose bien évidemment sur l'implémentation expé-
rimentale du dispositif de lecture, indispensable pour l'analyse des propriétés optiques observées
en ré�exion, mais également, et avant tout, sur la spéci�cité du signal biochimique détecté. En
e�et, la transduction plasmonique étant par nature sensible à toute perturbation locale du milieu
diélectrique sondé, un même signal sera enregistré pour deux molécules di�érentes, mais de masse
identique.

Par conséquent, la capture spéci�que de l'espèce biologique recherchée constitue en soi une
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étape importante de la biodétection plasmonique. Comme le met en évidence la suite de ce
chapitre, l'optimisation de cette étape permet d'atteindre d'excellentes performances pour une
large gamme d'espèces cibles à détecter, de la molécule unique à la cellule.

1.3.1 Une ingénierie dédiée à la bio-interaction

La fonctionnalisation chimique de la biopuce ou, plus simplement, l'injection des échantillons
à analyser sur la surface-sonde, jouent un rôle essentiel dans la qualité du signal SPR recueilli. Ces
aspects importants liés à l'étude des interactions biologiques sont abordés dans ce paragraphe.

Une chimie de surface adaptée

A�n de produire une qualité de mesure satisfaisante lors de la biodétection, l'étape de fonc-
tionnalisation chimique doit répondre à un certain nombre de critères :

� Une passivation de la surface métallique : une couche "isolante" déposée de manière
irréversible sur la surface de la biopuce doit empêcher de manière e�cace l'adsorption non
désirée des espèces biologiques présentes dans l'échantillon analysé, mais non ciblées. De
manière générale, l'or représente le métal le plus utilisé en SPR en raison de sa stabilité et
son excellente biocompatibilité : l'argent, dont les propriétés plasmoniques sont également
intéressantes, présente le désavantage d'une oxydation importante qui rend la fonctionna-
lisation chimique relativement moins évidente à réaliser. Pour cette raison, l'utilisation de
groupements thiols est très souvent privilégiée en raison de leur liaison covalente forte avec
les atomes d'or [23].

A titre indicatif, quelques exemples de fonctionnalisations chimiques sont présentés sur la
Figure 1.7.
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Figure 1.7 � Exemples de chimies de surface couramment employées dans la littérature plasmo-
nique. Cette �gure provient d'un article de revue écrit par Scarano et al. [23].

� La couche chimique servant à la passivation doit présenter un groupement actif per-
mettant un accrochage solide des molécules sondes : de cette manière, seules les espèces
cibles recherchées sont supposées s'adsorber à la surface de la biopuce (Figure 1.8). Cette
propriété est véri�ée expérimentalement par le dépôt d'un contrôle négatif, des ligands
sondes choisis spécialement sans aucune a�nité pour les cibles à détecter : dans un cas
idéal, aucune adsorption ne doit être détectée à ce niveau.
Cette étape particulière représente un réel dé� : en e�et, une perte de l'activité de re-
connaissance de sondes parfaitement fonctionnelles peut parfois être observée suite à leur
dépôt sur la biopuce. La conformation spatiale (repli de la molécule...) adoptée en surface,
di�cile à prévoir, gêne alors toute interaction avec les molécules cibles.

La Figure 1.8 résume le principe de fonctionnalisation chimique basée sur ces trois premiers
critères.
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Figure 1.8 � Principe de la fonctionnalisation chimique d'une biopuce plasmonique. Cette vue
schématique représente de manière simpli�ée les propriétés de la chimie de surface recherchées : un groupement
assurant l'accroche de la couche de passivation à la surface métallique, et un groupement spéci�que des espèces
sondes déposées. Cette structure peut être obtenue en une seule étape, par l'utilisation d'une molécule présentant
les propriétés désirées, ou par une succession de plusieurs étapes de fonctionnalisation faisant intervenir des espèces
chimiques distinctes.

� Non indispensable, mais vivement souhaitée, la capacité de régénération de la biopuce
revêt toute son importance lors d'expériences nécessitant l'analyse de plusieurs solutions
cibles. Suivant la nature de la chimie de surface, l'injection d'une solution de pH acide
ou basique permet alors la désorption des molécules cibles seules, sans détérioration de la
couche de passivation ni des molécules sondes.

� La stabilité dans le temps représente également un critère non négligeable dans la
sélection d'une chimie de surface . En e�et, le protocole associé étant généralement relati-
vement long (2 à 3 jours peuvent être nécessaires), la préparation d'une biopuce impose une
contrainte expérimentale supplémentaire. A l'heure actuelle, bon nombre de sociétés pro-
posent une grande diversité de fonctionnalisations de surface qu'il est possible de conserver
quelques semaines, voire quelques mois : la bonne conservation des groupements fonction-
nels nécessite cependant quelques précautions mineures (stockage au réfrigérateur, à l'abri
de la lumière).

En conclusion, la spéci�cité du signal représente le point limitant de la biodétection plas-
monique. Pour cette raison, un couplage avec d'autres techniques de détection, apportant une
signature caractéristique de l'espèce biologique adsorbée sur la biopuce, peut être envisagé : la
spectrométrie de masse, ou plus récemment, la spectroscopie Raman exaltée de surface (cha-
pitre 10, partie IV), permettent ainsi d'apporter des informations complémentaires �ables aux
mesures de SPR.
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Un format de détection spéci�que

La variété et la complexité des conditions d'analyse rencontrées a conduit au développement
de di�érents formats de détection, o�rant une sélectivité et une spéci�cité adaptée à l'espèce
biologique recherchée [11].

Format le plus répandu, la détection directe (Figure 1.9) constitue également la con�gura-
tion la plus simple. Le ligand sonde immobilisé à la surface de la biopuce interagit de manière
spéci�que avec les biomolécules cibles injectées : la variation d'indice réfractif ainsi induite est
alors mesurée directement par le biocapteur plasmonique. Cette méthode suppose bien évidem-
ment que l'adsorption de l'espèce recherchée seule produit un signal su�sant et détectable : elle
n'est donc pas adaptée à des molécules de très petite masse, pour lesquelles des con�gurations
légèrement plus complexes doivent être adoptées.

Figure 1.9 � Format de détection directe. Dans cette con�guration simple, le signal SPR mesuré correspond
à la variation d'indice du milieu réactif induite par l'adsorption des molécules cibles sur les sondes gre�ées à la
surface de la biopuce.

Les performances en termes de spéci�cité et de limite de détection de ce premier format
peuvent être améliorées par une détection quelque peu plus indirecte, exploitant une capture "en
sandwich" de l'espèce cible (Figure 1.10). De manière plus précise, la procédure est relativement
analogue à la précédente : le complexe sonde-cible formé à la surface de la biopuce est exposé
à une seconde injection de molécules sondes. Ces dernières sont naturellement sélectionnées a�n
de reconnaître de manière spéci�que la partie laissée libre des cibles capturées par les premières
sondes gre�ées à la surface.

Figure 1.10 � Format de détection indirecte. Une première injection de l'échantillon à analyser conduit
à la formation d'un complexe cible-sonde à la surface de la biopuce, de manière analogue à la détection directe.
Une seconde injection est réalisée : des molécules dites "sondes" en solution s'adsorbent sur la partie libre des
cibles complexées, induisant un SPR détectable.

Une solution alternative, particulièrement intéressante dans le cas de molécules de faible
poids moléculaire (< 5 kDa), consiste en un format de détection par compétition (Figure 1.11)
ou inhibition (Figure 1.12). Dans la première con�guration citée, l'espèce cible est introduite
à la fois seule et conjuguée à une molécule de masse plus importante dans le milieu réactif.
Ces deux familles entrent alors en compétition pour interagir avec les sites sondes disponibles :
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contrairement aux exemples donnés précédemment, le signal détecté, correspondant à l'espèce
conjuguée, est inversement proportionnel à la concentration des cibles libres en solution.

Figure 1.11 � Format de détection par compétition. La biopuce gre�ée avec des molécules sondes
spéci�ques de l'espèce recherchée est exposée à une solution contenant à la fois les cibles libres et conjuguées à
une molécule de poids moléculaire plus important. Le signal SPR détecté, induit par l'adsorption de la forme
conjuguée, est alors inversement proportionnel à la quantité de cibles libres en solution.

Dans le cas du dernier format de détection cité, fonctionnant par inhibition (Figure 1.12),
les molécules cibles de concentration inconnue sont en premier lieu mises en incubation avec une
quantité déterminée de molécules sondes en solution. Le mélange est alors injecté à la surface
d'une biopuce fonctionnalisée avec l'espèce cible elle-même ou une molécule analogue. De la
même manière que dans le cas de la con�guration précédente, le signal SPR mesuré, induit par
l'adsorption des molécules sondes libres, est inversement proportionnel à la concentration de
molécules cibles recherchée.

Figure 1.12 � Format de détection par inhibition. Dans cette con�guration particulière, la biopuce est
gre�ée avec les molécules cibles. La solution injectée sur la surface ainsi fonctionnalisée contient un mélange des
molécules cibles, de concentration inconnue, et des sondes spéci�ques, de concentration quant à elle déterminée.
Le signal SPR enregistré correspond alors à l'adsorption des sondes libres en solution sur les molécules cibles
gre�ées à la surface : de la même manière que pour la détection par compétition, il est inversement proportionnel
à la quantité de cibles libres.

Les quatre formats présentés comptent parmi les plus couramment employés dans le domaine
plasmonique : les exemples d'applications donnés en �n de ce chapitre illustrent la nécessité
de ces di�érentes con�gurations face aux exigences de détection particulières qui peuvent être
rencontrées.
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Un système de �uidique performant

Dans le cadre d'applications complexes nécessitant l'analyse de plusieurs interactions en pa-
rallèle, l'homogénéité des conditions expérimentales présente une importance capitale pour une
interprétation non biaisée des résultats. Comme évoqué dans les paragraphes précédents, la qua-
lité de la fonctionnalisation chimique est naturellement primordiale. Cependant, l'acheminement
des molécules cibles sur la surface sondée doit également être contrôlé et optimisé : un système
de �uidique adapté est dès lors requis pour une répartition homogène des solutions injectées sur
la biopuce.

De manière générale, un tel dispositif comprend les éléments suivants :
� Une enceinte constituant le milieu de réaction en contact avec la biopuce : la cellule
�uidique. Des ouvertures d'entrée et de sortie du �ux doivent présentes a�n de permettre
la circulation des solutions injectées à la surface.
A l'heure actuelle, di�érentes con�gurations peuvent être rencontrées dans la littérature :
dans le cas le plus simple, une enceinte unique est utilisée pour l'analyse d'une solution
cible à la fois, mais un système multi-canaux peut également être implémenté pour une
injection simultanée de plusieurs solutions en parallèle.
Dans chaque cas, la géométrie de la cellule �uidique résulte d'une optimisation visant à
produire un écoulement homogène des liquides à la surface de la biopuce.

� Un système de régulation de température, implémenté sur la cellule �uidique : un mo-
dule à e�et Peltier est généralement utilisé. En e�et, certaines interactions biomoléculaires
présentent une sensibilité particulièrement importante vis-à-vis des variations thermiques
du milieu réactif. De plus, l'indice optique du milieu diélectrique étant lui-même dépendant
de la température, des �uctuations trop importantes conduiront nécessairement à un bruit
de mesure élevé. De ce fait, pour une meilleure reproductibilité des mesures, le contrôle de
la température devient primordial : une précision de 0.01 ◦C est visée de manière générale.

� Une pompe péristaltique assurant la circulation du �ux, avec un débit réglable.
� Une vanne munie d'une boucle de stockage (des volumes standards de 200 µL ou 500
µL sont disponibles commercialement) pour des injections optimales et reproductibles.

� Un dégazeur, placé en entrée du montage, a�n d'éliminer les bulles d'air susceptibles de
perturber le signal.

� Des matériaux entièrement bioinertes : les surfaces en contact avec les solutions injec-
tées (cellule �uidique, tuyaux connectiques...) doivent être totalement inertes vis-à-vis des
matières biologiques et des solvants utilisés. Par exemple, un métal oxydé tel que le titane,
présentant une bonne conductivité thermique (facteur important pour une régulation ther-
mique optimale du milieu réactif) peut être employé pour former le bloc �uidique. Des
tuyaux rigides en Peek ou souples en Tygon (ou Pharmed Ismaprene) présentent égale-
ment des propriétés très satisfaisantes pour la circulation des solutions analysées.

La Figure 1.13 illustre une con�guration possible du système de �uidique constitué de tels
éléments.
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Figure 1.13 � Représentation schématique des principaux éléments du système �uidique d'un
biocapteur plasmonique. A titre d'exemple, la con�guration de Kretschmann a été adoptée pour l'excitation
des plasmons de surface.

Le système de �uidique ainsi assemblé nécessite alors un volume minimal de l'échantillon de
quelques centaines de microlitres : cette valeur peut être diminuée par l'utilisation d'une pompe
automatisée générant une circulation alternative, permettant à un même volume analysé de
passer plusieurs fois dans la cellule principale. Des optimisations micro�uidiques plus complexes
peuvent également être réalisées pour atteindre un volume minimal nécessaire de l'ordre de la
centaine de nanolitres, sans compromettre les performances de détection par SPR [24].

1.3.2 Quelques exemples d'application

De performances équivalentes aux méthodes de transduction usuelles [25, 26], les biocapteurs
plasmoniques permettent de détecter une très large gamme molécules cibles [5]. Les quelques
exemples donnés dans la suite de ce paragraphe donnent une vue d'ensemble de la diversité des
applications actuelles.

Acides nucléiques

Molécules de taille relativement petite (< 10 kDa), les fragments d'Acide DésoxyriboNu-
cléique (ADN) constituent des cibles intéressantes pour de nombreuses applications de diagnostic.
En particulier, la détection de mutations ponctuelles, a�ectant un seul nucléotide de la séquence
d'un gène, représente un domaine d'étude important dans les milieux médical et pharmaceutique.
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A titre d'exemple, la Figure 1.14 illustre l'application de la SPR à l'étude de la mutation
ponctuelle M470V a�ectant le gène CFTR responsable de la mucoviscidose [27]. En particulier,
la di�érence notable des signaux enregistrés sur une même famille de molécules sondes pour trois
injections di�érentes, correspondant aux cas homozygote malade (noté "MT" et représenté en
rouge), hétérozygote (noté "HT", en bleu) et homozygote sain (correspondant aux courbes vertes
"WT") a�rme le potentiel de cette méthode de mesure dans le cadre du diagnostic génétique,
obtenu dans le cas présent à l'aide de mesures cinétiques sur une dizaine de minutes seulement.

Figure 1.14 � Exemple de cinétiques ADN-ADN obtenues dans la cadre d'une application au
diagnostic génétique de la mucoviscidose. Le signal SPR (∆Ri

Cor(W−M)(t)) permet de di�érencier la réponse
des plots sondes à l'injection d'un échantillon homozygote malade (ne présentant que l'allèle muté responsable
de la maladie, noté "MT" et représenté en rouge), d'un hétérozygote (ayant un allèle sain et un allèle muté,
noté "HT", en bleu) et d'un homozygote sain (correspondant à la famille de courbes vertes "WT"). Les données
présentées proviennent des résultats publiés par Hottin et al. [27].

La principale di�culté liée à cette application provient du faible signal SPR généré par les
molécules cibles, elles-mêmes présentes à des concentrations relativement basses dans l'échantillon
analysé. Pour cette raison, les expérimentateurs ont souvent recours à une ampli�cation du
génome par PCR (Polymerase Chain Reaction, ou ampli�cation en chaîne par polymérase) ou
WGA (Whole Genome Ampli�cation, méthode d'ampli�cation non enzymatique, à la di�érence
de la PCR [28]). Cette procédure de préparation coûteuse en temps, permet d'augmenter la
quantité de matériel biologique ciblé et ainsi atteindre une limite de détection basse (de l'ordre
de la dizaine de picomolaires) ; cependant des fragments non désirés peuvent également être
ampli�és et gêner la détection, d'autant plus que le signal attendu est naturellement peu élevé
(inférieur à 10−4 RIU ou unités d'indice réfractif du milieu diélectrique).

Une solution alternative consiste à e�ectuer une détection indirecte en deux étapes, dans une
con�guration communément appelée "sandwich-like assay". Dans ce cas, une première hybrida-
tion entre les molécules cibles et les sondes gre�ées à la biopuce est suivie de l'injection d'un
second groupe de molécules sondes, complémentaires à la partie libre des cibles hybridées (se
reporter à la Figure 1.10, p.23). L'utilisation d'objets de masse plus élevée telles que les pro-
téines [29], voire les nanoparticules [30], conjuguées aux molécules sondes lors de cette seconde
injection, permet une ampli�cation du signal SPR d'un facteur 10 (≈ 10−3 RIU). Cette méthode
de marquage o�re alors une discrimination su�sante pour l'étude de séquences di�érant d'un
nucléotide, et présentes à des concentrations de l'ordre de l'attomolaire.

Quelle que soit l'approche considérée, la principale di�culté réside dans la sélection et l'opti-
misation des molécules sondes (séquence d'ADN [28], de peptides [30]...) apportant la précision
de discrimination souhaitée.
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Protéines

La détection de protéines constitue l'un des dé�s les plus importants des biocapteurs plasmo-
niques. A titre d'exemple, le diagnostic du cancer, basé sur la présence de marqueurs spéci�ques,
fait l'objet de nombreuses recherches à l'heure actuelle.

Bien que leur poids moléculaire soit relativement élevé (≈ 100 kDa), les conditions complexes
associées rendent la détection de ces espèces peu aisée. En e�et, le milieu contenant les protéines
à analyser étant dans la plupart des cas du sérum, une dilution est généralement e�ectuée dans
le but de limiter d'une part la variation d'indice importante (de l'ordre de 10−2 RIU) observée
à l'injection, et d'autre part l'adsorption non spéci�que des nombreuses autres espèces réactives
présentes en solution. En dépit des développements de stratégies de blocage de la surface fonc-
tionnalisée [31], ce signal non spéci�que reste très souvent su�samment élevé pour égaler celui
des molécules recherchées (de 10−5 à 10−4 RIU), présentes à des concentrations relativement
faibles dans l'échantillon.

De la même manière que dans le cas des acides nucléiques, di�érentes solutions peuvent
être adoptées a�n d'extraire l'information désirée. Une ampli�cation du signal par détection
indirecte [32] ou par compétition [33] conduit ainsi à la détection de l'antigène recherché en milieu
complexe. La Figure 1.15 met en évidence l'utilité de telles procédures de marquage dans le cadre
du diagnostic du cancer de la prostate [32]. En e�et, dans le cas présenté, le sérum contenant
l'antigène ciblé tPSA induit une variation d'indice (exprimée en termes de "resonance unit" ou
RU) trop importante vis-à-vis du tampon de course (PBS) précédent l'injection de l'échantillon :
toute di�érence de signal entre les plots sondes "actifs" (soit les premiers anticorps anti-tPSA
gre�és à la surface de la biopuce, correspondant à la courbe bleue) et ceux de contrôle négatif (en
rouge) est ainsi masquée, ne permettant pas de conclure quant à la présence l'espèce recherchée.
Pour cette raison, après rinçage de la surface par le tampon PBS, une seconde injection de
nanoparticules d'or gre�ées avec des anticorps spéci�ques anti-tPSA est réalisée : la di�érence
a�chée entre les deux familles de sondes permet alors de révéler l'antigène tPSA capturé.
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Figure 1.15 � Exemple de cinétique d'adsorption de l'antigène tPSA obtenu dans la cadre d'un
diagnostic du cancer de la prostate. L'injection des cibles tPSA contenues dans du sérum dilué à 75%
conduit à un signal SPR (exprimé en RU, correspondant à 10−6 RIU) trop important, dû à la grande di�érence
d'indice optique entre le sérum et le tampon de course (PBS) précédent l'injection. De ce fait, la présence de
l'antigène doit être révélée de manière indirecte par une seconde injection de nanoparticules d'or gre�ées avec
des anticorps spéci�ques anti-tPSA : la di�érence des signaux enregistrés pour les molécules sondes anti-tPSA
et celles servant de contrôle négatif, gre�ées à la surface, met ainsi en évidence l'espèce recherchée. Les données
présentées proviennent des résultats publiés par Uludag et al. [32].

Bien que très performant, ce type d'approche indirecte supprime toute mesure d'a�nité entre
l'antigène et son anticorps spéci�que : or, dans le cas de certaines applications, cette information
peut s'avérer indispensable pour poser un diagnostic [34].

Cependant, combiner la détection directe à la mesure précise des cinétiques d'association et de
dissociation anticorps-antigène en milieu complexe constitue, encore aujourd'hui, une procédure
peu aisée : cette problématique sera abordée dans le cadre de la dernière partie, applicative, de
ce manuscrit.

Cellules

A une échelle plus importante, la compréhension des mécanismes cellulaires représente éga-
lement un domaine d'application relativement étendu des biocapteurs plasmoniques. En e�et,
le suivi de l'activation de cellules in vitro ouvre la voie à l'étude de nombreux phénomènes
physiologiques, tels la toxicité [35], l'allergie [36] ou le comportement cancéreux [37].

Cependant, à la di�érence des bio-espèces précédemment citées, les cellules présentent une
taille de l'ordre de 1 µm, soit bien supérieure à la profondeur de pénétration sondée par l'onde
évanescente plasmonique (quelques centaines de nanomètres). Cette limitation conduit naturel-
lement à une sensibilité plus faible vis-à-vis de l'expression cellulaire. Pour cette raison, un mode
plasmonique particulier est généralement exploité dans le cadre de ces études : le plasmon dit
"long-range" (Figure 1.16).

A la di�érence de l'excitation plasmonique "conventionnelle", réalisée à l'interface entre un
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�lm métallique et un milieu diélectrique (Figure 1.16a), le phénomène "long-range" requiert une
con�guration symétrique de la biopuce (Figure 1.16b). Ainsi, une couche de bas indice optique,
idéalement égal à celui du milieu diélectrique, placée en contact avec la face inférieure du �lm
métallique, conduit à l'observation de ce mode particulier [38], présentant une profondeur de
pénétration plus adaptée [39] (≈ 1 µm).

(a) Principe de la résonance plasmonique
"conventionnelle". Dans cette représentation,
basée sur la con�guration de Kretschmann, l'onde
plasmon SPP est excitée à l'interface entre un �lm
métallique et un milieu diélectrique, par ré�exion
totale atténuée sur un prisme de verre de haut in-
dice. La sensibilité de ce phénomène reste limitée à
une couche d'épaisseur de l'ordre de 200 nm dans
le milieu diélectrique, ce qui restreint l'étude des
phénomènes cellulaires à l'interface.

(b) Principe de la plasmonique "long-range".
L'excitation du mode plasmon "long-range" néces-
site une con�guration symétrique de la biopuce : le
�lm métallique doit être entouré de deux milieux
d'indices relativement proches. Dans un cas satis-
faisant cette condition, l'onde plasmon "long-range"
LRSP générée se propage à l'interface, avec une pro-
fondeur de pénétration permettant de sonder inté-
gralement la couche cellulaire déposée à la surface
du substrat.

Figure 1.16 � Plasmon propagatif "conventionnel" et plasmon "long-range".

Des matériaux tels que le Cytop (n ≈ 1.34 à 830 nm [40]) ou le Té�on AF (n ≈ 1.31 à 830
nm [41]) permettent d'atteindre la con�guration désirée : cependant, le long protocole de dépôt
associé à ces structures et leur mauvaise tenue mécanique rend di�cile une utilisation quotidienne
dans le cadre d'études cellulaires.

Cette problématique peut être étendue à des objets similaires, tels que les bactéries. La
détection de pathogènes dans l'industrie agro-alimentaire constitue également une part d'activité
importante de la biodétection plasmonique [42].

Nécessitant des adaptations expérimentales très particulières (fabrication et fonctionnalisa-
tion d'un substrat "long-range", mais également implémentation d'un dispositif de �uidique
adapté, intégrant une cellule d'incubation...), cette application de la plasmonique à l'étude de
biomolécules de taille importante est citée dans le cas présent à titre d'exemple, et ne sera pas
abordée dans la suite de ce manuscrit.

Molécule unique

La détection de molécules présentes à l'état de traces représente une di�culté pour la trans-
duction plasmonique. En particulier, l'adsorption de molécules "uniques" sur un métallique ne
permet pas de générer une variation d'indice su�samment élevée pour pouvoir être détectée de
manière directe. En revanche, les nanostructures plasmoniques o�rent des propriétés particu-
lièrement intéressantes pour ce type de mesure, et constituent, à l'heure actuelle, une voie de
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recherche très active.
Initiée par les travaux de Mirkin et al. [43] sur des biocapteurs basés sur l'aggrégation de

nanoparticules fonctionnalisées, l'utilisation de matériaux nanostructurés exploite un con�ne-
ment du champ électromagnétique à l'échelle du nanomètre, le rendant particulièrement sensible
à toute perturbation locale du milieu ambiant. Les nanoparticules métalliques constituent un
exemple simple de ce type de structure, permettant de générer un signal détectable à l'échelle de
la molécule unique. La con�guration présentée sur la Figure 1.17, illustrant le principe de cette
détection, repose sur un couplage des résonances plasmons localisées de deux nanoparticules d'or
assemblées en un dimère [44]. Une structure basée sur des brins d'ADN partiellement hybridés
maintient une distance �xe entre les deux particules, déterminant la longueur d'onde de réso-
nance, et donc les propriétés spectrales de di�usion de l'ensemble ainsi formé. La présence de
la séquence cible d'intérêt, reconnue par la structure, conduit à une modi�cation de la distance
inter-particules, et donc de la condition de couplage. Cette variation se traduit simplement par
un changement de couleur, aisément visible en microscopie en champ obscur.

Figure 1.17 � Principe de la détection d'un brin d'ADN unique par un biocapteur plasmonique
basé sur des nanoparticules métalliques. Deux nanoparticules d'or de 8 nm de diamètre sont assemblées en
un dimère par des séquences d'ADN. La présence du brin d'ADN cible entraîne une modi�cation de l'assemblage,
se traduisant par une modi�cation des propriétés optiques de di�usion du système. Cette représentation est tirée
des résultats publiés par Lermusiaux et al. [44].

Depuis les premiers résultats prometteurs obtenus dans ce domaine, l'étude a été étendue à
des nanostructures bien plus complexes [45], le phénomène de base étant l'excitation de modes
plasmoniques dits "localisés" en raison du faible volume métallique disponible, à la di�érence
des plasmons "propagatifs" plus conventionnels. Le champ électromagnétique ainsi con�né à
l'échelle de ces structures présente une sensibilité extrême à toute perturbation locale du milieu
ambiant. La faible portée de l'onde plasmonique (≈ 30 nm) constitue dans ce cadre un avantage
considérable, dans la mesure où elle limite l'in�uence des perturbations d'indice "lointaines" du
milieu contenant les molécules cibles.

Des di�cultés liées à l'utilisation de ces nano-objets peuvent cependant être relevées. En
premier lieu, la fabrication des échantillons structurés nécessite dans certains cas un équipement
lourd et coûteux (tels que la lithographie par faisceau d'électrons), et des procédures d'optimisa-
tion relativement longues. La fonctionnalisation des surfaces utiles à la biodétection est également
plus complexe : le con�nement du champ aux "points chauds" des structures nécessite une lo-
calisation précise des molécules cibles dans les zones exaltées [46]. En�n, le système de lecture
lui-même doit être adapté à ce type de substrat, présentant un comportement plasmonique, et
donc une réponse optique, particuliers.

Ces problématiques, évoquées de manière succincte dans ce paragraphe, représentent un dé�
intéressant, relevé dans le cadre du projet innovant ANR PIRANEX, présenté dans le chapitre 10
de la partie IV de ce manuscrit.
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Chapitre 1. Qu'est-ce qu'un biocapteur ?

La détection de séquences d'ADN et de protéines correspond, en revanche, à l'application
majeure visée par les développements expérimentaux présentés dans les parties II et III suivantes.
Comme évoqué lors des exemples introduits dans les paragraphes précédents, l'analyse de ces deux
familles de biomolécules impose des performances précises aux capteurs plasmoniques. En raison
de l'amplitude des signaux attendus, de 10−5 RIU à 10−4 RIU tout au plus, un bruit de mesure
inférieur à 10−6 RIU, en termes de variation d'indice, est vivement souhaité. De même, en raison
des perturbations observées pour l'injection d'échantillons complexes, une gamme mesurable
allant jusqu'à 10−2 RIU semble nécessaire.

Une cadence d'acquisition adaptée aux cinétiques étudiées constitue également un paramètre
important vis-à-vis de la qualité de données obtenue. Pour des interactions ADN-ADN aussi
bien que pour celles protéines-anticorps, les temps de réaction sont du même ordre de grandeur,
de quelques dizaines de secondes à quelques minutes, pour des concentrations injectées typiques
de quelques centaines de nanomolaires et une a�nité forte entre les espèces cibles et sondes.
Pour les cas plus extrêmes des très faibles concentrations (de l'ordre du nanomolaire), les durées
d'interaction évoluent de manière inversement proportionnelle à la quantité de cibles injectées et
peuvent atteindre plusieurs heures. La cinétique est alors principalement limitée par les e�ets de
�uidique ainsi que par la constante de di�usion des espèces cibles vers la surface de la biopuce
[47]. Pour ces raisons, une durée d'acquisition de 30 s par point de mesure représente la limite
maximale tolérable mais non satisfaisante, une valeur inférieure étant fortement souhaitée.

A�n de faire face à la compétitivité des systèmes de biodétection présents sur le marché
industriel, l'implémentation des biocapteurs plasmoniques se doit de répondre à ces critères de
performance. Di�érentes con�gurations permettent à l'heure actuelle de combiner les propriétés
souhaitées : le chapitre suivant en résume les principales rencontrées dans la littérature.

32



Chapitre 2

Implémentation des biocapteurs

plasmoniques

Sommaire

2.1 Imagerie et temps réel : l'interrogation en ré�ectivité . . . . . . 34

2.2 L'interrogation angulaire . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37

2.3 L'interrogation spectrale . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39

2.4 L'interrogation en phase . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41

2.5 Quelle méthode choisir ? . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43

Depuis les années 1990, les biocapteurs plasmoniques connaissent un essor relativement im-
portant, grâce à l'implémentation de dispositifs "user-friendly", compacts et performants. Dans
ces systèmes, la détection sans marquage repose sur l'extrême sensibilité de l'onde évanescente
générée par le couplage plasmon à toute adsorption de matériel biologique à la surface du �lm
métallique. Plus concrètement, toute perturbation biochimique de ce type a�ecte les proprié-
tés optiques du faisceau ré�échi par la biopuce : la transduction par SPR consiste à mesurer
directement ces variations.

A l'heure actuelle, di�érents modes de lecture existent, permettant de retranscrire de manière
quantitative l'information codée par les propriétés optiques obtenues en ré�exion. L'intensité, le
spectre, l'angle de résonance, ou encore la phase du faisceau ré�échi, constituent les paramètres les
plus fréquemment exploités par la transduction plasmonique : les con�gurations expérimentales
associées se distinguent alors par leurs performances intéressantes, mais également par leurs
limites vis-à-vis des conditions de biodétection visées, inhérentes au mode de lecture choisi.

De manière plus précise, deux caractéristiques essentielles permettent d'évaluer ces di�érentes
implémentations : la résolution, exprimée en unité d'indice optique (RIU), correspondant au
signal minimal détectable par le système étudié, et la dynamique de mesure, soit l'amplitude
maximale des signaux qu'il est possible de déterminer de manière précise. A ces considérations
s'ajoutent naturellement la capacité d'imagerie, vivement souhaitée dans le cas d'analyses en
parallèle, et la résolution temporelle, essentielle pour l'étude de cinétiques d'interactions.

Ainsi, une comparaison directe des modes de lecture rencontrés dans la littérature met en
évidence la nécessité d'un compromis face à ces di�érents critères de performance. Cette étude,
dont fait l'objet ce chapitre, permet d'appréhender les limitations des biocapteurs plasmoniques
actuels, à l'origine des développements expérimentaux présentés dans la suite de ce manuscrit.
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Chapitre 2. Implémentation des biocapteurs plasmoniques

2.1 Imagerie et temps réel : l'interrogation en ré�ectivité

Relativement facile à mettre en oeuvre, l'interrogation en ré�ectivité est particulièrement
adaptée à des applications nécessitant l'étude de plusieurs interactions cibles-sondes en paral-
lèle, telles que le diagnostic génétique [30], la détection de pathogènes [48] ou encore le contrôle
anti-dopage [49]. Dans ce cas, le signal mesuré correspond à une variation de l'intensité ré�échie,
induite par la modi�cation de la condition de résonance lors de l'adsorption de biomolécules à la
surface de la biopuce (Figure 2.1a). Plus précisément, cette mesure est réalisée à un angle d'in-
cidence et une longueur d'onde �xes, judicieusement choisis de manière à exploiter la sensibilité
maximale de l'onde évanescente générée par le couplage plasmon (Figure 2.1b). Une longueur
d'onde élevée, dans le proche infrarouge, est généralement privilégiée [50], car associée à un pro-
�l de résonance angulaire étroit (se reporter à la Figure 1.3, p.15) : l'angle de fonctionnement
optimal correspond alors à la valeur maximale de la pente de la résonance.

(a) Décalage angulaire de la résonance pour une
longueur incidente �xe de 750 nm, induite par
l'adsorption de molécules biologiques à la sur-
face d'une biopuce.

(b) Variation de ré�ectivité induite par l'ad-
sorption de molécules biologiques à la surface
d'une biopuce.

Figure 2.1 � Principe de la mesure en interrogation en ré�ectivité. L'adsorption de molécules biolo-
giques (modélisées dans le cas présent par une couche de 3 nm d'épaisseur et d'indice optique égal à 1.48) modi�e
les conditions de couplage plasmon. Pour une longueur d'onde incidente �xe (750 nm dans le cas présenté), le
décalage de la résonance est mesuré en termes de variation de ré�ectivité, à l'angle correspondant au maximum
de sensibilité. Les calculs présentés sont basés sur la méthode de Rouard [21].

Cette méthode, traditionnellement citée sous l'acronyme de SPRI (de l'anglais Surface Plas-
mon Resonance Imaging ou Imagerie par Résonance des Plasmons de Surface), o�re l'avantage
de pouvoir réaliser un multiplexage des analyses biomoléculaires. Une implémentation classique,
représentée sur la partie haute de la Figure 2.2 fait appel à une illumination par un faisceau mo-
nochromatique collimaté dans une con�guration de Kretschmann. Un capteur à deux dimensions
peut alors être placé en sortie du montage a�n collecter les l'intensité ré�échie sur toute la surface
de la biopuce. A titre d'illustration, une image ainsi enregistrée est donnée sur la partie basse, à
gauche, de la Figure 2.2 : codée en variation de ré�ectivité, elle fait apparaître en couleur claire
les plots sondes ayant interagi avec les molécules cibles injectées. Le fond resté sombre présente
quant à lui une variation de ré�ectivité nulle, en raison de l'absence d'interaction à la surface
passivée de la biopuce.

De manière générale, l'ordre de grandeur de la zone imagée est d'environ 1 cm de diamètre,
permettant de ce fait l'étude de près d'une centaine d'interactions en parallèle [51]. De plus,
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grâce aux systèmes de détection actuels, les données ainsi enregistrées sont accessibles en temps
réel (la cadence de mesure étant au plus de l'ordre de quelques secondes par point de mesure),
rendant la méthode présentée parfaitement compatible avec l'étude de cinétiques d'interactions
biomoléculaires. La partie basse, à droite, de la Figure 2.2 représente les signaux extraits en
termes de variation de ré�ectivité (∆R) au cours d'une expérience d'interaction ADN-ADN : les
di�érentes familles de courbes tracées correspondent simplement à la gamme de concentrations
de molécules sondes déposées.

Figure 2.2 � Illustration des propriétés de mesure o�ertes par l'interrogation en ré�ectivité. Un
montage classique de l'interrogation en ré�ectivité (présenté en haut de cette image) est basé sur une con�guration
de Kretschmann, avec une illumination monochromatique. L'angle d'incidence est �xé par la position angulaire
de la pente maximale du pro�l de résonance plasmon. La mesure des variations de ré�ectivité est alors réalisée
en polarisation TM, par un détecteur à deux dimensions en sortie du montage. Le suivi des interactions biomo-
léculaires peut ainsi être réalisé en temps réel (�gure en bas à droite), et ce pour toute la surface de la biopuce
imagée (représentée en bas à gauche).

Du point de vue des performances, la résolution a�chée, de l'ordre de 0.005% de variation de
ré�ectivité ou 10−6 RIU, correspond à une limite de détection de 1 pg.mm−2 en termes de densité
surfacique de matériel biologique adsorbé sur la biopuce. Cette valeur, limitée par le bruit de
photons de la source (généralement une diode électro-luminescente), peut être optimisée par une
méthode de "self-referencing" des �uctuations de l'intensité incidente combinée à un contraste de
polarisation [52], ou plus simplement à une intégration spatiale du signal plus importante [53].

Malheureusement, à l'heure actuelle, le caractère multiplexe, principal atout revendiqué par
ces systèmes, ne peut être obtenu qu'au prix d'une dynamique de mesure restreinte [54], de
quelques 10−3 RIU. En comparaison, comme évoqué précédemment (sous-section 1.3.2), les
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conditions de détection réelles sont susceptibles de conduire à des variations d'indice bien plus
importantes (≈ 10−2 RIU). D'autre part, le choix d'un point de fonctionnement unique ne permet
pas d'atteindre une sensibilité optimale pour toutes les molécules sondes déposées à la surface de
la biopuce, ce qui induit dans certains cas une dispersion relativement importante des signaux
mesurés.

La Figure 2.3 illustre la qualité de données ainsi a�ectée lors d'une mesure usuelle d'interac-
tion ADN-ADN. Dans l'exemple choisi, une seule famille de molécules sondes a été déposée sous
forme d'une matrice de réplicats à la surface d'une biopuce ; une solution cible unique a également
été injectée. La variation importante du signal enregistré pour cette même interaction, extrait sur
des plots d'ADN sondes distincts, est liée à l'inhomogénéité de la fonctionnalisation chimique et
du dépôt des ligands sur la biopuce, qui a�ecte directement les conditions de résonance plasmon
de ces di�érents régions analysées.

En e�et, contrairement à la �gure précédente (Figure 2.2), les variations de ré�ectivité ex-
traites n'ont pas été corrigées par une première injection de cibles dites "de calibration" (cette
procédure sera détaillée dans la section 5.3 du chapitre 5), a�n d'illustrer les cas où un tel éta-
lonnage n'est simplement pas possible en raison de la nature des sondes ou du déroulement des
expériences.

Figure 2.3 � Dispersion des données en interrogation en ré�ectivité. L'inhomogénéité de la surface
analysée conduit naturellement à une dispersion des conditions de résonance plasmon. De ce fait, le choix d'un
point de fonctionnement unique résulte en une dispersion des sensibilité aux di�érentes régions d'intérêt de la
biopuce, et donc à une dispersion des données en termes de variation de ré�ectivité.

Ces deux principales limitations, inhérentes à l'interrogation en ré�ectivité, rendent les sys-
tèmes de SPRI associés peu robustes face à des conditions de détection complexes, telles que
celles rencontrées dans le cadre d'applications de diagnostic [55].

Pour cette raison, d'autres méthodes sont généralement privilégiées en raison de leur qualité
de mesure supérieure dans ce domaine : l'interrogation angulaire et l'interrogation spectrale,
basées sur une détermination directe des conditions de résonance.
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2.2 L'interrogation angulaire

De manière similaire à la méthode introduite dans le paragraphe précédent, l'interrogation
angulaire exploite une longueur d'onde incidente �xe. Dans de telles conditions d'excitation, la
modi�cation des propriétés du couplage plasmonique se traduit directement par un décalage de
la position angulaire de la résonance ∆θ (Figure 2.4), signal d'intérêt mesuré par cette méthode.

Figure 2.4 � Principe de la mesure en interrogation angulaire. Pour une longueur d'onde incidente �xe
(750 nm dans le cas présenté), l'adsorption de molécules biologiques à la surface de la biopuce (modélisées par
une couche homogène de 3 nm d'épaisseur et d'indice optique égal à 1.48) induit un décalage angulaire ∆θ de la
résonance plasmon, correspondant au signal mesuré par cette méthode d'interrogation. Les calculs présentés sont
basés sur la méthode de Rouard [21].

L'implémentation de ce type de con�guration vise principalement à optimiser deux para-
mètres essentiels : la sensibilité, soit le décalage angulaire enregistré pour une variation d'indice
optique donné du milieu diélectrique (de l'ordre de 60 ◦/RIU dans les conditions de couplage
présentées sur la Figure 2.4), ainsi que la largeur de la résonance, dont dépend directement la
résolution du système. En e�et, un élargissement du pro�l angulaire conduit à un rapport signal
à bruit faible sur la détermination de la position du minimum de ré�ectivité : par conséquent,
une résonance étroite est privilégiée. Cette démarche revient à considérer la �gure de mérite du
système [56], dé�nie comme le rapport entre ces deux contributions (soit la sensibilité divisée
par la largeur de la résonance) et exprimée en RIU−1. Augmentant avec la longueur d'onde
d'illumination, ce paramètre peut également être optimisé par le dépôt d'un �lm d'argent, au
lieu de l'or traditionnellement utilisé : le pro�l de résonance plus étroit ainsi obtenu conduit alors
à une meilleure résolution.

Indépendant de la dispersion des conditions de résonance initiales à la surface de la biopuce,
le décalage angulaire mesuré est également linéaire vis-à-vis des variations d'indice du milieu
diélectrique en contact avec le �lm métallique, donnant lieu à une plus grande dynamique de
mesure. Ces deux avantages notables vis-à-vis de l'interrogation en ré�ectivité ne peuvent cepen-
dant être obtenus sans compromettre d'autres propriétés fondamentales, telles que la capacité
d'imagerie, ou encore celle de mesure en temps réel.

En e�et, la reconstruction du pro�l de la résonance nécessite une excitation multi-angulaire
des plasmons de surface : cette procédure peut être réalisée de manière simultanée, par un faisceau
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convergent à la surface de la biopuce (Figure 2.5a), ou de manière séquentielle, par un balayage
mécanique de l'angle d'incidence (Figure 2.5b).

(a)Montage d'interrogation angulaire basé sur un
faisceau convergent à la surface de la biopuce.
Cette �gure est tirée des résultats de Guo et al. [57].

(b) Montage d'interrogation angulaire basé
sur un balayage mécanique de l'angle d'inci-
dence du faisceau à la surface de la biopuce.
Cette �gure est tirée des résultats de Beusink et al.
[58].

Figure 2.5 � Exemples d'implémentations possibles de biocapteurs fonctionnant en interrogation
angulaire.

Illustrée sur la Figure 2.5a dans une con�guration de Kretschmann, la première implémen-
tation évoquée repose sur la convergence du faisceau d'illumination monochromatique sur la
surface analysée. Les rayons ré�échis, issus des di�érentes conditions d'excitation plasmoniques,
se retrouvent dispersés sur une caméra placée en sortie du montage. Un tel montage permet ainsi
d'acquérir un pro�l plasmonique résolu en temps réel [57], mais ce au détriment de l'imagerie de
la biopuce, dans la mesure où une dimension du détecteur utilisé est exploitée pour enregistrer
les informations relatives au spectre angulaire. De ce fait, l'analyse est nécessairement limitée
à une ligne de plots sondes, réduisant par conséquent le débit des données fournies par cette
méthode. Une implémentation équivalente, basée sur un couplage par réseau [59] (se reporter à
la Figure 1.6b, p.17), conduit à des performances similaires : de manière générale, une dynamique
de mesure de quelques 10−2 RIU et une résolution de l'ordre de 10−7 RIU sont observées pour
ces systèmes. A titre indicatif, ces données correspondent à des valeurs respectives de l'ordre de
1 ◦ et 0, 1m ◦ en angle interne (dé�ni sur la Figure 1.6a, p.17, comme étant l'angle d'incidence
sur le �lm métallique, après réfraction du faisceau dans le prisme) : par comparaison, la lar-
geur du pro�l de la résonance est d'environ 1 ◦ pour une longueur d'onde incidente de 750 nm
(Figure 2.4).

La seconde implémentation de l'interrogation angulaire introduite dans ce paragraphe (Fi-
gure 2.5b) o�re l'avantage d'une imagerie à deux dimensions, permettant ainsi l'analyse simulta-
née de di�érentes biomolécules [58]. Présentée également dans une con�guration de Kretschmann
basée sur un prisme hémisphérique, cette solution fait appel à un balayage mécanique de l'angle
d'incidence du faisceau d'illumination monochromatique sur la biopuce. Pour chaque position
angulaire considérée, une image de la matrice de plots est enregistrée par un détecteur à deux
dimensions (caméra CCD...).

Cette procédure peut être réalisée par le mouvement mécanique d'un miroir du montage op-
tique, ou, dans une con�guration statique, par l'allumage séquentiel d'un ensemble de sources
de même longueur d'onde mais d'angles d'incidence variés sur la biopuce. Dans les deux cas, le
balayage angulaire semble limiter la cadence d'acquisition : une fréquence optimale de 3 Hz est
rapportée [60], contre 10 Hz dans le cas de la con�guration précédente [13]. Malgré ce détail,
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le système reste néanmoins compatible avec des analyses en temps réel [61], mais a�che une
résolution légèrement plus proche de celle de l'interrogation en ré�ectivité, de l'ordre de 10−6

RIU [60].

Les performances intéressantes des con�gurations présentées dans ce paragraphe ont conduit
à la commercialisation de dispositifs de biodétection proposés par Biacore ou encore Ibis Techno-
logies. Des performances similaires peuvent également être obtenues par une méthode semblable :
l'interrogation spectrale. Présentée dans le paragraphe suivant, cette technique de mesure est, à
la di�érence de l'interrogation angulaire, peu représentée au niveau industriel.

2.3 L'interrogation spectrale

Equivalent direct de la méthode exposée dans le paragraphe précédent, l'interrogation spec-
trale est réalisée à un angle d'incidence �xe. Le décalage spectral du minimum de ré�ectivité ∆λ
constitue alors le signal mesuré dans cette con�guration (Figure 2.6).

Figure 2.6 � Principe de la mesure en interrogation spectrale. Pour un angle d'incidence �xe (54.6 ◦,
correspondant à l'angle interne après ré�exion sur le prisme dans la con�guration de Kretschmann), l'adsorption
de molécules biologiques à la surface de la biopuce (modélisées par une couche homogène de 3 nm d'épaisseur et
d'indice optique égal à 1.48) induit un décalage spectral ∆λ de la résonance plasmon, correspondant au signal
mesuré dans le cadre de cette méthode d'interrogation. Les calculs présentés sont basés sur la méthode de Rouard
[21].

L'implémentation la plus répandue est basée sur une illumination polychromatique en con�-
guration de Kretschmann : un spectromètre est alors utilisé a�n de récupérer en temps réel
l'information spectrale du faisceau ré�échi par la biopuce (Figure 2.7).
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Figure 2.7 � Représentation schématique d'un montage classique d'interrogation spectrale. Dans
une con�guration de Kretschmann, pour un angle d'incidence �xe, une illumination polychromatique o�re une
large gamme spectrale d'excitation des plasmons de surface. La chute de ré�ectivité à la longueur d'onde de
couplage est visualisée sur un spectromètre permettant l'acquisition d'un pro�l de résonance spectral résolu. Le
suivi des interactions biomoléculaires par la position du minimum de ré�ectivité peut ainsi être réalisé en temps
réel, mais pour une surface limitée de la biopuce.

De manière générale, la cadence de mesure semble légèrement inférieure à celle de l'interroga-
tion angulaire [62] (≈ 1 Hz). En revanche, les performances a�chées en termes de résolution (de
l'ordre du picomètre, soit environ 10−7 RIU) et la dynamique de mesure (> 10−2 RIU) restent
comparables, voire supérieures.

La �gure de mérite du système est également favorisée aux hautes longueurs d'onde [56] :
dans le cas des conditions de couplage présentées sur la Figure 2.6, une sensibilité de 4600
nm/RIU et une largeur de 70 nm conduisent à une �gure de mérite de 66 RIU−1, comparable à
la valeur obtenue dans le paragraphe précédent en interrogation angulaire. Cependant, une op-
timisation rigoureuse du dispositif expérimental, combinée avec une structuration de la biopuce,
peut conduire à des performances exceptionnelles : ainsi, une �gure de mérite supérieure à 800
RIU−1 et une résolution de 2.5× 10−8 RIU ont été rapportées par Slavík et Homola dans le cas
de biopuces "long-range" [41].

Plus précis et plus robustes face aux conditions de détection réelles, ces systèmes sont privilé-
giés par rapport à l'interrogation en ré�ectivité pour des applications en milieu complexe : dans
le cas de l'antigène ALCAM (activated cell leukocyte adhesion molecule), marqueur potentiel du
cancer du pancréas, une limite de détection de 10 ng/mL en sérum dilué à 10% a ainsi pu être at-
teinte en interrogation spectrale [63], contre 45 ng/mL dans une con�guration d'interrogation en
ré�ectivité particulièrement optimisée, béné�ciant à la fois d'une méthode de "self-referencing"

40



2.4. L'interrogation en phase

et de contraste de polarisation [64].

En raison de la symétrie des méthodes d'interrogation angulaire et spectrale, des contraintes
expérimentales semblables à celles exposées dans le paragraphe précédent rendent di�cile la
combinaison de l'imagerie en deux dimensions avec une résolution temporelle satisfaisante. En
e�et, une implémentation classique, basée sur une illumination en lumière blanche couplée à un
spectromètre (Figure 2.7), reste limitée à une mesure en mono-point à la surface de la biopuce.
Les systèmes commercialisés par GWC Technologies constituent l'un des rares exemples d'une
telle implémentation à l'échelle industrielle [65]. Par analogie avec l'interrogation angulaire, une
con�guration basée sur un balayage de la longueur d'onde du faisceau incident, en combinai-
son avec une caméra CCD placée en sortie du montage, pourrait être également envisagée :
cependant, la nécessité d'une source accordable en longueur d'onde complexi�e le prototypage
d'un tel système, et ne garantit pas une cadence d'acquisition compatible avec les cinétiques
biomoléculaires visées.

Abordées en détail dans la suite de ce manuscrit (chapitre 3 de la partie II), ces probléma-
tiques expliquent en grande partie le faible nombre de prototypes commerciaux fonctionnant en
interrogation spectrale, à l'heure actuelle.

2.4 L'interrogation en phase

Nettement moins répandue, la méthode d'interrogation présentée dans ce paragraphe ex-
ploite l'existence d'un saut de phase abrupt en polarisation TM au voisinage de la résonance
(Figure 2.8).

Figure 2.8 � Principe de la mesure en interrogation en phase. Pour une longueur d'onde incidente �xe
(750 nm dans le cas présenté), l'adsorption de molécules biologiques à la surface de la biopuce (modélisées par
une couche homogène de 3 nm d'épaisseur et d'indice optique égal à 1.48) induit un saut de phase important en
polarisation TM. La mesure du déphasage entre les polarisations correspondant au signal mesuré dans le cadre
de cette méthode d'interrogation. Les calculs présentés sont basés sur la méthode de Rouard [21].

Par analogie avec les méthodes présentées précédemment, l'interrogation en phase consiste à
mesurer, par interférence, la variation de phase du faisceau ré�échi lors de l'adsorption de bio-
molécules à la surface de la biopuce. Une con�guration de Mach-Zehnder, couplée à un montage
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classique d'interrogation en ré�ectivité, peut être utilisée dans ce but (Figure 2.9). Dans une telle
implémentation, le faisceau incident est tout d'abord divisé en deux faisceaux d'égale intensité à
l'aide d'une lame séparatrice : le premier faisceau, servant à la mesure, est dirigé vers la biopuce
plasmonique posée sur un prisme, dans une con�guration de Kretschmann. L'angle d'incidence
est ajusté à la résonance, correspondant au point d'in�exion de la phase. Le second faisceau
de référence, est atténué par un �ltre absorbant de manière a égaler en intensité le faisceau de
mesure ré�échi par la biopuce dans les conditions de résonance plasmon. Les deux faisceaux sont
alors à nouveau combinés par une lame séparatrice : la �gure d'interférence obtenue peut être
visualisée directement par une caméra CCD placée sur l'une des deux sorties de l'interféromètre.
Le déplacement des franges, généré par la variation d'indice du milieu diélectrique sondé, re�ète
alors le déphasage recherché en temps réel (comme dans le cas de l'interrogation en ré�ectivité,
la cadence d'acquisition dépend alors principalement des performances de la caméra utilisée et
des paramètres de moyenne temporelle des signaux enregistrés).

Figure 2.9 � Représentation schématique d'un montage d'interrogation en phase. Le faisceau inci-
dent, monochromatique, est divisé en deux faisceaux d'égale intensité par une lame séparatrice (1). Le faisceau de
mesure est orienté vers la biopuce (3) placée sur un prisme (2) dans une con�guration de Kretschmann, sous un
angle d'incidence correspondant à la résonance plasmon. Le second faisceau de référence est atténué par un �ltre
absorbant (6), avant d'être ré�échi par un miroir (7) et combiné à nouveau au faisceau de mesure par une seconde
lame séparatrice(5). Une caméra CCD (9) placée sur l'une des deux sorties de l'interféromètre permet de visualiser
le décalage des franges d'interférence induit par la variation de l'indice du milieu diélectrique en contact avec la
biopuce. Au niveau de la seconde voie de sortie, une photodiode (8) collecte les variations d'intensité moyenne de
la �gure d'interférence. Le montage présenté provient des résultats publiés par Kabashin et Nikitin [66].

La résolution supérieure aux méthodes précédentes, évaluée en premier lieu de manière théo-
rique à 4×10−8 RIU [66], a été démontrée expérimentalement par la suite [67]. Cependant, cette
performance exceptionnelle s'accompagne d'un saut de phase abrupt à la résonance, rendant le
système particulièrement vulnérable aux �uctuations de température ou d'indice du milieu ré-
actif. D'autre part, cette sensibilité accrue correspond à une gamme de variations d'indice très
restreinte, et o�re de ce fait une dynamique de mesure extrêmement limitée. Ce compromis entre
la résolution et la dynamique de mesure peut être ajusté dans une certaine mesure par l'épais-
seur du �lm métallique, mais ne permet pas d'atteindre une con�guration optimale vis-à-vis des
contraintes expérimentales évoquées précédemment. Les résultats de Junfeng et al. [68] dans le
cadre d'un système combinant l'imagerie et l'interrogation en phase ont ainsi démontré qu'une
résolution de 10−6 RIU était limitée à une dynamique de seulement 2 × 10−3 RIU ; de même,
une gamme de mesure plus étendue, de 8 × 10−2 RIU compromettait fortement la résolution
du système, qui n'atteignait alors que 10−4 RIU, soit l'ordre de grandeur maximal des signaux
biomoléculaires attendus.
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En raison de ces performances, cette méthode n'est que peu représentée le marché des bio-
capteurs plasmoniques : la société BiOptix [69] en constitue un exemple isolé.

2.5 Quelle méthode choisir ?

De manière générale, les mesures par SPR sont réalisées à l'heure actuelle avec un compromis
sur les performances obtenues. Dans le cas de l'interrogation en ré�ectivité ou en phase, les
analyses menées en parallèle nécessitent des conditions de détection idéales, et ne tolèrent qu'une
faible variation d'indice de la solution contenant les molécules cibles à détecter. En interrogation
angulaire ou spectrale, la robustesse o�erte par une dynamique de mesure étendue ne peut être
exploitée dans le cadre d'un multiplexage de données, du moins sans compromettre la résolution
temporelle. Ces performances caractéristiques des méthodes d'interrogation introduites dans les
paragraphes précédents sont résumées dans le Tableau 2.1.

Tableau 2.1 � Caractéristiques des méthodes d'interrogation des biopuces plasmoniques.

Con�guration Résolution Dynamique
Imagerie

en 2D

Mesure en

temps réel

Mouvement

mécanique

Système

commercial

Interrogation
en ré�ectivité

10−6 RIU 10−3 RIU Oui Oui Non
HORIBA
Scienti�c

[15]

Interrogation
angulaire
(faisceau

convergent)

10−7 RIU 10−2 RIU Non Oui Non Biacore [13]

Interrogation
angulaire

(balayage de
l'angle

d'incidence)

10−6 RIU 10−2 RIU Oui
Oui

(Cadence
limitée)

Oui
Ibis

Technologies
[14]

Interrogation
spectrale

10−7 RIU 10−2 RIU Non Oui Non
GWC

Technologies
[65]

Interrogation
en phase

10−8 RIU
< 10−4

RIU
Non Oui Non BiOptix [69]

Les applications variées des biocapteurs plasmoniques, abordées précédemment dans le cha-
pitre 1, nécessitent une certaine adaptabilité de ces systèmes face aux conditions de détection
réelles qui peuvent être rencontrées. Ainsi, l'analyse de biomolécules de petite taille, telles que
les séquences d'ADN, ou plus simplement présentes à de faibles concentrations, requiert une
résolution de l'ordre de 10−6 RIU. D'autre part, l'injection d'échantillons complexes, tels que
du sérum, ne peut être réalisée sans une dynamique de mesure su�sante, de 10−2 RIU. En�n,
ces performances indispensables doivent pouvoir être atteintes dans une con�guration o�rant à
la fois un multiplexage de données su�sant (> 100 interactions en parallèles) et une résolution
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temporelle compatible avec les mesures de cinétiques visées : un point de mesure toutes les 30 s
représente la cadence limite tolérable, mais non satisfaisante (une durée inférieure à cette valeur
doit être visée impérativement), vis-à-vis de durées d'interaction de quelques minutes.

Dans ce contexte, l'interrogation angulaire représente une solution envisageable : cependant,
la con�guration o�rant les performances souhaitées nécessiterait alors un balayage mécanique de
l'angle d'incidence du faisceau sur la biopuce. Cela impose par conséquent certaines contraintes,
à la fois sur l'imagerie (déplacement de l'image de la biopuce sur la caméra suivant l'angle
d'incidence) et sur la précision du balayage angulaire (dont dépend la résolution de la mesure).

Face aux exigences énoncées, une nouvelle méthode d'interrogation multi-spectrale a été
développée en collaboration avec le Laboratoire Charles Fabry de l'Institut d'Optique, et la
société HORIBA Scienti�c. Présentée dans la suite de ce manuscrit, la solution implémentée ouvre
la voie à une nouvelle génération de biodétecteurs performants, compacts et de coût relativement
raisonnable, présentant un potentiel industriel certain.
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Chapitre 3

Etat de l'art de l'interrogation spectrale
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L'interrogation en ré�ectivité permet aux capteurs plasmoniques de combiner à la fois mesure
en temps réel et imagerie en deux dimensions : grâce à ces deux modalités, une information sur la
cinétique des interactions est accessible en tout point de la biopuce analysée. Bon nombre d'appli-
cations peuvent tirer avantage de ces propriétés, qui permettent d'analyser en parallèle l'a�nité
d'une molécule cible vis-à-vis de di�érentes sondes moléculaires. Non seulement les durées de
mesure peuvent être considérablement réduites, mais les analyses deviennent également moins
coûteuses en échantillons. Malheureusement, à l'heure actuelle, ce mutliplexage ne peut être ob-
tenu qu'au prix d'une dynamique de mesure restreinte et d'un point de fonctionnement unique
qui ne permet pas d'avoir une sensibilité optimale pour toutes les molécules sondes déposées à
la surface de la biopuce.

Ces limitations peuvent cependant être contournées en exploitant les performances o�ertes
par l'interrogation spectrale ou angulaire. Ces deux techniques permettent de s'a�ranchir des
conditions expérimentales en proposant une mesure basée sur le décalage, respectivement spec-
tral ou angulaire, de la résonance plasmon. Cette approche rend possible l'étude simultanée de
multiples espèces biologiques, de poids moléculaires di�érents, à la surface d'une même biopuce.
D'autre part, la robustesse apportée par la dynamique de mesure étendue permet de découpler
la sensibilité de la mesure et les variations d'indice de l'échantillon analysé.

A l'heure actuelle, il existe des systèmes commerciaux combinant à la fois l'imagerie, le
temps réel et l'interrogation angulaire : l'acquisition du pro�l de la résonance est obtenue par
un balayage continu de l'angle d'incidence du faisceau sur la biopuce. En revanche, l'équivalent
spectral de ce type de mesure, qui permettrait de s'a�ranchir de ce mouvement mécanique, n'est
que très peu abordé dans la littérature.

En e�et, l'état de l'art de l'interrogation spectrale, présenté dans ce chapitre, met en évidence
les di�cultés majeures liées au développement d'un système réalisant une mesure du décalage
spectral de la résonance plasmon, en temps réel, et en tout point d'une matrice de plots-sondes
à deux dimensions. Cependant, cette étude laisse également entrevoir des pistes de recherche
permettant de répondre à cette problématique. La mise en place, l'optimisation et la validation
d'un nouveau prototype d'interrogation multi-spectrale sont abordées de manière concrète dans
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les chapitres 4 et 5 de cette partie.

3.1 Con�gurations basées sur un élément di�ractant

Le développement récent de spectromètres performants, compacts et bas coût est à l'origine
de la con�guration très répandue, présentée dans ce paragraphe. En e�et, l'interrogation spectrale
étant par dé�nition une mesure du décalage de la résonance plasmon pour un angle d'incidence
�xe, il est évident qu'un spectromètre permettant d'acquérir le pro�l spectral en temps réel soit
un élément à privilégier pour ce type de mesure [70].

Une implémentation typique, basée sur une illumination en lumière blanche dans une con�-
guration de Kretschmann, est illustrée sur la Figure 3.1. Dans ces conditions, le faisceau d'illu-
mination de large bande spectrale, en polarisation TM, est ré�échi par la biopuce plasmonique
avant d'être collecté par un spectromètre placé en sortie du montage, conduisant à une mesure
mono-point.

Figure 3.1 � Montage d'interrogation spectrale utilisant un spectromètre. Cette �gure est tirée des
résultats de Stemmler et al. [70].

De la même manière, l'utilisation d'un réseau di�ractif permet de disperser le faisceau ré�échi
sur un capteur à une ou deux dimensions de manière à récupérer l'information spectrale sur la
résonance plasmon [71]. La Figure 3.2 présente une implémentation possible dans une con�gu-
ration de Kretschmann : une ligne de lumière blanche, obtenue par l'utilisation d'une fente en
entrée du montage, est dirigée après ré�exion sur la biopuce vers un réseau di�ractif. La sépa-
ration angulaire des composantes spectrales est alors imagée par une caméra CCD, suivant la
direction orthogonale à la fente d'entrée. Cette méthode d'analyse reste par conséquent limitée
à une mesure en une dimension de la biopuce (une ligne de plots sondes).

Figure 3.2 � Montage d'interrogation spectrale utilisant un réseau di�ractif. Cette �gure est tirée
des résultats de Bardin et al. [71].
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Une approche alternative consiste à utiliser la biopuce elle-même comme élément di�ractant
[72], ce qui permet de s'a�ranchir de l'utilisation d'un spectromètre, et obtenir un prototype plus
compact mais tout aussi performant (Figure 3.3). Comme pour les exemples précédents, une
illumination de bande spectrale large est employée. L'excitation plasmonique est alors réalisée
via un couplage par réseau (se reporter à la Figure 1.6, p. 17) sur la surface structurée de la
biopuce plasmonique. Les composantes spectrales séparées spatialement sont recueillies par un
détecteur à deux dimensions de type CMOS ou CCD, o�rant ainsi une mesure en temps réel du
pro�l spectral de la résonance. Comme pour la con�guration précédente, la mesure permet une
analyse suivant une dimension de la biopuce (soit une ligne de plots sondes). Cependant, à la
di�érence des implémentations précédentes basées sur un couplage par prisme, la propagation
du faisceau d'illumination fait intervenir un trajet à travers le milieu diélectrique, soit l'échan-
tillon à analyser. Les variations optiques induites lors des manipulations expérimentales sont par
conséquent susceptibles de perturber la mesure spectrale dans cette con�guration.

Figure 3.3 � Montage d'interrogation spectrale utilisant une biopuce dispersive structurée en
réseau. Cette �gure est tirée des résultats de Piliarik et al. [72].

La résolution de tels systèmes peut atteindre 10−7 RIU, ce qui o�re une limite de détection très
adaptée à l'analyse de traces [73, 74]. De plus, grâce à la large gamme spectrale des spectromètres,
la dynamique de mesure est nettement supérieure à celle de l'interrogation en ré�ectivité. La
cadence d'acquisition, quant à elle, est très satisfaisante, de quelques secondes par spectre (cette
valeur est alors déterminée principalement par les performances du détecteur utilisé, ainsi que du
paramétrage de la moyenne temporelle des signaux recueillis), soit une durée nettement inférieure
à celle maximale autorisée vis-à-vis des applications envisagées (la limite tolérable ayant été �xée
à 30 s par point de mesure).

Le seul défaut imputable à ces con�gurations est la perte de la capacité d'imagerie au pro�t
de l'acquisition du pro�l de la résonance. Ainsi, une con�guration basée sur un spectromètre ne
permet malheureusement qu'une mesure mono-point. Dans le cas d'une caméra CCD ou CMOS,
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l'imagerie de la biopuce reste limitée à une ligne de plots sondes, ce qui décroît considérablement
le nombre d'analyses e�ectuées en parallèle [75, 76]. Un balayage spatial mécanique de la biopuce
peut être envisagé [77], au détriment de la capacité de temps réel, mais cette mesure contraignante
n'est généralement pas adoptée.

3.2 Con�gurations basées sur un balayage spectral

Moins répandue, la technique présentée dans ce paragraphe permet un multiplexage des don-
nées sans les contraintes d'un balayage spatial mécanique. Dans ce cas, l'interrogation spectrale
est réalisée par un balayage de la longueur d'onde du faisceau incident sur la biopuce, basé sur
une source de lumière blanche utilisée en combinaison avec un monochromateur. L'acquisition
des images de ré�ectivité correspondantes par un capteur à deux dimensions placé en sortie du
montage permet de reconstruire le pro�l de la résonance plasmon en tout point de la biopuce
analysée.

Bien que la plupart des travaux publiés dans ce domaine fassent référence à un échantillonnage
relativement important sur une large gamme spectrale (650 nm - 950 nm), rendant impossible
toute mesure en temps réel [78, 79], un tel nombre de points de mesure n'est pas indispensable
pour atteindre une résolution satisfaisante sur la position du minimum de ré�ectivité. Otsuki et
Ishikawa [80] ont ainsi démontré des performances intéressantes à partir d'un balayage spectral
de 5 longueurs d'onde (Figure 3.4).

Figure 3.4 � Montage d'interrogation spectrale utilisant un monochromateur. Cette �gure est tirée
des résultats de Otsuki et Ishikawa [80].

Grâce à un traitement de données adapté, la résolution du système présenté sur la Figure 3.4
peut atteindre quelques 10−6 RIU, ce qui représente une perte d'un ordre de grandeur par
rapport aux con�gurations citées dans le paragraphe précédent. Le faible nombre de points de
mesure, associé à des conditions d'acquisition moins favorables (la durée de balayage souhaitée
imposant une limite sur la moyenne temporelle des images enregistrées) serait à l'origine de
l'écart observé. Cependant, la capacité d'imagerie n'est pas compromise, de même que celle de
mesure en temps réel, grâce à une durée de balayage de 10 s par série de 5 longueurs d'onde (soit
inférieure à la limite �xée précédemment à 30 s, représentant la valeur maximale tolérable, mais
non satisfaisante). D'autre part, les performances annoncées restant équivalentes aux systèmes
actuels de SPRI fonctionnant en interrogation en ré�ectivité, cette con�guration permet donc
d'envisager des applications de biodétection en temps réel, à haut débit de données.

De plus, en raison du faible nombre de longueurs d'onde incidentes nécessaires, une con�gu-
ration plus compacte peut être envisagée : récemment, un système d'interrogation spectrale à 3
LEDs (diodes électro-luminescentes) a été implémenté dans le cadre de biopuces plasmoniques
nanostructurées [81]. Cependant, la résolution obtenue, de l'ordre du nanomètre, soit supérieure à
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10−4 RIU, rend ce système inadapté dans le cadre d'une biopuce conventionnelle, dans la mesure
où le signal attendu est du même ordre de grandeur, voire plus faible.

Ces résultats néanmoins très prometteurs laissent entrevoir des pistes de recherche pour le
développement d'un système de SPRI combinant les avantages de l'interrogation spectrale et
ceux de l'interrogation en ré�ectivité : une optimisation de ces con�gurations a conduit aux
résultats majeurs de ce manuscrit, présentés en détail dans la suite de cette Partie, ainsi que
dans la partie III.

3.3 Autres implémentations rencontrées

D'autres implémentations, quelque peu moins conventionnelles, peuvent également être ren-
contrées dans la littérature. Récemment, l'usage de �ltres à cristaux liquides a été référencé
dans le cadre de biocapteurs nanostructurés [82] : le principe de cette mesure reste relativement
semblable à la con�guration précédente, utilisant un monochromateur. En e�et, dans le cas du
montage en transmission présenté sur la Figure 3.5, l'illumination est réalisée par une source
de lumière blanche : l'interrogation spectrale du faisceau transmis par l'échantillon plasmonique
est alors e�ectuée par un �ltre à cristaux liquides dynamique. Une synchronisation avec une
caméra CCD placée en sortie du montage permet l'obtention d'une série d'images à di�érentes
longueurs d'onde. Bien que les auteurs aient rapporté des cycles de balayage de quelques minutes,
incompatibles vis-à-vis la cadence d'acquisition visée, une durée de l'ordre de quelques secondes
pourrait être atteinte en théorie, d'après les spéci�cations techniques du composant utilisé [83].
Cette procédure est donc potentiellement adaptée à des applications de biodétection nécessitant
des capacités d'imagerie en deux dimensions et de mesure en temps réel.

Figure 3.5 � Montage d'interrogation spectrale utilisant des �ltres à cristaux liquides. Cette �gure
est tirée des résultats de Ruemmele et al. [82]

.

Le coût des composants utilisés décroît considérablement le potentiel industriel de cette
con�guration, mais le principal verrou reste la résolution des �ltres à cristaux liquides, de l'ordre
du nanomètre, soit une variation d'indice supérieure à 10−4 RIU, et donc à l'amplitude de signal
maximale attendue pour une interaction ADN-ADN.
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Une con�guration particulièrement originale, introduite par Zheng et al. [84] o�re également
des performances intéressantes en termes de cadence d'acquisition. L'idée avancée consiste à
disperser de manière temporelle l'information spectrale de la résonance plasmon, contrairement
au cas le plus répandu où ces données sont dispersées spatialement par l'usage d'un élément
di�ractant (section 3.1).

L'implémentation proposée repose sur l'utilisation d'une source à impulsions ultra-courtes,
permettant générer une illumination à spectre large avec une cadence élevée. Un élément dispersif
est alors utilisé pour introduire un chirp, soit un élargissement temporel linéaire du spectre : un
détecteur à haute cadence adapté (une photodiode PIN, par exemple) permet d'échantillonner le
signal reçu et reconstruire le pro�l de la résonance plasmon. La Figure 3.6 illustre cette méthode
originale, adaptée dans une con�guration de Kretschmann :

Figure 3.6 � Montage d'interrogation spectrale utilisant une source à impulsions femtosecondes.
Cette �gure est tirée des résultats de Zheng et al. [84].

Le choix d'une source à impulsions ultra-courtes impose malheureusement des contraintes
importantes sur les di�érents éléments du montage, en particulier du point de vue thermique. De
plus, le détecteur utilisé doit être adapté à la fréquence d'acquisition visée (de l'ordre de quelques
dizaines de MHz dans le cas des travaux cités, soit un point de mesure toutes les 100 ns), ce qui
est incompatible avec un système d'imagerie numérique (tel qu'une caméra CCD, par exemple),
limitant ce type de capteur à une mesure mono-point.

D'autre part, il est important de noter que les données fournies par les auteurs ne permettent
pas d'estimer avec précision la résolution atteinte. Une valeur inférieure à 5 × 10−5 RIU peut
être avancée d'après les données expérimentales, sans certitude absolue.

3.4 Quelle con�guration retenir ?

Les paragraphes précédents mettent en évidence la diversité des implémentations possibles
de l'interrogation spectrale. Cette méthode de mesure a été privilégiée dans le cadre de ces tra-
vaux, en raison des performances particulièrement intéressantes o�ertes en comparaison avec
l'interrogation en ré�ectivité traditionnelle. En e�et, la robustesse permettant de s'a�ranchir
des conditions expérimentales (telles que l'inhomogénéité de la biopuce et les variations d'indice
des solutions injectées), la résolution et la dynamique de mesure, constituent des avantages non
négligeables pour des applications de détection réelles.

Parmi les con�gurations étudiées précédemment, la plus répandue fait appel à l'utilisation
d'un spectromètre en sortie du montage, de manière à collecter en temps réel le pro�l spectral de
la résonance plasmonique. Bien qu'o�rant une excellente résolution (10−7 RIU), cette méthode
reste limitée à une mesure mono-point, et ne peut donc pas être employée pour des analyses
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nécessitant un haut débit de données. De performances équivalentes en termes de résolution et
de cadence (de l'ordre de quelques secondes par spectre), l'implémentation basée sur un réseau
di�ractant, associé à un détecteur à deux dimensions (caméra CCD ou CMOS), permet d'acqué-
rir simultanément l'information spectrale relative à une ligne de plots sondes. Une alternative,
utilisant une structuration en surface de la biopuce, peut également être envisagée, mais fait
intervenir un trajet du faisceau d'illumination à travers l'échantillon, susceptible de perturber la
mesure.

Moins répandu, le balayage spectral du faisceau d'illumination par un monochromateur per-
met de combiner les capacités d'imagerie en deux dimensions et de mesure en temps réel, avec
une cadence d'acquisition de 10 s pour un ensemble de 5 longueurs d'onde. Bien que plus faible
en comparaison avec les méthodes précédemment citées, la résolution atteinte, de l'ordre de 10−6

RIU, reste néanmoins équivalente à celle de l'interrogation en ré�ectivité. Une implémentation
voisine, basée sur un �ltrage spectral dynamique du faisceau provenant de l'échantillon analysé,
o�re des propriétés équivalentes, à l'exception d'une très mauvaise résolution (10−4 RIU) due à
la précision spectrale du �ltre à cristaux liquides utilisé.

En�n, la con�guration jugée la plus originale, basée sur une excitation femtoseconde combinée
à un chirp, présente trop de contraintes instrumentales pour envisager une utilisation quotidienne
dans le cadre des applications visées. En complément de cet aspect pratique, une caractérisation
plus poussée demeure nécessaire a�n de conclure avec certitude sur les performances réellement
atteintes.

Pour une comparaison directe des di�érentes con�gurations étudiées, les propriétés principa-
lement recherchées dans le cadre de ces travaux sont résumées dans le Tableau 3.1.
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Tableau 3.1 � Sources d'illumination multi-spectrale.

Con�guration Imagerie en 2D
Mesure en

temps réel
Résolution Référence

Spectromètre Non Oui 10−7 RIU
Stemmler et al.

[70]

Réseau di�ractif
+ Caméra CCD

Non
(imagerie en 1D)

Oui 10−7 RIU Bardin et al. [71]

Biopuce
structurée +

Caméra CMOS

Non
(imagerie en 1D)

Oui 10−7 RIU Piliarik et al. [72]

Source blanche +
Monochromateur

Oui Oui 10−6 RIU Otsuki et al. [80]

Cristaux liquides Oui

Oui
(en théorie,
non démontré

par les
auteurs)

10−4 RIU
Ruemmele et al.

[82]

Source à
impulsions
ultra-courtes

Non Oui

< 5× 10−5

RIU
(donnée ap-
proximative)

Zheng et al. [84]

Du point de vue de la problématique énoncée, les con�gurations décrites dans la section 3.2,
basées sur un balayage spectral du faisceau incident, o�rent des perspectives intéressantes pour
combiner les avantages de l'interrogation spectrale à ceux de l'interrogation en ré�ectivité. Cepen-
dant, en raison des durées relativement importantes associées à ce mode d'illumination, le choix
des longueurs d'onde incidentes doit faire l'objet d'une optimisation rigoureuse vis-à-vis des trois
paramètres jugés essentiels dans le cadre des applications envisagées : la cadence d'acquisition,
la résolution et la dynamique de mesure.

Les développements présentés dans la suite de cette partie rendent compte de l'implémenta-
tion d'une technique semblable d'interrogation multi-spectrale sur un banc expérimental de SPRI
développé précédemment au Laboratoire Charles Fabry. En particulier, l'in�uence du choix des
longueurs d'onde incidentes sur les performances recherchées, de même que l'optimisation du
traitement de données, sont analysés en détail dans le but d'élaborer un système de mesure par
SPR compétitif vis-à-vis des con�gurations traditionnelles présentées dans ce chapitre.
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L'état de l'art exposé au chapitre précédent a révélé les principales di�cultés liées au dé-
veloppement d'un système de SPRI combinant imagerie, temps réel et interrogation spectrale.
Face à cette problématique, la solution o�erte par un balayage spectral des longueurs d'onde
incidentes présente un potentiel particulièrement intéressant. En e�et, une con�guration basée
sur une source blanche couplée à un monochromateur ne nécessite que peu de modi�cations du
banc expérimental existant, et o�re l'avantage d'acquérir une image en deux dimensions sans
balayage spatial de la biopuce analysée. Cependant, même avec un tel système, l'interrogation
spectrale requiert un mouvement mécanique, celui du réseau sélectionnant les longueurs d'onde
incidentes choisies. Or, pour les applications envisagées, la durée de mesure, soit la fréquence du
balayage spectral, doit rester compatible avec les cinétiques d'interactions biomoléculaires.

Le principal dé� consiste par conséquent à réduire la durée de ce balayage, ce qui revient
à réduire le nombre de longueurs d'onde incidentes, tout en gardant une qualité de mesure
supérieure vis-à-vis de l'interrogation en ré�ectivité. Les performances en termes de résolution,
de dynamique de mesure, qui sont les principaux atouts de l'interrogation spectrale, doivent
donc être impérativement évaluées. Les développements présentés dans ce chapitre s'e�orcent de
répondre à cette problématique avec un esprit pratique, tourné vers les exigences des "end-users"
potentiels.
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4.1 Quelques mots sur le banc expérimental

Le banc SPRI ayant servi de base aux développements présentés dans ce manuscrit a été
élaboré lors de précédents travaux sur la caractérisation de biopuces nanostructurées (Figure 4.1).
Il s'agit d'un système bimodal, dans la mesure où il permet d'e�ectuer à la fois une interrogation
spectrale et angulaire, et d'accéder ainsi aux propriétés plasmoniques complètes, en termes de
conditions de résonances (λ, θ), pour des substrats "non-conventionnels", aussi bien que pour
des �lms métalliques plats [85]. La Figure 4.1 schématise le dispositif expérimental utilisé : le
détail et les caractéristiques techniques des di�érents composants sont donnés dans le paragraphe
suivant.

Figure 4.1 � Banc expérimental de SPRI o�rant une modalité d'interrogation spectrale. L'utili-
sation d'une lampe halogène et d'un monochromateur permet de sélectionner la longueur d'onde incidente dans
une large gamme spectrale. En sortie du système d'illumination, le faisceau est collecté par une �bre optique
multimode, collimaté et polarisé linéairement. Après ré�exion sur la biopuce, une lame de verre SF10 recouverte
d'une couche d'adhésion de 3 nm de chrome et de 51 nm d'or, le faisceau est transmis vers une caméra CCD.

La problématique énoncée précédemment porte sur le développement d'un système de SPRI
fonctionnant en interrogation spectrale. Par conséquent, la modalité d'interrogation angulaire du
dispositif expérimental schématisé sur la Figure 4.1, qui repose sur un mouvement de rotation
symétrique des bras "source" et "caméra", ne sera pas exploitée dans les travaux présentés dans
ce chapitre. Cependant, il est important de noter que la condition de résonance des plasmons de
surface attribue des rôles symétriques à la longueur d'onde et à l'angle d'incidence : les résultats
obtenus dans cette partie sont donc transposables à l'interrogation angulaire (chapitre 10).
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4.1.1 Principe de fonctionnement général

La modalité d'interrogation spectrale, qui sera exploitée pour les développements expérimen-
taux présentés dans ce chapitre, est réalisée de la manière suivante :

� Une source de lumière blanche (lampe halogène) couplée à un monochromateur (iHR
320, HORIBA Scienti�c) permet de sélectionner la longueur d'onde d'incidence dans la
gamme 500-1500 nm. La largeur spectrale de l'illumination peut également être ajustée,
par un contrôle des fentes d'entrée et de sortie de l'appareil. Ce détail est particulièrement
important dans le cas présent, où la qualité de l'imagerie in�uence directement la résolution
et la précision des mesures e�ectuées. La cohérence spectrale et spatiale de la source doit
donc être optimisée de manière à limiter tout phénomène de speckle. Pour cette raison,
la largeur spectrale est �xée à 13 nm pour la suite des développement expérimentaux.
De même, la lumière en sortie du monochromateur est collectée par une �bre optique
multimode de 365 µm de coeur.

� La lumière incidente est alors transmise vers un collimateur à miroir, permettant d'ob-
tenir un faisceau collimaté de 1 cm de diamètre avec une divergence angulaire de 0.23 ◦

(valeur liée au diamètre de la �bre multimode et à la focale du collimateur).
� Un polariseur linéaire large bande permet de sélectionner la polarisation TM ou TE du
faisceau incident sur la biopuce.

� Le couplage de l'onde incidente aux plasmons de surface de la biopuce (une lame de verre
SF10 de 2 mm d'épaisseur, recouverte d'une couche d'accroche de 3 nm de chrome et
de 51 nm d'or) est réalisé dans la con�guration de Kretschmann, basée sur un prisme

équilatéral en verre SF10. Une huile de couplage (n = 1.72) permet d'assurer la continuité
de l'indice optique de cette con�guration.

� Le faisceau ré�échi est capté par une caméra CCD (Pixel�y QE, 1392 × 1024 pixels,
de dynamique égale à 18000 électrons par puits), munie d'un zoom optique permettant
d'adapter la taille de la zone d'intérêt sur l'image en ré�ectivité de la biopuce.

� L'angle d'incidence peut être varié de 45 ◦ à 75 ◦ (angle interne après réfraction sur le
prisme) grâce à des platines motorisées sur lesquelles sont montés les bras "source" et
"caméra" du dispositif expérimental. Les expériences de caractérisation présentées dans la
suite de ce manuscrit ont été réalisées à un angle d'incidence interne �xe de 55.54 ◦, a�n
d'induire un couplage plasmon dans le proche infrarouge, gamme spectrale pour laquelle
la caméra présente une sensibilité optimale.

� Un système de �uidique (Figure 4.2) permet d'injecter les solutions souhaitées à la
surface de la biopuce. Il comprend un bloc solide en titane, présentant des trous d'entrée
et de sortie, contre lequel est posée une cuve de 90 µm d'épaisseur et 1 cm de diamètre,
découpée dans un �lm de Mylar relativement souple. La biopuce plasmonique posée sur le
prisme est alors plaquée contre la cellule : l'étanchéité est assurée par pression mécanique
sur le bloc �uidique.

� Une pompe péristaltique équipée d'un dégazeur et une boucle d'injection de 200 µL
permettent d'injecter les solutions souhaitées (Figure 4.3). Dans le cas des travaux présentés
dans cette partie, le débit est �xé à 50 µL/min.

� Un module Peltier permet de réguler la température à 0.01 ◦C près, par un asservisse-
ment "proportionnel intégral dérivé" (communément dénommé "PID"). Dans le cas des
expériences présentées dans la suite de ce manuscrit, la température de consigne a été �xée
à 25 ◦C.
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(a) Film de Mylar découpé manuelle-
ment, assurant la fonction de cellule
�uidique dans le montage expérimental.

(b) Photographie de la cellule �uidique utilisée
dans le montage expérimental.

(c) Schéma du système de �uidique utilisant un �lm de My-
lar. Dans cette représentation de la cellule �uidique vue en section,
un bloc en titane, équipé de trous d'entrée et de sortie du �ux, est
recouvert par un �lm de Mylar présentant une découpe circulaire
formant la cellule �uidique.

Figure 4.2 � Principe de la cellule �uidique basée sur l'utilisation d'un �lm souple de Mylar.
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Figure 4.3 � Principe de fonctionnement de la vanne d'injection utilisée dans le montage ex-
périmental. Un système de basculement entre les di�érentes entrées et sorties du �ux permet l'injection des
échantillons dans la cellule �uidique. Dans une première position, dite de "chargement de la boucle", la solution
à analyser est pré-chargée dans une boucle de 200 µL. Le surplus est automatiquement dirigé vers la sortie "dé-
chets" : cette étape est décorrélée de la circulation du système �uidique. Une seconde position "d'injection" est
obtenue par basculement de la vanne : le milieu circulant dans le système, pompé par la pompe péristaltique,
rentre alors dans la boucle et pousse l'échantillon pré-chargé vers la cellule �uidique.

Une partie des travaux de thèse présentés dans ce manuscrit ont été consacrés à l'optimisation
de di�érents éléments intervenant dans cette chaîne de mesure. En particulier, le système de
�uidique a fait l'objet d'une nette amélioration, a�n d'o�rir plus de robustesse et de précision.
Le module d'illumination a été revu dans son ensemble, a�n de permettre le développement de
la méthode d'interrogation multi-spectrale, présentée dans la suite de ce chapitre.

4.1.2 L'interrogation spectrale en temps réel

Le montage initial, présenté dans le paragraphe précédent, avait été initialement développé
dans le but de fournir une caractérisation complète des propriétés de résonance d'un échantillon
plasmonique. Dans le cadre de ce travail, la séquence d'acquisition développée sous Labview a
dû être modi�ée pour inclure un nouveau mode de mesure "cinétique", permettant un balayage
séquentiel et continu d'un nombre �xé de longueurs d'onde. La Figure 4.4 schématise le prin-
cipe de fonctionnement de ce nouveau programme, destiné à l'implémentation de l'interrogation
spectrale en temps réel.

Une fois les conditions expérimentales (θ0, λi) dé�nies, le système se positionne à l'angle
d'incidence (θ0) choisi. Les longueurs d'ondes (λi) sont balayées dans l'ordre croissant, en po-
larisation TE dans un premier temps. Pour chaque longueur d'onde, la caméra CCD enregistre
l'image correspondante, obtenue par ré�exion du faisceau incident sur la biopuce : ces images
permettront de normaliser les signaux enregistrés par la suite. Cette série d'acquisitions marque
la �n des mesures préparatoires.

A l'issue de cette première étape commence le cycle d'interrogation spectrale cinétique. La
polarisation TM est sélectionnée par le polariseur, et le système débute un nouveau balayage,
dans l'ordre croissant, des longueurs d'onde d'incidence. De la même manière que précédemment,
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les images obtenues en ré�exion sont enregistrées par la caméra. Cette procédure d'interrogation
spectrale est répétée de manière cyclique, jusqu'à l'arrêt complet imposé par l'utilisateur. A
titre indicatif, l'acquisition des images en polarisation TE peut également être réalisée pendant
toute la durée de l'expérience, a�n de compenser la dérive possible de l'intensité incidente sur
l'échantillon. Comme cela sera mis en évidence par la suite, cette mesure, relativement coûteuse
en temps, n'est pas indispensable : lors des développements présentés par la suite, l'interrogation
spectrale en polarisation TE ne sera e�ectuée qu'une seule fois au début des acquisitions en mode
cinétique.

Figure 4.4 � Principe de fonctionnement de l'interrogation spectrale en mode cinétique. Après
sélection des paramètres expérimentaux (angle et longueurs d'onde d'incidence), le système acquiert une première
série d'images en polarisation TE. Le polariseur se place alors en polarisation TM et le monochromateur entame
un balayage cyclique des longueurs d'onde d'excitation choisies. Pour chaque cycle de mesure et chaque longueur
d'onde, l'image en ré�exion de la biopuce est enregistrée par la caméra sur le disque dur.

A l'issue de ces mesures, l'utilisateur ne dispose que de valeurs de ré�ectivité discrètes ré-
parties sur le pro�l de la résonance plasmon, correspondant aux longueurs d'ondes d'excitation
balayées (Figure 4.5).
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Figure 4.5 � Illustration des données recueillies par la procédure d'interrogation spectrale. Pour
chacune des longueurs d'onde balayées par le monochromateur, une image (à gauche) est enregistrée par la caméra,
après ré�exion du faisceau incident sur la biopuce. Le signal correspondant aux di�érents plots-sondes déposés à
la surface (apparaissant en bleu clair sur fond bleu foncé sur l'image de gauche de cette �gure) peut alors être
extrait en termes de ré�ectivité TM normalisée par la valeur hors résonance obtenue en polarisation TE (notée
∆R), en fonction du temps, pour chaque longueur d'onde d'interrogation. Un exemple de signal extrait pour l'un
de ces plots est présenté à droite.

Un traitement de ces données doit donc être e�ectué a�n de reconstruire précisément le pro�l
de la résonance et extraire le signal en termes de décalage spectral du minimum de ré�ectivité,
et ce en fonction du temps et en tout point de la biopuce analysée. En réalité, comme mentionné
précédemment, le cycle de balayage nécessite un mouvement mécanique de la part du réseau
du monochromateur, qui prend environ une seconde par longueur d'onde. Le suivi du décalage
spectral sera donc échantillonné avec une fréquence qui dépend directement de la durée de ce
cycle. Néanmoins, la notion de "mesure en temps réel", qui est le principal enjeu des développe-
ments présentés dans ce chapitre, est à mettre en perspective avec les vitesses des interactions
biomoléculaires visées, de l'ordre de quelques dizaines de secondes pour les plus rapides.

Pour des raisons pratiques, cette procédure de reconstruction a été réalisée en post-traitement :
l'interface Labview, bien que très utile pour le pilotage du dispositif expérimental, n'est cepen-
dant pas adaptée pour ce type de calcul en "temps réel". Des traitements dédiés, développés
en langage C++ permettraient, si besoin, d'e�ectuer le traitement lié à un cycle de balayage,
en temps masqué, durant l'acquisition du spectre suivant. Dans le cadre des travaux présentés
dans ce manuscrit, le développement a été principalement concentré sur la caractérisation et
l'optimisation de cette technique d'interrogation particulière : l'implémentation d'un traitement
dynamique n'a pas été jugé indispensable à cette étude.

En e�et, pour être compétitive vis-à-vis de l'interrogation en ré�ectivité, la méthode déve-
loppée doit fournir une qualité de mesure supérieure, ce qui implique une optimisation à la fois
du choix des longueurs d'onde d'incidence et de l'algorithme de traitement utilisé pour déter-
miner la position de la résonance au cours du temps. L'étude présentée dans les paragraphes
suivants montrent qu'une con�guration optimale peut être atteinte, o�rant d'une part d'excel-
lentes performances en termes de résolution et de dynamique de mesure, et d'autre part une
cadence d'acquisition su�samment rapide pour extraire des informations sur les cinétiques des
interactions biomoléculaires.
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4.2 Reconstruction du pro�l de la résonance plasmon

Les capteurs plasmoniques fonctionnant en interrogation spectrale privilégient généralement
l'utilisation d'un spectromètre pour suivre en temps réel le décalage du minimum de ré�ectivité.
Dans ce cas, le pro�l complet de la résonance est enregistré avec un échantillonnage de l'ordre
de 1 nm, ce qui correspond aux performances standard des spectromètres actuels. Il est aisé
de remarquer que cette valeur reste nettement supérieure à la résolution revendiquée par ces
systèmes sur la position de la résonance elle-même, de l'ordre de 1 pm dans les meilleurs cas
[86]. En e�et, pour atteindre ces performances, un algorithme de traitement est appliqué pour
interpoler le pro�l de résonance enregistré et déterminer la position du minimum avec une plus
grande précision.

Parmi les méthodes couramment employées, la plus simple consiste à appliquer un ajustement
polynomial sur les valeurs proches de la résonance pour déterminer la position du minimum de
ré�ectivité. De manière générale, un polynôme de degré faible (2 à 5) est su�sant pour atteindre
une résolution de 10−7 RIU [62, 71, 72], soit la limite théorique des systèmes actuels [50].

Moins évidentes à mettre en oeuvre, les méthodes de projection linéaire [87] ou de calcul du
barycentre de la résonance [88, 89] donnent également de très bons résultats, mais elles sont peu
adaptées au système étudié dans cette partie, où le nombre de points de données sur le pro�l de
résonance plasmon est relativement restreint.

D'après ces quelques exemples, une méthode de reconstruction de la résonance par un ajus-
tement mathématique semble être la piste à privilégier dans le cas d'un nombre discret de points
de mesure. Les travaux réalisés précédemment par Otsuki et al. [80], similaires à la méthode
développée dans ce chapitre, utilisent un ajustement parabolique sur des valeurs de ré�ectivité
obtenues à 5 longueurs d'onde incidentes. Bien que la résolution annoncée soit relativement sa-
tisfaisante, les expériences présentées ne permettent pas de conclure quant à la robustesse de
l'algorithme choisi, en particulier dans le cas de perturbations induisant un décalage important
de la résonance. Une alternative intéressante a été proposée par Kurihara et al. [90], consistant
à décrire le pro�l asymétrique de la résonance plasmon par une fonction pseudo-Lorenztienne.

R(λ) = R0 ×
(

1−D × W +A× (λ− λ0)

W 2 + (λ− λ0)2

)
(4.1)

L'intérêt particulier de cette équation réside dans le fait qu'elle propose une réelle interpréta-
tion physique. Ainsi, chacun des cinq paramètres est directement lié aux conditions expérimen-
tales de couplage de l'onde excitatrice aux plasmons de surface :

� R0 correspond à la valeur de la ré�ectivité hors résonance.
� A est un paramètre lié à l'asymétrie de la résonance.
� W découle de la partie imaginaire du vecteur d'onde plasmon et détermine la largeur de
la résonance.

� D décrit la profondeur de la résonance, liée à la fraction de lumière incidente absorbée par
le �lm métallique.

� λ0 correspond à une position e�ective de la résonance, qui di�ère de la position réelle du
minimum de ré�ectivité, donnée par l'Équation 4.2 :

λmin = λ0 −D ·W
(

1−
√

1 +A2
)

(4.2)

Une procédure d'ajustement, basée sur la fonction décrite par l'Équation 4.1, peut alors être
aisément implémentée sous Matlab pour extraire la position λmin de la résonance plasmon en
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tout point de la biopuce à partir des images de ré�ectivité obtenues suivant le protocole présenté
dans le paragraphe précédent (Figure 4.4). La Figure 4.6 illustre le principe de la reconstruction
du pro�l spectral présentée dans ce paragraphe.

Figure 4.6 � Ajustement des données discrètes issues de l'interrogation multi-spectrale par la
fonction pseudo-Lorentzienne.

Pour une lecture plus �uide de ce manuscrit, le principe de ce traitement de données ne sera
pas abordé dans ce chapitre, mais une description détaillée est présentée en annexe A (p.187).

Une comparaison de cette méthode d'ajustement pseudo-Lorentzien, avec celle plus classique
d'un ajustement parabolique, a été réalisée. Pour cela, une série de données a été recueillie par
la procédure d'interrogation spectrale introduite précédemment. Une séquence d'injections de
solutions de sucrose de concentrations di�érentes a ainsi été enregistrée en temps réel, dans une
con�guration spectrale basée sur 5 longueurs d'onde espacées de 20 nm. Le signal a été extrait
sur 100 régions de 41 × 41 pixels (correspondant à 200 × 200 µm) réparties arbitrairement à la
surface de la biopuce (une lame d'or conventionnelle). Les deux traitements de donnés ont alors
été appliqués pour reconstruire l'évolution du décalage spectral pour chacune de ces régions d'in-
térêt, au cours du temps. En particulier, l'amplitude de chaque saut d'indice a été mesurée par
les deux méthodes. Ces résultats, présentés sur la Figure 4.7, mettent en évidence une qualité de
données supérieure pour l'ajustement pseudo-Lorentzien avec une dispersion des mesures beau-
coup plus réduite.

Dans le cas de cet exemple, seule la valeur de la position du minimum de ré�ectivité λmin
est extraite suite à l'ajustement par le pro�l pseudo-Lorentzien. Des applications plus complexes
à l'étude d'échantillons absorbants tels que les chromophores pourraient également tirer avan-
tage de ce traitement de données particulier, permettant d'extraire les paramètres A, W ou D
présentant un sens physique réel. A l'inverse, les méthodes plus traditionnelles citées dans ce
paragraphe se concentrent sur l'optimisation de la détermination de la position de la résonance
seule, et ne permettent pas d'exploiter les informations des autres paramètres physiques liés au
couplage plasmon.
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Figure 4.7 � Comparaison de la qualité de l'ajustement parabolique et pseudo-Lorentzien. Des
données expérimentales correspondant à des injections de solutions d'indice croissant à la surface d'une lame
d'or nu ont été traitées par les méthodes d'ajustement parabolique (présenté sur l'axe des ordonnées) et pseudo-
Lorentzien (correspondant à l'axe des abscisses) pour déterminer le décalage spectral ∆λmin du minimum de
ré�ectivité. Pour chaque saut d'indice étudié, le signal a été extrait sur 100 zones de 41 × 41 pixels à la surface
de la biopuce. La con�guration d'interrogation spectrale adoptée est basée sur 5 longueurs d'onde espacées de 20
nm.

4.3 Résolution et nombre de longueurs d'onde

La fonction pseudo-Lorentzienne à 5 paramètres introduite dans le paragraphe précédent per-
met en principe de diminuer jusqu'à 5 le nombre de longueurs d'onde utilisées en interrogation
spectrale. Comme mentionné dans le chapitre 3, il n'existe à l'heure actuelle que peu de sys-
tèmes basés sur une con�guration similaire dans la littérature. En e�et, la plupart des mesures
en interrogation spectrale font appel à un spectromètre, qui fournit une centaine de points de
données sur le pro�l de la résonance plasmon. Pour cette raison, l'impact du nombre de longueurs
d'onde sur la détermination expérimentale de la position du minimum de ré�ectivité n'a pas été
déterminé : l'étude menée dans ce paragraphe vise à apporter quelques éléments de réponse.

4.3.1 Etude expérimentale de la résolution en interrogation multi-spectrale

Une expérience relativement simple a été réalisée pour tenter d'établir un lien entre le nombre
de longueurs d'onde balayées par le monochromateur et la résolution obtenue sur la position de la
résonance plasmon. Pour cela, une série d'acquisitions a été e�ectuée en interrogation spectrale ci-
nétique (décrite précédemment dans la section 4.1), avec un nombre variable de longueurs d'onde.

Ces mesures ont été réalisées sur une lame d'or, non fonctionnalisée, avec de l'eau pure comme
milieu couvrant. En e�et, l'intérêt de ces expériences est d'étudier la résolution du système dé-
veloppé en fonction de la con�guration spectrale adoptée : le paramètre à évaluer est donc la
précision obtenue sur la position de la résonance plasmon mesurée pour chaque ensemble de
longueurs d'onde incidentes. Pour cela, il n'est pas nécessaire de faire varier l'indice du milieu
diélectrique ou d'étudier des interactions biomoléculaires à la surface de la lame d'or : la résolu-
tion est directement donnée par l'écart-type des �uctuations du signal enregistré, en termes de
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position spectrale du minimum de ré�ectivité (λmin), au cours du temps, dans un milieu d'indice
optique supposé constant.

Grâce à l'interface permettant de piloter la procédure d'interrogation spectrale cinétique, le
nombre de longueurs d'onde d'incidence a été progressivement incrémenté à partir de 5 (valeur
correspondant au minimum requis par l'ajustement pseudo-Lorentzien), jusqu'à 13 : au-delà, le
temps de balayage a été jugé trop long pour les applications d'études de cinétiques biomolécu-
laires visées. Dans chaque cas, 20 points de mesure (soit 20 ensembles deN images, correspondant
aux N longueurs d'ondes balayées) ont été enregistrés, a�n de disposer d'une série de données
su�sante pour l'extraction de l'écart-type des �uctuations temporelles.

Le "peigne" spectral, soit l'ensemble des N longueurs d'onde d'interrogation, a été choisi de
manière quasi-symétrique par rapport à la position de la résonance plasmon : 725 nm, pour un
angle d'incidence interne de 67.2 ◦ sur un prisme de verre BK7, avec un pas de 10 nm entre
chaque longueur d'onde.

� Dans le cas d'un nombre N impair, le centre du peigne spectral a été positionné à la
résonance (725 nm), dans une con�guration symétrique (Figure 4.8a et Figure 4.8c).

� Dans le cas d'un nombre N pair, une con�guration asymétrique a été adoptée, avec N/2−1
longueurs d'onde positionnées à gauche de la résonance, et N/2 placées à droite, la longueur
d'onde de numéro N/2 étant confondue avec la position de la résonance (Figure 4.8b et
Figure 4.8d).

Pour chaque séquence d'acquisition ainsi réalisée, le signal, soit la position λmin du minimum
de ré�ectivité, a été déterminé par reconstruction du pro�l plasmon suivant les N valeurs de
ré�ectivité réparties sur la résonance. L'amplitude des �uctuations temporelles, soit l'écart-type
des valeurs ainsi obtenues pour les 20 points de mesure collectés, a été calculée sur 50 zones
de 41 × 41 pixels (soit 200 × 200 µm) arbitrairement choisies sur la surface analysée pour des
résultats statistiquement signi�catifs.
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(a) Position du peigne d'interrogation spectrale
pour une con�guration à 5 longueurs d'onde es-
pacées de 10 nm.

(b) Position du peigne d'interrogation spectrale
pour une con�guration à 6 longueurs d'onde es-
pacées de 10 nm.

(c) Position du peigne d'interrogation spectrale
pour une con�guration à 13 longueurs d'onde
espacées de 10 nm.

(d) Position du peigne d'interrogation spectrale
pour une con�guration à 12 longueurs d'onde
espacées de 10 nm.

Figure 4.8 � Positions choisies pour di�érentes con�gurations d'interrogation spectrale, en consi-
dérant un écartement de 10nm entre les longueurs d'onde. Les 4 con�gurations "extrêmes" pour les
nombres de longueurs d'onde impairs (5 et 13) et pairs (6 et 12) sont représentées à titre illustratif.

La Figure 4.9 résume les résultats de cette étude : l'évolution de la résolution expérimentale du
système (soit l'écart-type des variations de la position λmin de la résonance mesurée sur 20 points
de mesure temporels) en fonction du nombre N de longueurs d'onde balayées en interrogation
spectrale. Chaque donnée expérimentale (en bleu), correspond à la moyenne des amplitudes de
�uctuations extraites sur les 50 régions d'intérêt. De même, la barre d'erreur représentée est
associée à l'écart-type de ces 50 valeurs.

A�n d'évaluer précisément ces performances, des calculs théoriques (en rouge) ont été ef-
fectués sous Matlab pour modéliser le comportement du dispositif expérimental. Ces résultats,
exposés plus en détail dans le paragraphe 4.3.2, supposent que les performances du système de
mesure sont uniquement limitées par le bruit de photon du système de détection et le bruit
thermique de la cellule �uidique.
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Figure 4.9 � Evolution de l'écart-type du signal mesuré en interrogation spectrale en fonction
du nombre de longueurs d'onde incidentes. L'axe des ordonnées situé à droite indique la résolution équi-
valente en termes de variation d'indice optique correspondante. Les données expérimentales (représentées par les
marqueurs carrés) ont été obtenues à partir de mesures réalisées en interrogation spectrale sur une lame d'or nu,
en eau pure, avec un nombre variable de longueurs d'onde d'incidence et un pas spectral �xe de 10 nm. La barre
d'erreur représente la dispersion des valeurs obtenues sur di�érentes zones de la surface analysée. Les simulations
représentées ont été générées à partir d'une modèle théorique simple tenant compte du bruit de photon seul (en
triangles pleins) ou combiné à un bruit thermique de 0.01 ◦C au niveau de la biopuce (triangles creux).

Ces résultats prometteurs montrent en premier lieu qu'une méthode d'interrogation multi-
spectrale, basée sur un nombre discret de longueurs d'onde, permet d'atteindre une résolution de
l'ordre de 7 pm, soit 2.10−6 RIU en termes de variation d'indice optique : cette valeur correspond
à la limite des systèmes actuels fonctionnant en interrogation en ré�ectivité. La théorie permet
certes d'envisager un gain en termes de résolution en augmentant le nombre de longueurs d'ondes
incidentes, mais cette amélioration reste relativement faible, en particulier si la contribution du
bruit thermique (correspondant aux �uctuations de température au niveau de la biopuce) est
prise en compte. En e�et, d'après les données présentées sur la Figure 4.9, l'écart-type du bruit
de mesure sur λmin obtenu avec 5 longueurs d'onde, de l'ordre de 5.4 pm, peut seulement être
réduit à 4.4 pm en adoptant une con�guration basée sur 13 longueurs d'onde incidentes.

De plus, la résolution déterminée expérimentalement semble totalement indépendante du
nombre de points de mesure utilisés pour reconstruire le pro�l de la résonance plasmon, ce qui
permettrait de réduire à 5 longueurs d'onde d'incidence et atteindre ainsi la cadence d'acquisition
maximale du système.

Cependant, avant d'envisager des applications de biodétection en temps réel, une caractérisa-
tion complète des performances est nécessaire pour comprendre la di�érence des comportements
observés de manière théorique et expérimentale, et déterminer la source de bruit limitante du
système développé.

4.3.2 Détermination des limitations du système

Un code relativement simple, basé sur la méthode de Rouard [21] a été implémenté pour cal-
culer la ré�ectivité d'un empilement de multicouches, correspondant à la structure de la biopuce
étudiée. Cette procédure permet de générer un pro�l spectral théorique de la résonance plasmon
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correspondant à l'angle d'incidence expérimental choisi. La modélisation des limites du système
de mesure consiste alors à inclure à ce calcul les sources de bruit : dans le cas le plus simple, les
contributions du bruit de photons de la caméra CCD et du bruit thermique de la cellule.

Le bruit de photons

Dans un système de détection idéal (et pour un �ux lumineux su�samment important),
le bruit de photons représente le bruit minimum atteignable. Dans un tel cas, pour un �ux
de photons ΦPhotons émis, le nombre de photons NPhotons arrivant sur un pixel du détecteur
durant un temps d'intégration tint suit une statistique de Poisson. Le bruit de photons BPhotons,
correspondant à l'écart-type associé à ces �uctuations, est alors égal à la racine carrée du signal
reçu (Équation 4.3) :

BPhotons =
√
NPhotons =

√
ΦPhotons · tint (4.3)

Chaque photon incident étant converti en électrons suivant le rendement quantique η du
système de détection (Équation 4.4), le nombre Ne−/pixel de photo-électrons ainsi générés, par
pixel et par image accumulée durant le temps tint, suit par conséquent la même loi statistique
(Équation 4.5).

Ne−/pixel = NPhotons · η = ΦPhotons · tint · η (4.4)

Be−
Photons =

√
Ne−/pixel =

√
η ·BPhotons (4.5)

Dans le cas d'une détection par SPR, la grandeur d'intérêt est le rapport signal à bruit des va-
leurs de ré�ectivité extraites sur le pro�l de la résonance. Ce rapport est donné par l'Équation 4.6
ci-dessous :

SNRPhotons =
Ne−/pixel√
Ne−/pixel

=
√
Ne−/pixel (4.6)

En pratique, les signaux Sgris/pixel mesurés par la caméra CCD sont exprimés en 2Nbits niveaux

de gris (Équation 4.7), pour une dynamique de Ne−/puits électrons par puits.

Sgris/pixel =
Ne−/pixel · 2Nbits

Ne−/puits
(4.7)

Le rapport signal à bruit SNRPhotons, relatif au signal Sgris/pixel exprimé en niveaux de gris,

par pixel et par image moyennée, prend alors la forme de l'Équation 4.8.

SNRPhotons =

√
Sgris/pixel ·Ne−/puits

2Nbits
(4.8)

Ce rapport peut être optimisé expérimentalement, par une intégration spatiale, sur une zone
de Npixels de l'image, et une moyenne temporelle, par l'accumulation de Nimages. Ces deux
procédures contribuent de manière quadratique aux performances obtenues (Équation 4.9).

SNRPhotons =

√
Sgris/pixel ·Nimages ·Npixels ·Ne−/puits

2Nbits
(4.9)
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Dans les conditions expérimentales usuelles, les di�érents paramètres d'acquisition prennent
les valeurs données dans le Tableau 4.1.

Tableau 4.1 � Paramètres utilisés lors de l'acquisition.

Paramètre Abbréviation Valeur

Nombre d'images
moyennées

Nimages 4

Nombre de pixels
intégrés

Npixels
1681

(zone carrée de 41× 41 pixels)

Nombre d'électrons par
puit

Ne−/puits 18000

Nombre de bits utilisé
pour le codage des

images
Nbits 16

L'équation précédente peut également être réécrite en séparant les paramètres spéci�ques à
l'acquisition (Équation 4.10).

SNRPhotons ∝
√
R · Pacquisition (4.10)

La ré�ectivité R correspond dans le cas présent au signal Sgris/pixel enregistré par le détecteur,

divisé par le niveau de gris maximal (R =
Sgris
/pixel

2Nbits
). Cette notation est justi�ée par la normalisation

des images en polarisation TM par celles TE, dont le niveau de gris est choisi proche de la
saturation par le réglage du temps d'intégration tint de la caméra. Le paramètre Pacquisition
est, quant à lui, un facteur dépendant des paramètres utilisés lors de l'acquisition des données
(Pacquisition =

√
Nimages ×Npixels ×Ne−/puit ), valant 11000 dans le cas présent.

Cette expression revient à considérer une contribution BPhotons du bruit de photons aux
images de ré�ectivités suivant l'Équation 4.11.

BPhotons ∝
R

SNRPhotons
∝

√
R

Pacquisition
(4.11)
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Pour modéliser ce comportement, et calculer l'impact de ce bruit sur la précision de la position
de la résonance mesurée, un tirage est généré sous Matlab de la manière suivante (Figure 4.10) :

Figure 4.10 � Principe du tirage aléatoire utilisé pour modéliser la contribution du bruit de
photons. Un pro�l spectral de la résonance plasmon est généré à partir de la méthode de Rouard. Pour chaque
con�guration spectrale, un ensemble de valeurs de ré�ectivité Ri est extrait, correspondant à l'ensemble des
longueurs d'onde incidentes λi. Un bruit aléatoire est généré sur ces valeurs, avec une distribution statistique
correspondant au bruit de photon évalué théoriquement. La reconstruction du pro�l de la résonance est alors
e�ectuée en appliquant la fonction de �t pseudo-Lorentzienne sur les valeurs R′i bruitées, a�n de déterminer la
position de la résonance λmin. Pour chaque con�guration spectrale étudiée, 10000 tirages aléatoires sont e�ectués
a�n d'atteindre une bonne précision sur l'écart-type de λmin.

� Le pro�l théorique de la résonance plasmon est calculé par la méthode de Rouard.
� Pour chaque con�guration spectrale étudiée précédemment (paragraphe 4.3.1), les valeurs
de ré�ectivité Ri correspondant aux longueurs d'onde incidentes λi sont extraites.

� Une fonction de Matlab permet de générer un bruit aléatoire Bi avec une distribution
gaussienne de moyenne nulle et d'écart-type égal à 1 (pour un nombre de photons incidents
élevé, comme dans le présent, la statistique Poissonienne du bruit de photon peut être
approximée par une loi gaussienne).

� Le bruit aléatoire est combiné à l'Équation 4.10 pour intégrer le bruit de photons aux
valeurs de ré�ectivité Ri (0 < Ri < 1) théoriques :

R′i = Ri +Bi ×BPhotons (4.12)

R′i = Ri +Bi ×
√
Ri

Pacquisition
(4.13)

Cette procédure permet ainsi de générer un ensemble de valeurs bruitées R′i de moyennes
respectives Ri et d'écarts-types

√
Ri

Pacquisition
correspondant au bruit de photons introduit

précédemment.
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� La procédure de reconstruction du pro�l de la résonance par la fonction pseudo-Lorentzienne
(Équation 4.1) est réalisée sur les valeurs bruitées R′i, et fournit une position λmin de la
résonance plasmon (Figure 4.11).

Figure 4.11 � Illustration de la modélisation du bruit de photons. Le bruit aléatoire généré sous
Matlab est ajouté aux valeurs de ré�ectivité théoriques extraites du modèle de Rouard. La fonction de �t pseudo-
Lorentzienne est alors appliquée sur les valeurs "bruitées" ainsi obtenues pour déterminer la position spectrale du
minimum de ré�ectivité.

� Pour chaque con�guration spectrale, 10000 tirages de bruit aléatoire sont e�ectués, a�n
d'obtenir une statistique su�sante pour simuler les �uctuations du signal dans des condi-
tions expérimentales où le bruit de mesure n'est a�ecté que par le bruit de photons.

� La résolution sur la position de la résonance plasmon est alors donnée par l'écart-type des
valeurs λmin générées par les 10000 tirages.

Le résultat de ces simulations théoriques est représenté sur la Figure 4.9 étudiée précédem-
ment (p.67). La résolution prévue dans le cas d'une limitation par le bruit de photons seul est
de l'ordre de 4 pm pour une con�guration spectrale à 5 longueurs d'onde (≈ 10−6 RIU), soit une
valeur deux fois plus faible que celle obtenue expérimentalement. En réalité, cette contribution
n'est pas la seule à entrer en compte dans les mesures expérimentales : les variations d'indice du
milieu diélectrique à la surface de la biopuce, induites par la régulation thermique de la cellule
�uidique, in�uent également sur la résolution des mesures en interrogation multi-spectrale.

Le bruit thermique

La contribution du bruit thermique n'est pas à proprement parler un défaut du système de
mesure. En e�et, la régulation de la température de la cellule �uidique impose une variation
limitée, mais présente, de l'indice optique de la solution en contact avec la biopuce. En ce sens,
les variations du signal mesuré sont bien réelles, et a�ectent par conséquent la résolution obtenue
en interrogation spectrale.

L'amplitude du bruit thermique se calcule aisément de manière théorique. Le programme de
simulation basé sur la méthode de Rouard prend en e�et en compte l'indice de l'eau (considéré
comme étant le milieu diélectrique à la surface de la biopuce), dont dépend directement la
position λmin de la résonance plasmon. Cet indice optique est lui-même déterminé par la formule
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empirique de Schiebener et al. [91], pour une température donnée. Dans le cas présent, celle-ci
est régulée avec une précision de 0.01 ◦C (en raison de la résolution fournie par le système PID),
ce qui induit une variation d'environ 4 pm (≈ 10−6 RIU) sur la position spectrale de la résonance
mesurée : une véri�cation expérimentale conduit à une valeur sensiblement proche, de 3.8 pm
(annexe B).

Cette contribution, indépendante du bruit de photon, s'ajoute alors de manière quadratique
aux résultats obtenus lors des modélisations précédentes :

σ(λmin) =
√
σ2
Photons(λmin) + σ2

Thermique(λmin) (4.14)

La nouvelle estimation théorique de la résolution ainsi calculée est présentée sur la Figure 4.9.
Ces résultats semblent plus représentatifs de la réalité mais l'écart avec les valeurs expérimentales
reste néanmoins supérieur à la marge d'erreur mesurée.

Une autre source de bruit in�uence donc de manière non négligeable la qualité de l'interro-
gation multi-spectrale. Les études présentées dans le paragraphe suivant mettent en évidence la
contribution du bruit de speckle, responsable de la limitation de la résolution observée expéri-
mentalement.

Le bruit de speckle

Les résultats exposés dans les paragraphes précédents mettent en évidence une excellente
résolution de mesure en interrogation multi-spectrale. Cependant, celle-ci ne semble pas optimale
dans la mesure où les performances obtenues sont inférieures à celles prédites par une estimation
théorique, basée sur les contributions seules du bruit de photons sur la caméra CCD et du bruit
thermique de la cellule �uidique.

A�n de caractériser plus précisément les performances du système développé, une étude a été
réalisée pour déterminer son origine temporelle ou spatiale. Pour cela, une acquisition cinétique
a été e�ectuée sur une lame d'or, en eau, dans la con�guration la plus simple, à angle d'incidence
et longueur d'onde �xe, choisis de manière à atteindre un signal proche de la saturation sur la
caméra CCD. Le nombre d'images moyennées a été progressivement incrémenté, par intervalles
de 20 points de mesure. Dans chaque cas, le rapport signal à bruit SNR a été calculé comme
la moyenne du signal enregistré pour la série de 20 images, divisée par l'écart-type de ces 20
�uctuations. Pour des résultats statistiquement signi�catifs, le rapport SNR a été extrait sur
100 zones de N pixels réparties arbitrairement sur la surface analysée. Ce traitement a été répété
en faisant varier le nombre N de pixels des 100 régions d'intérêt.

La Figure 4.12 présente les résultats ainsi obtenus : chaque point de donnée expérimentale (en
bleu) résulte de la moyenne du rapport SNR calculé pour les 100 zones sélectionnées. L'écart-type
est décrit par la barre d'erreur associée. La valeur théorique tracée en référence (en rouge) a été
évaluée d'après l'Équation 4.10 en considérant l'intensité moyenne des régions analysées ainsi que
les paramètres d'acquisition (nombre d'images moyennées et taille de chaque zone d'intégration)
considérés.

Dans le cas d'une moyenne temporelle (Figure 4.12a), le rapport signal à bruit extrait sur un
pixel de la caméra suit quasi-parfaitement les prédictions théoriques basées sur l'Équation 4.10.
En revanche, l'étude de l'in�uence d'une moyenne spatiale (Figure 4.12b) met en évidence un
décrochement de la courbe expérimentale lorsque la zone d'intégration augmente. Cette obser-
vation a conduit à penser qu'un phénomène de speckle pouvait être à l'origine de la limitation
des performances du système.

72



4.3. Résolution et nombre de longueurs d'onde

(a) Evolution du rapport signal à bruit sur
1 pixel, en fonction du nombre d'images
moyennées par la caméra.

(b) Evolution du rapport signal à bruit en
fonction du nombre de pixels de la zone d'in-
tégration, pour 4 images moyennées.

Figure 4.12 � Evolution du rapport signal à bruit en fonction des moyennes spatiale et temporelle.
Ces mesures expérimentales ont été obtenues pour une �bre de 365 µm de coeur longue de 20 m.

Le speckle peut être observé de manière générale en éclairant un milieu désordonné �gé
par un faisceau de lumière cohérente : une �gure d'intensité particulière apparaît alors sur un
écran placé en champ lointain. La Figure 4.13 illustre la répartition "granuleuse" de l'intensité,
caractéristique de ce phénomène d'interférence. Il est évident qu'une telle répartition inhomogène
va nécessairement limiter le gain en termes de rapport signal à bruit pour une zone spatiale
moyennée importante.

Figure 4.13 � Figure de speckle observée expérimentalement sur le banc de SPRI multi-spectral.
Une �bre de 200 µm de diamètre a été utilisée en sortie du monochromateur lors de l'acquisition de cette image.

La cohérence temporelle est la première condition qui vient à l'esprit lorsque le phénomène
de speckle est évoqué : en e�et, il est courant d'observer des images semblables à la Figure 4.13
avec des sources laser. En réalité, seule la condition de cohérence spatiale est nécessaire : ainsi,
il est possible d'obtenir une �gure de speckle même en lumière blanche [92].

Dans le cas présent, la cohérence spatiale de la source est en grande partie responsable de
l'apparition de la �gure de speckle observée sur les images de ré�ectivité. En e�et, cette in�uence
a été mise en évidence en changeant la longueur et le diamètre du coeur de la �bre connectée
en sortie du monochromateur : l'étude menée précédemment sur l'évolution du rapport signal
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à bruit expérimental (Figure 4.12) a été répétée pour deux �bres présentant des diamètres de
coeur de 200 µm et 365 µm, respectivement. Les résultats obtenus, présentés sur la Figure 4.14,
mettent en évidence une limitation plus importante du rapport signal à bruit dans le cas du
plus petit diamètre de coeur. L'écart entre les deux tendances théoriques (en rouge) est quant
à lui simplement dû à des niveaux d'intensité moyenne légèrement di�érents lors de ces deux
expériences. Ces observations ont ainsi conduit à l'utilisation de la �bre de 365 µm de coeur pour
limiter ce phénomène d'interférence. Ce choix particulier résulte d'un compromis entre le bruit
de speckle et la divergence angulaire du faisceau à la sortie du collimateur, qui peut a�ecter la
qualité du couplage aux plasmons de surface. Di�érents essais ont également montré qu'il était
préférable d'utiliser une �bre de grande longueur (> 10 m) a�n de "mélanger" les modes dans le
coeur de la �bre et obtenir un éclairage plus homogène.

Figure 4.14 � Evolution du rapport signal à bruit en fonction de la moyennes spatiale pour deux
�bres optiques de 365 µm et 200 µm de coeur. Ces données ont été obtenues pour une moyenne temporelle
de 4 images.

Les expériences présentées dans le paragraphe 4.3.1 ont été réalisées dans cette con�guration
optimale utilisant une �bre de 365 µm de coeur. La résolution de mesure en interrogation mutli-
spectrale (Figure 4.9) est, du fait du bruit de speckle, légèrement di�érente de celle attendue
théoriquement, mais elle reste néanmoins très satisfaisante : en e�et, les systèmes de SPRI basés
sur l'interrogation en ré�ectivité vantent généralement des performances équivalentes [93], [94].

De plus, la correction de ce bruit limitant conduirait à un gain d'un facteur 2 tout au plus, ce
qui ne permettrait pas d'égaler la résolution de l'ordre du picomètre annoncée par les con�gura-
tions basées sur l'utilisation d'un spectromètre. De tels systèmes exploitent en e�et une centaine
de points de mesure sur le pro�l de la résonance plasmon, gagnant ainsi un ordre de grandeur
en termes de résolution, ce qui est conforme aux prédictions théoriques basées sur le bruit de
photons.

4.4 Dynamique de mesure

Le principal avantage de l'interrogation spectrale réside dans le fait que la sensibilité de la
mesure est totalement décorrélée de l'indice du milieu couvrant, dans le cadre des applications
envisagées. Ainsi, dans un système de mesure idéal, le signal délivré en réponse à l'adsorption
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d'une biomolécule donnée reste identique quelles que soient les perturbations induites par l'indice
de la solution injectée. Comme cela sera montré par la suite, cette propriété est particulièrement
intéressante pour des conditions de détection non idéales, dans lesquelles les molécules cibles sont
contenues dans un milieu complexe tel que du sérum, dont l'indice optique n'est pas connu avec
précision au début de l'expérience.

En revanche, l'interrogation en ré�ectivité présente une dynamique de mesure restreinte, im-
putable au choix d'un point de fonctionnement unique qui est déterminé généralement par le
tampon de course utilisé au début des expériences, bien avant l'injection des échantillons à ana-
lyser. En comparaison, le cas de l'interrogation multi-spectrale n'est pas totalement di�érent de
ce point de vue : la gamme spectrale couverte par les 5 longueurs d'onde d'incidence choisies
reste limitée, il donc est naturel d'envisager un impact sur la dynamique de mesure.

Cette propriété intrinsèque à la méthode d'interrogation choisie peut être dé�nie comme
l'intervalle des variations d'indice dans lequel toute perturbation est mesurée avec la même
précision optimale (Figure 4.15). Cette notion relativement importante peut être dé�nie comme
la di�érence entre le décalage spectral induit par une perturbation donnée du milieu diélectrique,
déterminé expérimentalement, et celui théorique. De manière implicite, cette dé�nition suppose
une sensibilité de l'onde plasmon constante, ce qui reste valable dans le cadre des perturbations
envisagées. Pour cette raison, l'in�uence de la sensibilité (correspondant au décalage spectral
mesuré pour une variation d'indice donnée, dλ/dn) ne sera pas considérée dans la suite de ce
paragraphe, et l'évolution de la précision sera attribuée uniquement à la méthode d'interrogation
elle-même.

Figure 4.15 � Dé�nition de la dynamique de mesure. Pour une méthode d'interrogation donnée, la
dynamique de mesure correspond à l'intervalle des variations d'indice [∆n−; ∆n+] dans lequel toute perturbation
∆n0 est mesurée avec la même précision. Dans le cas de l'interrogation spectrale, cette variation doit se traduire
par un signal mesuré ∆λ0 constant dans l'intervalle autorisé par la dynamique de mesure de la méthode.

Par exemple, dans le cas présent où l'interrogation multi-spectrale est la méthode d'intérêt,
le décalage spectral ∆λ0 mesuré pour un saut d'indice ∆n0 donné doit être indépendant de
l'indice ni (i = 1, 2, Figure 4.15) du milieu avant la perturbation, à condition d'être dans la
gamme autorisée par la dynamique de mesure. La caractérisation de cette propriété nécessite
donc de considérer l'in�uence du décalage de la résonance plasmon, par rapport à la position �xe
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du peigne de longueurs d'onde incidentes, sur la précision des mesures réalisées dans une telle
con�guration. Ce décalage étant induit par une variation d'indice ni, cette procédure renseigne
alors directement sur les conditions de détection [∆n−; ∆n+] limites dé�nissant la dynamique de
mesure.

Pour des raisons pratiques, cette étude a été e�ectuée en considérant, à l'inverse, le décalage
de la position du peigne de longueurs d'onde d'interrogation par rapport à une résonance plasmon
�xe (les deux rôles étant bien entendu interchangeables dans le cadre des applications visées, pour
lesquelles la sensibilité de l'onde plasmon reste constante). De manière plus concrète, le décalage
spectral en réponse à une perturbation constante (notée ∆n0 sur la Figure 4.15) a été extrait
pour di�érentes positions relatives du peigne de longueurs d'onde incidentes (représentées par
les positions n1 et n2 sur la Figure 4.15), par rapport à une position de référence "0". Pour une
première approche de la problématique, 4 con�gurations spectrales ont été considérées : 5 et 7
longueurs d'onde d'interrogations, et des espacements de 10 nm et 20 nm. Une nouvelle fois, le
code basé sur la méthode de Rouard [21] a été mis à pro�t dans le cadre de cette étude.

La procédure présentée ci-dessous résume les étapes principales des modélisations e�ectuées :
� Deux pro�ls de résonance sont générés, correspondant respectivement à des milieux diélec-
triques d'indice nH2O et nH2O + ∆n0 à la surface de la biopuce. Lors de cette étude, la
perturbation ∆n0 a été �xée à 2× 10−4 RIU : cette variation d'indice permet de modéliser
la perturbation induite par une interaction ADN-ADN, qui est l'une des applications visées
par ces travaux.

� La position de référence "0" des deux peignes (5 et 7 longueurs d'onde) a été �xée de
manière à obtenir une disposition symétrique des longueurs d'onde d'interrogation vis-à-
vis du pro�l plasmonique correspondant au milieu d'indice nH2O. Dans cette con�guration,
la longueur d'onde centrale de chaque peigne spectral considéré a donc été superposée avec
la résonance, les autres longueurs d'onde étant réparties par espacements réguliers de 10
nm ou 20 nm de chaque côté de cette position centrale.

� La position du peigne de longueurs d'onde incidentes est décalée progressivement de part
et d'autre de la position de référence initiale, modélisant ainsi un milieu initial d'indice n
di�érent de celui nH2O (les cas n1 et n2 de la Figure 4.15 permettent de se représenter le
principe de ce décalage).

� De la même manière que précédemment, les valeurs de ré�ectivité Rni et Rn+∆n0
i cor-

respondant aux longueurs d'onde λi incidentes choisies sont extraites sur les deux pro�ls
théoriques, et le décalage spectral ∆λmin entre les deux résonances est calculé après ajus-
tement par la fonction pseudo-Lorentzienne (Équation 4.1).

� La précision de la mesure ainsi e�ectuée est évaluée par l'erreur sur le décalage déterminé
par rapport à la valeur théorique, soit la di�érence ∆λmin −∆λ0.

� Cette procédure est répétée en variant la position relative du peigne de longueurs d'onde
λi vis-à-vis de la résonance du plasmon correspondant au milieu diélectrique d'indice nH2O.

Le principe de cette étude théorique est résumé sur la Figure 4.16.
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(a) Position relative du peigne spectral décalée
de 15 nm avant la résonance plasmon.

(b) Position relative du peigne spectral centrée
sur la résonance plasmon.

(c) Position relative du peigne spectral décalée
de 15 nm après la résonance plasmon.

Figure 4.16 � Illustration du principe de l'étude théorique de la dynamique de mesure. Une
con�guration spectrale à 5 longueurs d'onde espacées de 10 nm est présentée dans cet exemple.

Ainsi, cette procédure permet de modéliser le comportement de la méthode d'interrogation
multi-spectrale vis-à-vis des variations d'indice de la solution contenant les molécules cibles à
détecter. En e�et, chaque position relative du peigne spectral correspond à une variation d'indice
du milieu diélectrique, alors que le décalage �xe entre les deux résonances nH2O et nH2O + ∆n0

représente une interaction biomoléculaire constante. Le décalage spectral ∆λmin renseigne alors
directement sur la robustesse de la méthode implémentée, car dans le cas idéal il ne devrait pas
dépendre des perturbations induites par le milieu nH2O contenant les biomolécules à détecter.

D'après les résultats obtenus dans les paragraphes précédents, cette étude a été limitée à
5 et 7 longueurs d'onde d'incidence, dans l'optique des mesures en temps réel envisagées pour
le système développé. Pour chacune de ces deux con�gurations, l'in�uence du pas du peigne
spectral sur la dynamique de mesure a également été évaluée, en considérant des valeurs de 10
nm et 20 nm.

La Figure 4.17 présente l'in�uence de la con�guration spectrale (nombre de longueurs d'onde
incidentes, pas spectral et position du peigne) sur la précision de la mesure. Comme évoqué pré-
cédemment, cette notion est dé�nie comme étant la di�érence entre le décalage spectral ∆λmin
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déterminé pour une position particulière du peigne de longueurs d'onde par rapport à la ré-
sonance, et sa valeur théorique. Pour une interprétation claire de ces résultats, cette position
relative, représentée en abscisse, est dé�nie comme étant positive lorsque la résonance théorique
�xe est située à une longueur d'onde plus élevée que celle correspondant au centre du peigne
d'interrogation multi-spectrale. Aucun bruit n'ayant été ajouté à ces simulations, l'erreur repré-
sentée ici est exacte et due uniquement à ce décalage de la résonance par rapport au peigne de
longueurs d'onde.

(a) Dynamique de mesure avec 5 λ.

(b) Dynamique de mesure avec 7 λ.

Figure 4.17 � Dynamique de mesure atteinte en interrogation multi-spectrale en fonction du
nombre et de l'espacement des longueurs d'onde incidentes. En raison de la capacité de mesure en temps
réel visée par les développement expérimentaux, seules les con�gurations spectrales à 5 et 7 longueurs d'onde
incidentes ont été étudiées.

Les données présentées sur la Figure 4.17 renseignent directement sur la dynamique de mesure
du système d'interrogation multi-spectrale. Celle-ci a été dé�nie précédemment comme étant
l'intervalle des variations d'indice dans lequel la précision de la mesure resterait acceptable.
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Cette notion de précision est bien entendu relative et doit tenir compte du bruit de mesure du
système : dans le cas présent, une tolérance de ±3 × σ(λmin), soit ±21 pm a été dé�nie, pour
une résolution de l'ordre de 7 pm, ou 5 × 10−6 RIU (Figure 4.9 du paragraphe 4.3.1). Sur la
Figure 4.17, cet intervalle de con�ance est compris entre les lignes horizontales d'ordonnées ±21
pm.

Représenté sur l'axe des abscisse, le décalage du peigne spectral par rapport à la résonance
modélise quant à lui une variation d'indice (les deux grandeurs étant proportionnelles pour les
amplitudes de variation considérées). Ainsi, la dynamique de mesure correspond aux valeurs de
ce décalage pour lesquelles la précision (soit l'erreur sur ∆λmin) reste comprise dans l'intervalle
de con�ance précédemment dé�ni. Sachant qu'une variation de 1× 10−3 RIU induit un décalage
d'environ 4 nm, la dynamique peut aisément être convertie en unités d'indice réfractif (ou RIU)
par une règle de trois.

Il est important de noter que le fait de choisir un pas spectral important (par exemple, 20 nm
au lieu de 10 nm), et ainsi couvrir en théorie une gamme spectrale plus large, ne permet d'aug-
menter que faiblement la dynamique de mesure : dans les deux cas présentés sur la Figure 4.17a
par exemple, les performances obtenues sont relativement équivalentes. En revanche, le nombre
de longueurs d'onde incidentes a un impact direct sur la dynamique de la mesure en interrogation
multi-spectrale. Ainsi, une dynamique de 35 nm (8×10−3 RIU) peut être relevée pour un peigne
spectral de 5 longueurs d'onde (Figure 4.17a). Comme attendu, 7 longueurs d'onde o�rent une
gamme de mesure plus importante : environ 50 nm d'après la Figure 4.17b, soit 1.2× 10−2 RIU,
ce qui est nettement supérieur aux performances de l'interrogation en ré�ectivité citées dans la
littérature [95, 58], qui semblent converger vers une dynamique de l'ordre de quelques 10−3 RIU.

4.5 Résolution temporelle

L'étude expérimentale et théorique présentée dans le paragraphe 4.3.1 a révélé une limitation
des performances par un bruit de speckle, rendant la résolution quasi-indépendante du nombre
de longueurs d'onde incidentes. Le choix de la con�guration à adopter en interrogation multi-
spectrale repose donc principalement sur un compromis entre la dynamique de mesure et la
cadence d'acquisition, qui sont deux paramètres critiques pour les applications de biodétection
visées par ces développements.

Dans le cadre des expériences menées jusqu'à présent, les acquisitions ont été réalisées avec
un nombre de 4 images moyennées, et un temps d'intégration de 150 ms par la caméra CCD,
a�n d'augmenter le rapport signal à bruit et atteindre une résolution satisfaisante (≈ 10 pm) en
interrogation multi-spectrale. De ce fait, la durée correspondant à l'enregistrement d'une image
moyennée peut être estimée à 600 ms. A ce résultat s'ajoute 1 s de balayage mécanique par le
monochromateur : une valeur moyenne de 1.6 s dé�nit donc la cadence maximale du système pour
une longueur d'onde incidente sélectionnée. En réalité, en raison d'une compatibilité imparfaite
entre les logiciels de pilotage de la caméra CCD d'une part et le programme Labview contrôlant
la séquence d'acquisition complète d'autre part, cette durée est plus élevée et atteint en pratique
2 s. La durée moyenne d'un cycle d'acquisition basé sur 5 longueurs d'onde d'interrogation at-
teint dans ces conditions une dizaine de secondes : cette cadence reste donc compatible avec les
applications de mesure en temps réel visées par ces développements.

Cette valeur reste bien entendu acceptable si le nombre de longueurs d'onde d'incidence reste
faible (inférieur à 10, par exemple, a�n de limiter à 20 s la durée d'un cycle d'interrogation
spectrale). Cependant, il s'agit là uniquement du temps d'acquisition des images en polarisation
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TM, les images en TE n'étant prises qu'un seule fois en début des expériences. Cela suppose par
conséquent une bonne stabilité de la source au cours du temps. Or, les études cinétiques font
généralement appel à des mesures de "self-referencing" pour limiter l'in�uence des �uctuations
de l'intensité incidente sur la biopuce [80, 52] : dans le cas présent, cela nécessiterait un balayage
continu supplémentaire en polarisation TE, et réduirait d'un facteur 2 la cadence d'acquisition.
Heureusement, l'excellente stabilité de la lampe halogène, véri�ée expérimentalement, permet
d'éviter cette procédure. La �gure Figure 4.18 décrit la corrélation des mesures d'interrogation
multi-spectrale dans le cas d'un balayage uniquememnt en polarisation TE et dans celui moins
favorable d'un double balayage en TM et TE.

Figure 4.18 � Corrélation des signaux enregistrés en interrogation multi-spectrale avec un ba-
layage unique ou continu en polarisation TE. Les mesures présentées ont été réalisées dans une con�guration
spectrale à 5 longueurs d'onde espacées de 20 nm, dans le cadre d'une étude d'interaction ADN-ADN. Le décalage
spectral du minimum de ré�ectivité ∆λmin présenté en abscisse a été extrait d'après les images en polarisation
TM, normalisées par celles en polarisation TE résultant d'un balayage cyclique continu. Les données présentées en
ordonnée résultent de la normalisation par un ensemble de 5 images TE unique (correspondant aux 5 longueurs
d'onde incidentes choisies), enregistré au début de l'expérience.

La bonne corrélation des deux méthodes de normalisation présentées sur la Figure 4.18, éva-
luée par le coe�cient de corrélation linéaire de Pearson, égal à 0.81, justi�e le fait de ne faire
qu'une seule acquisition des images en polarisation TE au début de chaque série d'expériences.
Grâce à cette procédure, la durée des acquisitions reste compatible avec les applications d'ana-
lyses en temps réel envisagées, à condition bien entendu de limiter le nombre de longueurs d'onde
d'incidence.

En conclusion, des peignes de 5 ou 7 longueurs d'ondes, espacées de 10 nm ou 20 nm, semblent
être les con�gurations optimales o�rant à la fois une excellente résolution, une dynamique de
mesure étendue et une durée de balayage spectral compatible avec les cinétiques d'interactions
biomoléculaires. L'utilisation d'un ajustement pseudo-Lorentzien pour suivre l'évolution du mi-
nimum de la résonance plasmon au cours du temps apparaît également comme étant la meilleure
solution dans le cadre du traitement des données issues des acquisitions multi-spectrales.
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Pour ces con�gurations, les performances obtenues sont proches des limites théoriques dues
au bruit de photons et au bruit thermique, en dépit d'une contribution non négligeable du bruit
de speckle. Cependant, un choix judicieux des conditions d'illumination (notamment celui du
diamètre de coeur de la �bre) permet d'en limiter l'impact. A�n de con�rmer ces hypothèses,
une mise en application réelle, et en particulier une comparaison directe avec les performances
de l'interrogation en ré�ectivité, doit être réalisée a�n de valider le potentiel de cette nouvelle
méthode de SPRI multi-spectrale dans le domaine de la biodétection : cette étude fait l'objet du
chapitre suivant.
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Les développements expérimentaux présentés dans le chapitre précédent se sont concentrés
sur l'optimisation de trois paramètres essentiels : la résolution, critère de performance souvent
mis en avant dans la littérature, la cadence d'acquisition et la dynamique de mesure. La méthode
d'interrogation multi-spectrale ainsi implémentée présente un potentiel relativement intéressant
face aux con�gurations existantes de biocapteurs plasmoniques. En e�et, à l'heure actuelle, les
performances de systèmes alliant imagerie, interrogation spectrale et mesure en temps réel n'ont
pas été réellement démontrées.

Les premières caractérisations e�ectuées ont mis en évidence une résolution comparable à
celle des systèmes basés sur l'interrogation en ré�ectivité. De plus, l'avantage de l'interrogation
multi-spectrale en termes de dynamique de mesure a été évalué de manière théorique, et a laissé
entrevoir une certaine robustesse face aux conditions de détection envisagées.

Cependant, ces résultats prometteurs ne su�sent pas à justi�er l'utilisation de cette nouvelle
méthode pour des analyses réelles. Pour cela, une mise en application directe, face à l'interroga-
tion en ré�ectivité, doit être e�ectuée. En particulier, une grande importance doit être attachée
à la capacité de mesure en temps réel lors de l'optimisation du système, qui n'a, jusqu'ici, pas
été démontrée.

Ce chapitre vise à approfondir la caractérisation des performances de la méthode proposée : le
gain en termes de dynamique et de qualité de mesure, de même que la compatibilité du système
avec les mesures de cinétiques biomoléculaires, sont soigneusement étudiés dans le but de valider
expérimentalement les performances de la SPRI mutli-spectrale développée dans cette partie.
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5.1 Evaluation du gain en dynamique de mesure

La dynamique de mesure de l'interrogation multi-spectrale a été estimée précédemment de
manière théorique dans la section 4.4, en décalant le peigne de longueurs d'onde incidentes par
rapport à un pro�l de résonance �xe. Expérimentalement, l'évaluation de cette propriété peut
être réalisée simplement en étudiant le domaine de linéarité des signaux en réponse à l'injection
de solutions d'indice optique croissant, sur un substrat. Naturellement, le même protocole doit
être appliqué à l'interrogation en ré�ectivité pour permettre une comparaison directe de ces deux
techniques.

Pour limiter tout biais, et permettre une interprétation objective, ces mesures ont été e�ec-
tuées en parallèle avec les deux méthodes d'interrogation étudiées, sur un seul et même échan-
tillon. En e�et, le chapitre précédent a démontré qu'une certaine souplesse était possible dans le
choix du peigne de longueurs d'onde en interrogation multi-spectrale : la con�guration spectrale
a donc été choisie de manière à inclure la longueur d'onde de travail optimale pour l'interrogation
en ré�ectivité.

De manière concrète, des solutions de sucrose, de concentration croissante, ont été injectées
à la suite sur une biopuce non fonctionnalisée, soit un �lm d'or nu. Les variations d'indice
ainsi induites (∆n = 1 × 10−5 RIU à ∆n = 1 × 10−2 RIU) ont été mesurées à la fois en
interrogation multi-spectrale, dans une con�guration à 5 longueurs d'onde espacées de 20 nm, et
en interrogation en ré�ectivité. La Figure 5.1 présente les résultats de cette étude comparative
extraits sur 96 zones réparties sur la surface analysée :

Figure 5.1 � Comparaison de la dynamique de mesure en interrogation multi-spectrale et en
variation de ré�ectivité. Une con�guration basée sur 5 longueurs d'onde espacées de 20 nm a été retenue pour
cette expérience.

Dans le cas de l'interrogation en ré�ectivité, la limitation due à un point de fonctionnement
unique intervient dès une variation d'indice de 2× 10−3 RIU. En e�et, un écart supérieur à 5%
par rapport à l'évolution linéaire souhaitée (représentée par la droite en traits pointillés) peut
être observé à partir d'une valeur de 2.5× 10−3 RIU, accompagné d'une dispersion des données
de plus en plus élevée. En revanche, la dynamique de mesure est nettement plus étendue en inter-
rogation multi-spectrale, jusqu'à atteindre 10−2 RIU. Pour cette variation limite, le décalage de
la résonance plasmon devient trop important pour fournir une précision de mesure satisfaisante :
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un décrochement de 5% peut alors être relevé par rapport à une réponse parfaitement linéaire.
L'interpolation du pro�l de la résonance plasmon n'est alors plus robuste, ce qui augmente l'er-
reur sur la détermination de la position du minimum de ré�ectivité : ces résultats concordent
parfaitement avec les prévisions théoriques énoncées dans la section 4.4) du chapitre précédent.

5.2 Evaluation du gain en dispersion des données

Comme évoqué dans le chapitre 2 de la partie I, l'interrogation en ré�ectivité o�re une capa-
cité de multiplexage qui peut être di�cilement atteinte par les autres con�gurations de capteurs
plasmoniques. Grâce à cela, une multitude d'interactions cibles-sondes peuvent être étudiées en
parallèle, ce qui augmente considérablement le débit de données des analyses par SPR. Ces per-
formances sont cependant obtenues à travers un compromis vis-à-vis de la sensibilité : en e�et, le
choix d'un point de fonctionnement (λ0, θ0) unique ne favorise pas nécessairement tous les plots
sondes à la surface de la biopuce analysée, et induit une dispersion des signaux mesurés.

L'interrogation multi-spectrale permet de s'a�ranchir des limitations liées au choix d'un point
de fonctionnement unique tout en gardant la capacité d'imagerie en deux dimensions qui rend
l'interrogation en ré�ectivité si attractive : les expériences présentées dans ce paragraphe per-
mettent une comparaison directe des performances de ces deux méthodes en termes de qualité
de données.

De la même manière que précédemment, les deux techniques ont été évaluées en parallèle sur
un même substrat, une lame d'or non fonctionnalisée : une con�guration basée sur 7 longueurs
d'onde espacées de 20 nm, comprenant le point de fonctionnement optimal pour l'interrogation
en ré�ectivité, a été adoptée lors de ces expériences. La dispersion des signaux, paramètre déter-
minant dans cette étude, a été calculée sur 96 zones (de 41 × 41 pixels) réparties sur la surface
analysée. A�n de s'a�ranchir d'un biais possible dû à la di�érence de dynamique de mesure entre
les deux méthodes, seules de faibles variations d'indice du milieu tampon (∆n = 1 × 10−4 RIU
à ∆n = 2× 10−3 RIU) ont été considérées.

La Figure 5.2a donne un aperçu visuel de la dispersion des données enregistrées par les deux
méthodes. Pour chacune des deux méthodes d'interrogation, et chaque variation d'indice considé-
rée, l'écart-type a été extrait sur les 96 signaux enregistrés, puis normalisé par la valeur moyenne
de manière à obtenir une dispersion relative permettant de comparer les deux méthodes. Le ré-
sultat de ce traitement est présenté sur la Figure 5.2b.

Les deux techniques comparées dans ce paragraphe o�rent une qualité de mesure similaire
dans le cas de petits signaux (∆n = 1×10−4 RIU) : la dispersion des données semble équivalente
dans les deux cas. En revanche, une nette di�érence apparaît lors de l'augmentation des variations
d'indice : le suivi du décalage ∆λmin de la résonance reste indépendant de l'inhomogénéité de
la surface de la biopuce et de l'indice de la solution tampon, et o�re une dispersion constante,
contrairement l'interrogation en ré�ectivité, dont la dispersion des données est considérablement
ampli�ée dans la gamme 1× 10−4 - 2× 10−3 RIU étudiée.
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Chapitre 5. Validation de l'interrogation multi-spectrale

(a) Dispersion expérimentale des signaux enre-
gistrés en interrogation spectrale et en interro-
gation en ré�ectivité.

(b) Evolution de la dispersion relative des don-
nées en interrogation multi-spectrale et en in-
terrogation en ré�ectivité, en fonction de la
variation d'indice du milieu diélectrique en
contact avec la biopuce.

Figure 5.2 � Comparaison expérimentale de la dispersion des données mesurées en interrogation
multi-spectrale et en interrogation en ré�ectivité. Une con�guration basée sur 7 longueurs d'onde espacées
de 20 nm a été retenue pour cette expérience.

Cette tendance peut être expliquée par les simulations présentées sur la Figure 5.3, qui re-
tracent les réponses, en termes de variations de ré�ectivité, d'une biopuce plasmonique supposé-
ment homogène, aux di�érents sauts d'indice réalisés expérimentalement.

Figure 5.3 � Simulation des variations de ré�ectivité en réponses aux sauts d'indice réalisés
expérimentalement.
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En réalité, de telles conditions idéales ne peuvent être atteintes expérimentalement : l'inho-
mogénéité de la biopuce se traduit alors par une dispersion des variations de ré�ectivités, re�étant
la dispersion des conditions de résonance sur la surface analysée. Celle-ci se trouve ainsi révélée
par le choix d'un point de fonctionnement unique en interrogation en ré�ectivité. Une approche
équivalente revient à considérer, à l'inverse, une biopuce parfaitement homogène, mais dont la
réponse aux variations d'indice est mesurée suivant un ensemble dispersé de points de fonction-
nement. La Figure 5.3 illustre cette analogie avec le comportement observé expérimentalement :
pour une dispersion des points de fonctionnement constante, plus le saut d'indice est élevé, plus
la dispersion des valeurs de ré�ectivité associées devient importante.

5.3 Application à la biodétection

Les caractérisations e�ectuées jusqu'à présent ont permis d'évaluer les performances du sys-
tème d'interrogation multi-spectrale développé face aux exigences énoncées dans la partie I. A�n
de con�rmer le potentiel de ce nouveau dispositif en termes de biodétection et de multiplexage,
une dernière étape de validation a été réalisée, consistant en une mesure en temps réel d'inter-
actions ADN-ADN.

5.3.1 Quelques détails sur les aspects "chimie" et "biologie" des expériences...

La biodétection par SPR exploite la sensibilité de l'onde évanescente générée par le couplage
plasmon à toute adsorption de matière à la surface d'une biopuce. Pour cette raison, la détec-
tion d'espèces biomoléculaires fait intervenir un gre�age préalable de ligands récepteurs sur le
�lm d'or : la spéci�cité du signal SPR est alors directement assurée par la spéci�cité du couple
cibles-sondes, de même que par la passivation de la surface de la biopuce pour empêcher toute
adsorption en-dehors des plots récepteurs.

Un protocole relativement rapide et robuste, basé sur une chimie cystéamine, a été développé
précédemment au sein de l'équipe de plasmonique du Laboratoire Charles Fabry [96] : à titre
indicatif, le détail de cette fonctionnalisation chimique est donné en annexe C. Cette procédure
permet le dépôt de molécules sondes biotinylées : dans le cas présent, cette étape est réalisée
par un spotteur commercial, muni d'une pointe creuse de 200 µm de diamètre, programmé pour
réaliser une matrice de 30 plots (Figure 5.4). Dans ces conditions, deux familles de plots sont
déposées sur la même biopuce : les biomolécules sondes, à une concentration optimale 5 µM,
ainsi que des références, formées à partir d'une solution ne contenant pas d'ADN sonde.
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Chapitre 5. Validation de l'interrogation multi-spectrale

(a) Photographie d'une biopuce plasmonique
fonctionnalisée, présentant une matrice de
plots sondes à la surface.

(b) Image codée en variation de ré�ectivité
de la matrice de plots sondes analysée pour
une longueur d'onde incidente de 720 nm.

Figure 5.4 � Illustration de la fonctionnalisation d'une biopuce plasmonique.

Les expériences de validation de la méthode d'interrogation multi-spectrale ont été inspirées
par les précédents travaux e�ectués dans le groupe sur la mutation M470v responsable de la mu-
coviscidose [27]. Plus spéci�quement, l'interaction entre une séquence cible "mutée", notée TaM
(en référence à l'anglais "Target with Mutated sequence") et la séquence sonde complémentaire
PrM (correspondant à "Probe with Mutated sequence") a été étudiée pour trois solutions de
tampon phosphate (notées PBS 1×, PBS 3× et PBS 5× dans l'ordre de concentration en chlo-
rure de sodium NaCl croissant) a�n de déterminer les conditions d'hybridation optimales. Dans
chaque cas, la solution cible a été préparée à une concentration de 0.2 µM.

Les détails relatifs aux séquences ADN et aux produits utilisés sont résumés dans le Ta-
bleau 5.1.
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5.3. Application à la biodétection

Tableau 5.1 � Détail des produits utilisés lors des expériences de biodétection.

Dénomination Description Détail

PrM

Séquence ADN sonde
comprenant une biotine en

extrémité 5�

Biotine - 5� TTTTTTTTTTGACCGG-
TATGCGTTCTAATGGTGATT

3�

TaCal

Séquence ADN cible
servant à normaliser la

dispersion de
concentration des plots

sondes

5� CGCGCGCATACCGGTCAAAA 3�

TaM Séquence ADN cible 5� CTCCCATAATCACCATTAGAAGTGA 3�

PBS 1× Tampon phosphate
10 mM

[NaCl] = 150 mM et pH = 7.2

PBS 3× Tampon phosphate
30 mM

[NaCl] = 0.460 M et pH = 6.9

PBS 5× Tampon phosphate
50 mM

[NaCl] = 0.77 M et pH = 6.7

Pour limiter tout biais lié à la dispersion des concentrations de spotting, une séquence de
calibration, TaCal, a été injectée en premier lieu à une concentration de 0.1 µM a�n d'étalonner
et corriger les di�érences de réactivité entre les plots-sondes [27]. Le principe de cette étape de
normalisation, illustré sur la Figure 5.5, repose sur un motif précis et élaboré de la séquence sonde.
En e�et, celle-ci comprend tout d'abord une biotine (Biotin) attachée à l'extrémité 5� permettant
l'accroche de la biomolécule à la couche supérieure de neutravidine recouvrant la biopuce (dans
le cas de l'exemple présenté, provenant des résultats de Hottin et al. [27], la couche supérieure
de la chimie de surface est formée de streptavidine : le principe de l'adsorption est sensiblement
identique). Un espaceur, formé de 10 bases thymines (Poly-T ), est intercalé entre la biotine
et la première séquence d'intérêt, complémentaire de celle TaCal (désignées respectivement par
Calibration detection sequence et Calibration target). La dernière partie de la séquence sonde
(Speci�c interaction sequence) est quant à elle destinée à l'hybridation de la séquence cible TaM
recherchée.

La di�érence de réactivité d'un plot sonde à l'autre, naturellement induite par une dispersion
des concentrations de spotting à la surface de la biopuce, peut ainsi être corrigée par la réponse
enregistrée pour la séquence TaCal, dite "de calibration". Les données relatives à l'injection des
biomolécules cibles TaM , présentées dans la suite de ce chapitre, résultent par conséquent de
cette procédure de normalisation.
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Chapitre 5. Validation de l'interrogation multi-spectrale

Figure 5.5 � Principe de l'étape de normalisation par l'injection de la séquence TaCal. Une structure
de la biomolécule sonde comprenant une biotine (Biotin) en extrémité 5� destinée à l'adsorption sur la biopuce,
un espaceur Poly-T constitué de 10 bases thymines, et deux séquences d'intérêt Calibration detection sequence et
Speci�c interaction sequence a été élaborée précédemment par Hottin et al. [27] dans le but de corriger la dispersion
des données induites par une di�érence de concentration de spotting au sein d'une même famille de plots supposés
identiques. L'injection d'une première séquence Calibration target, avant toute expérience de biodétection, permet
ainsi un étalonnage de la réactivité des plots sondes. Cette vue schématique étant tirée de travaux antérieurs aux
expériences présentées, les séquences a�chées sont susceptibles de di�érer de celles actuelles.

5.3.2 Résultats des mesures de cinétiques ADN-ADN

De la même manière que précédemment, les cinétiques ADN-ADN ont été analysées à la fois
en interrogation multi-spectrale et en interrogation en ré�ectivité, permettant une comparaison
directe entre les deux méthodes. De manière plus précise, le point de fonctionnement en inter-
rogation en ré�ectivité a été déterminé dans la première solution tampon (PBS 1×), et gardé
constant tout au long des expériences.

La séquence cible TaM a été injectée dans un premier temps en tampon PBS 1× : une fois
l'état d'équilibre atteint, soit 15 min après l'injection, la surface de la biopuce a été régénérée
a�n de pouvoir renouveler l'analyse des cinétiques d'interaction dans les milieux tampons PBS
3× et PBS 5×. Une étape de régénération a bien entendu été e�ectuée suite aux expériences en
PBS 3× pour décrocher les molécules cibles ayant interagi avec les molécules sondes.

La Figure 5.6 présente les signaux bruts enregistrés lors de ces expériences, par la méthode
d'interrogation multi-spectrale. Les données a�chées ont été recueillies sur les plots sondes PrM
ainsi que sur ceux de référence, ne contenant aucune séquence ADN.
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5.3. Application à la biodétection

Figure 5.6 � Signaux bruts recueillis en interrogation multi-spectrale lors des injections réalisées
en tampon PBS 1×, 3× et 5×. Pour une meilleure interprétation des résultats, les réponses des sondes PrM (en
bleu) sont superposées à celles des plots de référence (en rouge). Une con�guration spectrale à 5 longueurs d'onde
espacées de 20 nm a été adoptée pour cette étude, permettant réduire à 10 s la durée des cycles d'acquisition.

En post-traitement, les signaux de l'interaction TaM -PrM ont été normalisés par la réponse
de l'injection TaCal, après soustraction des références. Les données ainsi corrigées dans chaque so-
lution tampon, et recueillies sur une vingtaine de plots PrM supposés identiques, sont présentées
sur la Figure 5.7. Comme mentionné dans le paragraphe décrivant le protocole de fonctionna-
lisation, la matrice initialement créée présente en réalité un nombre plus important de plots
sondes, égal à 30. Pour plus de clarté dans la représentation des résultats, seule une vingtaine
des réponses a été tracée sur la Figure 5.7.
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Chapitre 5. Validation de l'interrogation multi-spectrale

Figure 5.7 � Cinétique de l'interaction entre les sondes PrM et les cibles TaM dans les solutions
tampon PBS 1×, 3× et 5×, analysée avec les méthodes d'interrogation multi-spectrale (en bleu) et
de variation de ré�ectivité (en rouge). Une con�guration spectrale à 5 longueurs d'onde espacées de 20 nm
a été adoptée lors de cette étude.

La faible amplitude des signaux (< 1 nm) présentés correspond à l'ordre de grandeur typique-
ment observé lors d'une expérience de biodétection, bien qu'il s'agisse ici d'un cas relativement
favorable (une molécule cible de masse assez importante et parfaitement complémentaire de la
sonde déposée à la surface de la biopuce). Ces résultats soulignent par conséquent la nécessité
d'une résolution et d'une précision de mesure très inférieures au nanomètre pour toute technique
d'interrogation spectrale.

D'autre part, une dispersion importante des cinétiques peut également être relevée : celle-ci
ne provient pas du système de mesure en lui-même, mais bien des di�érences de réactivité et
d'écoulement �uidique d'un plot sonde à l'autre. Cette observation met en évidence l'importance
de disposer de nombreux réplicats d'une même molécule sonde pour extraire des résultats quan-
titatifs statistiquement �ables d'une expérience de biodétection, d'où l'intérêt d'un système de
SPR ayant une modalité d'imagerie.

En�n, la résolution temporelle, d'une dizaine de secondes, obtenue avec la méthode d'in-
terrogation multi-spectrale implémentée, permet d'échantillonner très largement les cinétiques
observées, conformément aux exigences énoncées précédemment.

Il apparaît de ces données une hybridation ADN-ADN favorisée par la salinité du milieu
tampon. Ce résultat bien connu de la littérature s'explique par les groupements phosphates
présents sur les brins d'ADN, induisant une charge globale négative, responsable d'une répulsion
électrostatique entre les molécules cibles et sondes. La présence de contre-ions Na+ dans le
milieu réactif a pour e�et d'écranter ces charges répulsives, favorisant ainsi l'hybridation entre
les deux brins d'ADN complémentaires [97, 98]. De manière quantitative, une simulation rapide
des conditions expérimentales [99] (température de 25 ◦C, concentration des brins d'ADN égale
à 0.2µM) conduit à des énergies libres de -61.9 kJ/mol,-69.0 kJ/mol et -72.4 kJ/mol pour des
concentrations de sel respectives de 150 mM, 450 mM et 750 mM, soit une réaction nettement
favorisée par une salinité croissante. Or, les signaux enregistrés en interrogation en ré�ectivité
donnent un résultat opposé, présentant une amplitude qui décroît avec la salinité.

92



5.4. Transposition à l'interrogation multi-angulaire

Pour plus de clarté dans cette analyse, les signaux extraits 15 min après l'injection des
cibles sont représentés sur la Figure 5.8. A�n de permettre une comparaison directe des deux
méthodes d'interrogation, les valeurs ont été arbitrairement normalisées par rapport à la première
interaction, dans le tampon PBS 1×.

Figure 5.8 � Signaux normalisés de l'interaction entre les sondes PrM et les cibles TaM dans les
solutions tampon PBS 1×, 3× et 5×, extraits 15 min après l'injection des cibles en interrogation
multi-spectrale (en bleu) et en variation de ré�ectivité (en rouge). Une con�guration spectrale à 5
longueurs d'onde espacées de 20 nm a été adoptée pour cette étude, permettant réduire à 10 s la durée des cycles
d'acquisition. Pour les deux méthodes de mesure étudiées, la normalisation a été e�ectuée en divisant les valeurs
extraites par celles de la première interaction, en PBS 1×.

Une diminution du signal en ré�ectivité est observée dès la deuxième injection de la solution
cible, préparée dans un tampon de PBS 3× : la variation d'indice de la solution est alors trop
importante et décale la résonance plasmon hors du domaine de linéarité de l'interrogation en
ré�ectivité. Naturellement, cet e�et se trouve ampli�é lors des mesures dans le PBS 5×.

Plus robuste, la méthode de SPRI multi-spectrale permet donc d'acquérir en temps réel des
informations sur les interactions biomoléculaires, avec une précision constante dans une gamme
dynamique étendue. Ces résultats, validés dans le cas de l'étude relativement simple présentée
dans ce paragraphe, permettent toutefois d'envisager des applications plus complexes, comme le
met en évidence l'étude menée dans le chapitre 9 de la partie IV de ce manuscrit. D'autre part, les
performances démontrées par l'interrogation multi-spectrale peuvent également être exploitées
de manière indirecte, par la mise en place d'une procédure d'interrogation multi-angulaire.

5.4 Transposition à l'interrogation multi-angulaire

En raison de la symétrie des rôles respectifs de l'angle et de la longueur d'onde d'inci-
dence dans l'excitation plasmonique, une transposition vers une méthode d'interrogation "multi-
angulaire" peut être envisagée suite aux résultats relativement encourageants démontrés par
l'interrogation multi-spectrale.

Dans cette optique, quelques résultats préliminaires ont été obtenus par des simulations
analogues à celles détaillées dans le chapitre 4. Présentées dans les paragraphes suivants, les
études menées constituent une première approche, théorique, de l'interrogation multi-angulaire.
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Chapitre 5. Validation de l'interrogation multi-spectrale

5.4.1 Evaluation de la résolution en interrogation multi-angulaire

Dans un premier temps, la résolution de la méthode d'interrogation multi-angulaire proposée
a été évaluée de manière théorique, pour une longueur d'onde incidente �xée à 810 nm, et un
nombre d'angles d'interrogation variable, le pas angulaire étant égal à 0.1 ◦ dans cette première
approche. A�n de modéliser la qualité de mesure, limitée par le bruit de photons seul, une
démarche similaire à celle adoptée précédemment dans l'étude des performances du système
utilisant un monochromateur (section 4.3, p.64) a été suivie. Dans le cadre de cette étude, les
paramètres d'acquisition usuels ont été considérés, soit un nombre de 4 images moyennées, une
zone d'intégration de 41×41 pixels ainsi qu'une dynamique du détecteur égale à 18000 électrons
par puits.

La résolution de mesure ainsi modélisée, exprimée en termes d'erreur sur la position θmin de la
résonance, est représentée en triangles pleins sur la Figure 5.9. L'in�uence d'un bruit thermique
de la cellule �uidique, estimé à 0.066 m ◦ pour une régulation de la température à 0.01 ◦C près,
est également indiquée, en triangles creux.

Figure 5.9 � Evolution de l'écart-type du signal mesuré en interrogation angulaire en fonction
du nombre d'angles choisis. L'axe des ordonnées situé à droite indique la résolution équivalente en termes
de variation d'indice optique correspondante. Les simulations représentées ont été générées à partir d'une modèle
théorique simple tenant compte du bruit de photon seul (en triangles pleins) ou combiné à un bruit thermique de
0.01 ◦C (triangles creux).
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5.4. Transposition à l'interrogation multi-angulaire

Dans les conditions expérimentales considérées, une résolution de 0.08 m ◦ peut être atteinte
avec 5 angles d'incidence, correspondant à une variation d'indice d'environ 10−6 RIU. La va-
leur obtenue est par conséquent comparable à celle déterminée précédemment en interrogation
multi-spectrale, pour des paramètres d'acquisitions équivalents. En complément de cette étude
théorique, une étude expérimentale demeure cependant nécessaire pour déterminer la limitation
réelle du système de mesure.

5.4.2 Evaluation de la dynamique de mesure en interrogation multi-angulaire

De la même manière, la dynamique de mesure a été évaluée théoriquement (Figure 5.10),
par une procédure semblable à celle décrite dans la section 4.4, p.74. Cette propriété intrinsèque
à la méthode d'interrogation choisie a été précédemment assimilée à l'intervalle des variations
d'indice dans lequel la précision de la mesure resterait acceptable.

Représentée sur l'axe des ordonnées, la précision a été calculée comme la di�érence entre
le décalage angulaire ∆θmin mesuré pour une variation d'indice donnée (≈ 10−4 RIU), et celui
théorique. A�n de tenir compte du bruit de mesure expérimental, un intervalle de con�ance a
été �xé à ±3 × σ(θmin), où σ(θmin) représente la résolution atteinte (soit 0.08 m ◦). Sur la Fi-
gure 5.10, cet intervalle peut être visualisé directement par les lignes horizontales d'ordonnées ±
0.24 m ◦.

Les variations d'indices ont quant à elle été modélisées par un décalage entre le peigne d'angles
d'incidence choisi par rapport à la position �xe d'une résonance plasmonique, correspondant à
une longueur d'onde de 810 nm. Sachant qu'une variation de 1 × 10−3 RIU induit un décalage
d'environ 64 m ◦, une règle de trois permet de convertir le décalage angulaire représenté sur l'axe
des abscisses en variations exprimées en RIU.

A titre d'exemple, quatre con�gurations d'interrogation multi-angulaire, basées sur 5 (Fi-
gure 5.10a) et 7 (Figure 5.10b) angles d'incidence, espacés de 0.1 ◦ et 0.2 ◦, ont été considérées
dans cette étude.
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(a) Dynamique de mesure avec 5 θ.

(b) Dynamique de mesure avec 7 θ.

Figure 5.10 � Dynamique de mesure atteinte en interrogation multi-angulaire en fonction du
nombre et de l'espacement des angles d'incidence. Dans une première approche, seules les con�gurations
à 5 et 7 angles d'incidence ont été étudiées.

D'après les critères dé�nis, la dynamique de mesure correspond à l'intervalle du peigne d'in-
terrogation angulaire, pour lesquels la précision de la mesure (assimilée à l'erreur sur ∆θmin) reste
acceptable, soit d'amplitude inférieure à ± 0.24 m ◦. La dynamique est ainsi estimée à 5.4×10−3

RIU et 7.5 × 10−3 RIU pour 5 (Figure 5.10a) et 7 (Figure 5.10b) angles d'incidence, respecti-
vement, et un espacement de 0.1 ◦. Ces valeurs, légèrement plus faibles que celles obtenues dans
le cas de l'interrogation multi-spectrale (≈ 10−2 RIU), pourraient être optimisées en modi�ant
l'espacement angulaire. Dans cette approche préliminaire de l'interrogation multi-angulaire, une
telle étude complémentaire n'a pas été réalisée pour le moment.
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Conclusion et perspectives

L'imagerie multi-spectrale est employée dans de nombreux domaines, autres que la biodétec-
tion plasmonique. En particulier, le développement de nouvelles méthodes de biopsie non invasive
font appel aux informations spectrales pour établir un diagnostic : malheureusement, le couplage
de ce type de mesure à l'imagerie et au temps réel n'est pas toujours évident.

Dans le cadre de la SPR, cette problématique a été résolue par l'implémentation d'une nou-
velle méthode d'interrogation, basée sur un balayage multi-spectral du faisceau incident sur la
biopuce. Combinée à un traitement de données adéquat, une con�guration à seulement 5 lon-
gueurs d'onde o�re une résolution comparable à l'interrogation en ré�ectivité, avec le béné�ce
non négligeable d'une meilleure qualité de mesure, et une gamme dynamique plus large.

Les développements présentés dans cette partie ont été réalisés sur la base d'un banc de SPRI
existant, dont la modalité d'interrogation spectrale est basée sur une lampe halogène couplée à
un monochromateur. Malgré l'excellence des performances obtenues dans cette con�guration, le
potentiel de cette nouvelle méthode multi-spectrale reste limité, en raison du coût important et
de l'encombrement d'un tel dispositif.

Pour cette raison, une étude a été initiée suite à ces premiers résultats, en vue de trouver
une con�guration plus simple, moins coûteuse, permettant un balayage spectral à 5 longueurs
d'onde avec une précision comparable à celle d'un monochromateur. La partie III ci-après est
consacrée à ces considérations pratiques, et détaille le travail d'ingéniérie e�ectué pour élaborer
un système compact, bas coût et �able de SPRI multi-spectrale.
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La méthode d'interrogation multi-spectrale introduite dans le chapitre précédent a permis
de proposer un système de SPR combinant imagerie, mesure en temps réel et interrogation
spectrale. De plus, une caractérisation complète des performances a révélé une qualité de mesure
nettement supérieure aux con�gurations actuelles basées sur l'interrogation en ré�ectivité, qui
sont traditionnellement privilégiées pour des analyses nécessitant un multiplexage des données.

Les développements expérimentaux ont été réalisés sur la base d'un banc de SPRI destiné
initalement à la caractérisation angulaire et spectrale précise des propriétés plasmoniques de
biopuces nanostructurées. En particulier, la présence d'une source de lumière blanche couplée à
un monochromateur a permis de déterminer la con�guration d'illumination optimale o�rant une
mesure en temps réel de la position du minimum de ré�ectivité plasmonique. A la di�érence de
la majorité des prototypes d'interrogation spectrale, qui extrapolent cette valeur à partir d'une
centaine de points de mesure sur le pro�l de la résonance plasmon, un nombre très faible de
longueurs d'onde incidentes s'est avéré su�sant pour atteindre une résolution plus que satisfai-
sante. La con�guration adoptée, basée sur 5 longueurs d'onde judicieusement choisies, ne justi�e
donc plus l'utilisation d'un instrument aussi complexe qu'un monochromateur, plus adapté à
un balayage résolu et large bande. De plus, d'un point de vue industriel, il est peu probable
qu'un tel prototype ait un succès commercial, en raison du coût et de l'encombrement de cette
implémentation.

Ces ré�exions, ainsi que la volonté d'exploiter le potentiel o�ert par ces récents résultats, ont
motivé le développement d'un système d'illumination compact et bas coût, permettant d'égaler
les performances obtenues avec un monochromateur en interrogation multi-spectrale. L'établisse-
ment d'un cahier des charges, ainsi que l'ingénierie déployée pour répondre aux exigences énoncées
sont détaillés dans le premier chapitre de cette partie. La caractérisation des performances obte-
nues, abordée par la suite dans les Chapitres 7 et 8, permet de valider la robustesse du prototype
ainsi développé en vue des applications de biodétection visées par les présents travaux.
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6.1 Des composants pour un système d'illumination multi-spectrale
à bas coût

Les caractérisations e�ectuées dans la partie précédente (partie II, p.55) ont mis en évidence
l'importance du choix des longueurs d'onde incidentes sur la qualité des mesures en interroga-
tion multi-spectrale. Idéalement, la source d'illumination doit fournir une peigne de 5 longueurs
d'onde dans le proche infrarouge, espacées de 10 nm ou 20 nm a�n de combiner vitesse d'acqui-
sition, résolution et dynamique de mesure étendue.

Une importance particulière doit être accordée également à la présence d'un mouvement
mécanique : en e�et, dans le cas des travaux réalisés dans la partie II précédente, le balayage
d'une longueur d'onde par le monochromateur a été e�ectué en 1 s, limitant considérablement
la cadence de mesure. Une dispositif permettant de s'a�ranchir de cette contrainte est donc sou-
haitable pour le développement d'une nouvelle source multi-spectrale performante.

De ce point de vue, un ensemble de 5 diodes électro-luminescentes (notées LEDs dans la
suite de ce manuscrit) semblent être la solution idéale : compacité, bas coût (≈ 100 e), faible
consommation électrique, bon rendement, et des puissances lumineuses qui ne cessent d'augmen-
ter. Ces propriétés très avantageuses expliquent en e�et l'emploi de plus en plus fréquent de
ces sources lumineuses, tant dans le domaine industriel, que pour le grand public. Deux autres
particularités retiennent cependant l'attention quant aux performances visées dans le cadre de
ce projet : l'absence de tout mouvement mécanique, dans la mesure où la commande est réalisée
par une interface électronique, et le très large choix des longueurs d'onde d'émission, allant de
l'ultra-violet au proche infrarouge.

De manière similaire aux résultats exposés précédemment dans la partie II, une lampe ha-
logène utilisée en combinaison de �ltres à cristaux liquides pourrait également être envisagée.
L'absence de mouvement mécanique et la rapidité du balayage spectral ainsi o�ert, de l'ordre de
100 ms par longueur d'onde, constitue un avantage certain pour les applications de biodétection
visées. Cependant, au vu des souhaits exprimés, le prix élevé de ces composants (≈ 20 ke) peut
sembler rédhibitoire.

La dernière solution considérée, une lampe halogène couplée à une roue à �ltres et une caméra
CCD (ces deux éléments étant vendus à l'heure actuelle sous forme d'un bloc entier optimisé),
a�che un prix du même ordre de grandeur (≈ 20 ke). La présence d'un balayage mécanique
susceptible de limiter la cadence d'acquisition constitue cependant le principal inconvénient vis-
à-vis des deux autres con�gurations évoquées.

Cette étude rapide des solutions existant sur le marché est résumée dans le Tableau 6.1.
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Tableau 6.1 � Solutions techniques pour l'interrogation multi-spectrale.

Solution

technique

Prix

approximatif

Mouvement

mécanique
Exemple de fournisseur

5 LEDs 100 e Non Roithner

Lampe halogène
+ �ltre à cristaux

liquides
20 ke Non

VariSpec Liquid Crystal
Tunable Filters
(PerkinElmer)

Lampe halogène
+ caméra CCD
+ roue à �ltres

20 ke Oui SpectroCam (PixelTeq)

La sélection des composants retenus, les LEDs, le développement d'une source de courant
adaptée et l'implémentation optique du module d'illumination ont fait l'objet d'un travail d'in-
génierie, détaillé dans les paragraphes suivants, a�n d'aboutir à un prototype d'interrogation
multi-spectrale "plug and play", o�rant une variété d'applications.

6.2 Quelques considérations techniques...

Le choix des LEDs destinées à l'illumination multi-spectrale a bien évidemment été inspiré
par les résultats obtenus précédemment. Pour allier simplicité du montage et performance, une
con�guration basée sur 5 longueurs d'onde séparées de 10 nm a été privilégiée. De la même ma-
nière que pour les travaux réalisés dans la partie II, le choix des longueurs d'onde d'incidence a
été concentré sur la gamme 700-800 nm, résultant d'un compromis entre la sensibilité de l'onde
plasmonique et le rendement quantique de la caméra CCD utilisée comme détecteur.

Les spectres d'émission des 5 LEDs sélectionnées sont représentés sur la Figure 6.1.

Le Tableau 6.2 résume les principales caractéristiques de ces composants.
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Figure 6.1 � Spectres d'émission des 5 LEDs utilisées dans le dispositif d'illumination multi-
spectrale. Les mesures présentées ont été e�ectuées à l'aide d'un spectromètre commercial (modèle USB2000+,
Ocean Optics).

Tableau 6.2 � Caractéristiques des 5 LEDs sélectionnées pour le module d'illumination multi-
spectrale.

Référence

Caractéristiques

indiquées par

le fournisseur

Caractéristiques

mesurées

expérimentalement

Puissance radiative

attendue (mW)

(pour un courant

d'alimentation de 50 mA)

LED735-01AU
λ0 = 735 nm λ0 = 737.9 nm

18
FWHM = 30 nm FWHM = 23.0 nm

LED750-03AU
λ0 = 750 nm λ0 = 751.9 nm

19
FWHM = 30 nm FWHM = 25.6 nm

LED760-03AU
λ0 = 760 nm λ0 = 760.1 nm

19
FWHM = 30 nm FWHM = 30.6 nm

ELD770-524
λ0 = 770 nm λ0 = 770.6 nm

14
FWHM = 30 nm FWHM = 27.8 nm

LED780-01AU
λ0 = 780 nm λ0 = 782.4 nm

18
FWHM = 30 nm FWHM = 28.0 nm
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De manière semblable à la con�guration précédente utilisant un monochromateur, l'interro-
gation multi-spectrale implémentée dans cette partie est basée sur un balayage séquentiel des
longueurs d'onde d'incidence. Cette procédure nécessite par conséquent une source de courants
multiples commutable, ainsi qu'une interface électronique chargée de contrôler l'alimentation de
chacune des 5 LEDs et permettre un basculement "on/o�" commandé par ordinateur.

Deux propriétés essentielles sont particulièrement recherchées :
� Les courants délivrés doivent être réglables en intensité, de manière à s'adapter aux niveaux
des puissances lumineuses émises par les di�érentes LEDs, ainsi qu'à la réponse spectrale
de la caméra CCD.

� Les courants doivent également être su�samment stables (± 1%) pour ne pas dégrader la
qualité des mesures plasmoniques.

Une source répondant à ces critères a été développée dans le cadre de cette thèse, grâce à
l'aide de Frédéric Moron au Laboratoire Charles Fabry. Le dispositif élaboré intègre un circuit
imprimé existant (TLC5971, Texas Instruments), initialement destiné au contrôle des sources
d'éclairage à LEDs grand public, et o�rant, du moins pour un premier prototype, des perfor-
mances satisfaisantes (Tableau 6.3).

Tableau 6.3 � Caractéristiques principales du composant TLC5971 destiné au pilotage des LEDs.

Nombre de

canaux de

courant réglables

Intensité

maximale délivrée

sur chaque canal

Dispersion de

l'intensité

délivrée canal à

canal

Codage de

l'intensité

12 60 mA ±1% 16 bits
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L'ajout d'une connexion USB permet un pilotage du dispositif ainsi implémenté via une
interface développée en langage C++ (Figure 6.2).

Figure 6.2 � Schéma de principe de l'interface développée dédiée au pilotage des courants d'ali-
mentation des 5 LEDs.

L'ensemble de ce montage peut alors tenir sans encombre dans une boîte à chaussures (Fi-
gure 6.3).

Figure 6.3 � Photographie du module d'illumination multi-spectrale basé sur 5 LEDs.

Le faible encombrement du module d'illumination multi-spectrale développé (Figure 6.3)
a permis une adaptation relativement aisée sur l'un des bancs de mesure par SPRI existant
au laboratoire, sans modi�cation majeure du montage initial. Ces travaux, présentés dans la
paragraphe suivant, laissent entrevoir le potentiel industriel d'un tel dispositif, o�rant à un
coût relativement bas une modalité d'interrogation spectrale aux systèmes actuels de mesure en
variation de ré�ectivité.
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6.3 Intégration du dispositif multi-LEDs au système de SPRI

Le principe de l'interrogation multi-spectrale a été explicité précédemment dans la partie II,
section 4.1 (p.56) : le balayage des longueurs d'onde d'incidence était alors réalisé par un mo-
nochromateur, dans un montage en con�guration de Kretschmann. Le dispositif expérimental
exploité dans cette partie est relativement semblable, à la di�érence de l'illumination multi-
spectrale, qui est désormais assurée par le nouveau dispositif à 5 LEDs :

� La sélection de la longueur d'onde d'illumination est réalisée via une interface électronique
contrôlant l'alimentation en courant de chaque LED. Une connexion USB permet l'envoi
direct d'un ordre "on" ou "o�" sur chacune des 5 voies exploitées, depuis un ordinateur.
Plus spéci�quement, le niveau de courant peut être réglé de manière indépendante sur
chaque canal, a�n d'ajuster la luminosité du faisceau issu de chaque LED.

� L'ajout de �ltres interférentiels, placés devant les 5 LEDs, vise à atteindre une stabilité
su�sante de l'illumination multi-spectrale, en termes de longueurs d'onde et d'intensités
émises, d'une commande à l'autre. Cette optimisation primordiale pour la qualité des me-
sures d'interrogation plasmoniques sera détaillée dans le chapitre 7 de cette Partie.

� La lumière ainsi émise par chaque LED est directement collectée par un faisceau de 5 �bres
combinées dans une con�guration en nid d'abeille : l'absence d'optiques de collection à ce
niveau est justi�ée par la plus faible étendue géométrique des �bres (Sfibre = 0.13 mm2 ;
NAfibre = 0.35) comparée à celle des LEDs (Sémission = 19.6 mm2 ;NAémission = 0.17). Le
choix de �bres multimodes, de 400 µm de coeur, utilisées en combinaison avec un di�useur,
a été déterminé par les résultats précédents démontrant l'in�uence du bruit de speckle sur
la qualité des mesures.

� Un polariseur linéaire (LPVIS100, Thorlabs) permet la sélection de la polarisation TM ou
TE du faisceau incident sur la biopuce.

� Le faisceau polarisé TM est couplé aux plasmons de surface de la biopuce dans une con�-
guration de Kretschmann, basée sur un prisme équilatéral en verre SF10.

� Pour chaque longueur d'onde d'excitation, une image en ré�exion de la biopuce est enre-
gistrée par une caméra CCD (Pixel�y QE, 1392× 1024 pixels, de dynamique égale à 18000
électrons par puits).

� Un miroir motorisé permet un balayage angulaire du faisceau incident sur la biopuce. Dans
le cas des expériences présentées par la suite, l'angle d'incidence a été ajusté à la résonance
de la longueur d'onde centrale de l'illumination multi-spectrale.

� Un système de �uidique comprenant une cellule en titane de 200 µm d'épaisseur et 1 cm
de diamètre, et une pompe péristaltique, permettant l'injection des solutions souhaitées à
la surface de la biopuce.

� Un module Peltier permet de réguler la température à mieux que 0.1 ◦C près, par un
asservissement proportionnel. Dans le cas des expériences présentées dans la suite de ce
manuscrit, la température de consigne a été �xée à 25 ◦C.

La Figure 6.4 présente un schéma simpli�é du dispositif expérimental ainsi implémenté.
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Figure 6.4 � Schéma de l'implémentation du système d'illumination multi-LEDs dans un banc de
SPRI conventionnel. L'interrogation multi-spectrale est réalisée par une alimentation "on/o�" cyclique des 5
LEDs, pilotée par un programme Labview. La lumière ainsi émise est collectée par un faisceau de 5 �bres optiques
combinées en une seule �bre de sortie. La lumière incidente est alors dirigée vers la biopuce dans une con�guration
de Kretschmann, et imagé par une caméra CCD après ré�exion. Le cycle de balayage "on/o� est réalisé en continu
pour les 5 LEDs, permettant de réaliser l'interrogation multi-spectrale en temps réel.

A l'exception du polariseur, dont la position est contrôlée manuellement, le montage schéma-
tisé sur la Figure 6.4 est entièrement automatisé, et peut être piloté depuis une interface Labview.
L'interrogation multi-spectrale est alors réalisée en continu, avec une durée de 10 s par cycle de
balayage des 5 LEDs, ce qui équivaut à la cadence d'acquisition précédemment obtenue avec le
monochromateur. En e�et, une incompatibilité entre les logiciels pilotant la caméra CCD et le
programme Labview chargé de la procédure globale d'interrogation multi-spectrale conduit à une
durée anormalement longue, de l'ordre de 2 s, pour l'enregistrement d'une image. Une résolution
de ce problème, observé précédemment sur le banc de mesure basé sur un monochromateur (se
reporter au chapitre 4, p.79), permettrait d'augmenter d'un facteur 3 la cadence d'acquisition
actuelle.

Cependant, cette résolution temporelle seule ne su�t pas à rendre le prototype développé
compatible avec les applications de biodétection visées par ces travaux. Des mesures complé-
mentaires de caractérisation restent nécessaires : en particulier, une grande importance doit être
accordée à la détermination du bruit limitant du système de mesure, qui impacte directement ses
performances en termes de résolution. Cette étude, présentée dans le chapitre suivant, permet
d'appréhender les principales di�cultés liées à l'utilisation de LEDs dans le cadre de l'inter-
rogation spectrale en SPR. De plus, les résultats obtenus dans ce cadre constituent une base
intéressante pour le cahier des charges de biocapteurs potentiels exploitant cette con�guration
compacte.

108



Chapitre 7

Caractérisation et optimisation du

système d'illumination multi-LEDs

Sommaire

7.1 Bruit en intensité et bruit de photon . . . . . . . . . . . . . . . . 110

7.2 Stabilité en longueur d'onde et résolution . . . . . . . . . . . . . 115

7.2.1 Etude théorique . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 116

7.2.2 Etude expérimentale . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 119

7.3 E�et du combineur à �bres optiques . . . . . . . . . . . . . . . . 124

Avant de procéder à une application directe en biodétection, une première phase de tests a
été e�ectuée a�n de valider le bon fonctionnement du système de SPR implémenté dans le cha-
pitre 6. Cette étude préliminaire a ainsi révélé des performances nettement moins satisfaisantes,
en comparaison avec la con�guration précédente utilisant un monochromateur. Pour cette rai-
son, une caractérisation plus poussée a été menée dans ce Chapitre, dans le but de déterminer
l'origine de ces limitations liées à la source multi-spectrale nouvellement développée. En e�et, en
dehors des �uctuations du signal naturellement induites par le bruit de photons, l'interrogation
multi-spectrale peut également être a�ectée, dans le cas présent, par les variations de la source
de courant, de même que par l'instabilité en longueur d'onde et en �ux de la source excitatrice,
conduisant à un bruit plus élevé sur le décalage spectral du minimum de ré�ectivité.

Parmi ces di�érents paramètres, la reproductibilité en longueur d'onde constitue un facteur
critique. Dans le cas d'un monochromateur, cette propriété est déterminée et �gure dans les spéci-
�cations de l'appareil. En e�et, un tel dispositif est traditionnellement destiné à des applications
de spectroscopie nécessitant un positionnement particulièrement précis en longueur d'onde. En
revanche, dans le cas d'un composant moins coûteux tel qu'une LED, cette donnée ne �gure
pas nécessairement dans les informations fournies par le fabricant, d'où la nécessité d'une ca-
ractérisation précise préalablement à toute utilisation dans le cadre des mesures de biodétection
envisagées.

De même, les précédents développements avaient été réalisés sur la base d'une lampe halo-
gène allumée en continu : la stabilité de l'intensité émise, démontrée lors d'une caractérisation
précise des performances du système implémenté (partie II, p.79), a permis de s'a�ranchir de
toute procédure de normalisation en temps réel et ainsi réduire d'un facteur deux la durée des
acquisitions. De ce point de vue, la di�érence avec le prototype d'illumination multi-spectrale
introduit dans cette partie n'est pas négligeable, dans la mesure où le comportement des LEDs
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en termes de stabilité de l'intensité face à des commutations "on/o�" répétées au cours du temps
est mal connu.

En complément de la longueur d'onde d'excitation, les conditions de résonance des plas-
mons de surface sont également a�ectées par l'angle d'incidence du faisceau lumineux sur la bio-
puce. Pour cette raison, la collimation doit être optimale, a�n de rendre la condition d'incidence
angulaire indépendante de la LED sélectionnée. Dans la con�guration étudiée précédemment,
l'illumination multi-spectrale était collectée par une �bre optique multimode en sortie du mono-
chromateur, et collimatée par un système achromatique basé sur un miroir parabolique. Dans le
cas présent, l'utilisation d'un faisceau de �bres en "nid d'abeille" produit un point source di�é-
rent pour chaque longueur d'onde d'excitation. L'in�uence de cette dispersion angulaire sur les
résultats de l'interrogation multi-spectrale doit donc être caractérisée de manière approfondie.

Les trois paramètres cités, soit la stabilité en longueur d'onde, celle en intensité et la dispersion
multi-angulaire, représentent potentiellement les facteurs limitants des mesures exploitant le
nouveau prototype d'illumination multi-spectrale. La caractérisation présentée ci-après démontre
qu'une optimisation peut cependant être e�ectuée, a�n d'atteindre des performances de mesure
équivalentes à celles obtenues précédemment avec le montage utilisant le monochromateur.

7.1 Bruit en intensité et bruit de photon

Dans le cadre de l'évaluation d'un système de détection, la première caractérisation e�ectuée
est, de manière générale, l'estimation du rapport signal à bruit. En e�et, cette mesure renseigne
directement sur les performances du système : dans un cas idéal (et pour un système où le �ux
lumineux est important), celles-ci ne sont limitées que par le bruit de photon.

Cette évaluation a été réalisée de manière parfaitement similaire aux caractérisations pré-
cédemment e�ectuées sur le banc muni d'un monochromateur (partie II, p.72), en étudiant
l'in�uence des moyennes spatiale et temporelle sur le rapport signal à bruit mesuré expérimen-
talement, comparé à celui attendu dans le cas théorique d'une limitation par le bruit de photon
seul. La Figure 7.1 présente les résultats obtenus pour l'une des LEDs du module d'illumination
développé (émettant à 735 nm), lors du fonctionnement du banc de mesure en interrogation
multi-spectrale.

(a) Evolution du rapport signal à bruit sur
1 pixel, en fonction du nombre d'images
moyennées par la caméra.

(b) Evolution du rapport signal à bruit en
fonction du nombre de pixels de la zone d'in-
tégration, pour 4 images moyennées.

Figure 7.1 � Evolution du rapport signal à bruit en fonction des moyennes spatiale et temporelle.
Les données présentées correspondent aux performances obtenues avec la LED n ◦1 (émettant à 735 nm).
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La tendance observée rappelle le comportement observé précédemment dans le cas d'une
source halogène couplée à un monochromateur : le rapport signal à bruit extrait sur un pixel
correspond bien aux prédictions théoriques (Figure 7.1a), mais l'in�uence de la moyenne spatiale
(Figure 7.1b) démontre, en revanche, la présence d'un autre phénomène limitant. Pour plus
de clarté, seuls les résultats obtenus pour la LED émettant à 735 nm sont représentés sur la
Figure 7.1. Des observations similaires ont bien entendu été rapportées pour les 4 autres LEDs
du module d'illumination.

Une visualisation des signaux enregistrés en variation de ré�ectivité permet de déterminer
l'origine de ce comportement. En e�et, la Figure 7.2 met en évidence une très nette corrélation
entre les signaux extraits sur 100 zones d'intérêt de 41 × 41 pixels réparties à la surface de
la biopuce (bien que le montage optique considéré soit légèrement di�érent de celui utilisant
le monochromateur, les extractions de données ont été e�ectuées pour un nombre de pixels
identique, à l'exception des expériences de biodétection présentées par la suite, pour lesquelles
le signal a été extrait directement à partir d'un masque de la matrice de plots sondes).

Figure 7.2 � Variations de ré�ectivité mesurées avec la LED n ◦2 (750 nm). Ces données ont été
extraites sur 100 zones de 41 × 41 pixels d'après des mesures réalisées en interrogation multi-spectrale sur une
lame d'or non fonctionnalisée, avec de l'eau comme milieu tampon.
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Des variations relativement importantes en intensité peuvent être relevées sur la Figure 7.2.
Les �uctuations observées étant temporelles, l'augmentation du nombre d'images moyennées est
supposée améliorer le rapport signal à bruit : l'évolution présentée sur la Figure 7.1a con�rme
avec cette hypothèse. Caractéristique plus marquante, le bruit en intensité semble a�ecter de la
même manière tous les points répartis spatialement à la surface de la biopuce. Par conséquent,
pour un nombre d'images moyennées �xes, deux régimes peuvent être distingués :

� Dans un premier temps, lorsque la zone d'intégration du signal est faible, le bruit de
photons est dominant et régit l'évolution du rapport signal à bruit : dans le cas présent, ce
régime s'étend jusqu'à une surface de 1000 pixels pour un nombre de 4 images moyennées
(Figure 7.1b).

� Dans un second temps, au-delà de cette taille de la zone d'intégration, les �uctuations
temporelles dues au bruit de photons deviennent plus faibles que celles du bruit en inten-
sité. Or, celui-ci étant corrélé d'une zone d'intérêt à une autre, une moyenne spatiale ne
permettra donc pas d'éliminer les �uctuations associées. Pour cette raison, une saturation
du rapport signal à bruit peut être observée sur la Figure 7.1b pour un nombre de pixels
important.

A�n d'appréhender l'origine de ce bruit spéci�que aux LEDs, il peut être judicieux de considé-
rer directement l'évolution temporelle de l'intensité émise hors de tout phénomène de résonance
plasmon. La Figure 7.3 présente le résultat d'une telle étude : l'intensité reçue par la caméra
CCD, provenant de chacune des 5 LEDs, a été enregistrée durant 50 minutes. Dans cette expé-
rience, les LEDs ont été alimentées par le module générateur de courant décrit précédemment
(section 6.2), et allumées de manière séquentielle comme prévu lors d'un fonctionnement normal
du système en interrogation multi-spectrale.

Figure 7.3 � Variations de ré�ectivité enregistrées en polarisation TM hors résonance. Ces données
correspondent à une zone d'intégration de 41×41 pixels sur un prisme de verre SF10, ne présentant pas de résonance
plasmon. Les signaux présentés ont été enregistrés lors d'une mesure en interrogation multi-spectrale. Le bruit
nettement plus important observé dans le cas de la LED n ◦3 (760 nm) traduit très probablement un composant
défectueux.

Une première caractéristique notable est la présence d'oscillations, observées à des durées
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de fonctionnement longues : ces variations traduisent en réalité l'in�uence de la température
ambiante. En e�et, une corrélation peut être relevée vis-à-vis de la température de la climatisation
du laboratoire : la Figure 7.4 présente l'évolution de l'intensité enregistrée pour la LED n ◦4
(émettant à 770 nm), superposée à celle de la température ambiante, enregistrée par une sonde
thermique.

Figure 7.4 � Variations de ré�ectivité enregistrées en polarisation TM hors résonance pour la LED
n ◦4 (770 nm), supersposées aux �uctuations de la température ambiante. Ces données correspondent à
une zone d'intégration de 41×41 pixels sur un prisme de verre SF10, ne présentant pas de résonance plasmon. Les
signaux présentés ont été recueillis lors d'une mesure en interrogation multi-spectrale. La température ambiante
a quant à elle été enregistrée de manière parallèle à ces expériences, par une sonde thermique.

D'une amplitude moyenne de l'ordre de 0.1% et d'une période d'environ 20 min (Figure 7.3),
les oscillations observées ne sont cependant pas problématiques pour les mesures de SPR et
peuvent être aisément corrigées lors d'un post-traitement des données recueillies. En e�et, ra-
menées à la cadence d'acquisition en interrogation multi-spectrale (10 s par point de mesure),
ces �uctuations, alors inférieures à 10−3%, deviennent négligeables face au bruit de photons, de
l'ordre de 0.02%. Cette dernière valeur correspond au bruit de photons moyen pour les 5 LEDs,
déterminé expérimentalement pour un nombre de 4 images moyennées et une zone de 41 × 41
pixels.
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En revanche, les �uctuations d'intensité dues à l'allumage séquentiel des LEDs, de fréquence
plus élevée, sont susceptibles d'a�ecter la qualité des mesures en interrogation multi-spectrale.
D'une moyenne de 0.05% sur les 5 LEDs, le bruit observé sur ces données représente une valeur
non négligeable par rapport au bruit de photon.

A l'heure actuelle, l'origine de ces variations rapides demeure incertaine : l'hypothèse la
plus probable considère l'existence d'un régime transitoire lors de l'établissement du courant
d'alimentation à l'allumage des LEDs. Plus précisément, les observation précédentes conduisent à
penser que ce courant électrique, dont dépend le �ux lumineux émis, varie de manière importante
sur des échelles de temps comparables à la durée d'acquisition d'une image par la caméra CCD
(soit de l'ordre de 10 à 100 ms) lors de commutations "on" des LEDs. Par conséquent, l'intensité
enregistrée serait également variable d'une image à une autre, d'où le comportement observé sur
la Figure 7.3). En e�et, des mesures de caractérisation présentées dans la suite de ce chapitre,
e�ectuées certes à des échelles de temps plus longues, permettent d'étayer l'hypothèse exprimée
ici.

Des solutions relativement simples peuvent cependant être mises en oeuvre pour réduire la
contribution de ce bruit en intensité, telle qu'une moyenne temporelle, ou encore, dans le cas des
signaux provenant d'une interaction cible-sonde, par soustraction du signal extrait sur un plot de
référence. Une normalisation de l'intensité incidente peut également être e�ectuée en temps réel,
par un signal extrait sur une zone ne présentant pas de résonance en polarisation TM : Ostuki et
al. [80] ont ainsi proposé l'utilisation d'une biopuce conventionnelle présentant un carré de 200
nm d'épaisseur d'or servant de référence.

Une telle expérience a été e�ectuée dans le cadre de ces travaux : le dépôt d'un carré d'or de
1 mm de côté et 200 nm d'épaisseur a été réalisé sur une lame d'or présentant une épaisseur de
50 nm. Une séquence d'injections de di�érentes solutions de sucrose a été enregistrée en temps
réel en interrogation multi-spectrale. Les valeurs de ré�ectivité extraites sur une zone d'environ
50×90 pixels à la surface du carré ont été utilisées pour normaliser celles de 100 régions d'intérêt
(41× 41 pixels) réparties sur la biopuce : l'ajustement pseudo-Lorentzien a alors été appliqué à
ces valeurs de ré�ectivité corrigées.

La Figure 7.5 illustre le gain en qualité de données ainsi obtenu, en comparaison avec un
ajustement pseudo-Lorentzien e�ectué sur les valeurs de ré�ectivité brutes correspondant aux
100 régions sélectionnées.

Ainsi, une normalisation des valeurs de ré�ectivités avant reconstruction du pro�l spectral
de la résonance permet de limiter les variations du signal induites par le bruit en intensité des
LEDs. Ce résultat est particulièrement notable sur la ligne de base (entre 0 et 10 min), où les
pics de signal de l'ordre de 100 pm (Figure 7.5c) semblent presque tous corrigés (Figure 7.5d),
conduisant à des �uctuations d'une dizaine de picomètres. Bien que très e�cace, cette méthode
impose une contrainte non négligeable liée au dépôt du carré d'or : nécessitant une étape de
fabrication supplémentaire, cette solution ne peut être employée de manière systématique pour
des analyses quotidiennes, et n'a par conséquent pas été étudiée de manière plus poussée dans le
cadre de ces travaux.

D'autre part, le bruit en intensité n'est pas le seul a�ecté par des commutations "on/o�"
répétées. En e�et, l'instabilité en longueur d'onde de l'émission des LEDs, abordée en détail
dans le paragraphe suivant, contribue également de manière signi�cative au bruit de mesure en
interrogation multi-spectrale.
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(a) Données sans normalisation. (b) Données normalisées par le signal extrait
sur le carré de 200 nm d'épaisseur d'or.

(c) Données sans normalisation (sur la ligne
de base recueillie entre 0 et 10 min).

(d) Données normalisées par le signal extrait
sur le carré de 200 nm d'épaisseur d'or (sur
la ligne de base recueillie entre 0 et 10 min).

Figure 7.5 � Mise en évidence du gain en qualité de données par la méthode de "self-referencing"
proposée par Otskui et al. [80]. Les signaux enregistrés correspondent à des injections de di�érentes solutions
de sucrose à la surface d'une biopuce non fonctionnalisée, présentant une zone carrée de 200 nm d'épaisseur d'or.

7.2 Stabilité en longueur d'onde et résolution

La résolution de l'interrogation multi-spectrale est directement dépendante du bruit a�ectant
les valeurs de ré�ectivité utilisées pour la reconstruction du pro�l de la résonance plasmon. Dans
le cas présent, les contributions du bruit en intensité, observé d'un allumage à l'autre des LEDs,
du bruit de photons naturellement présent, ainsi que du bruit thermique de la cellule �uidique,
supposé identique au système de mesure précédent, imposent une limitation des performances
du système d'interrogation multi-LEDs. En réalité, un quatrième paramètre doit être pris en
compte dans cette caractérisation : l'instabilité en longueur d'onde de l'émission des LEDs, qui
présente une in�uence non négligeable sur la qualité de la détermination de la position de la
résonance. L'étude des �uctuations temporelles associées à cette contribution est présentée dans
les paragraphes suivant.
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7.2.1 Etude théorique

Avant de procéder à une caractérisation expérimentale de la précision en longueur d'onde de
la source d'illumination multi-spectrale, une première étude théorique a été réalisée pour évaluer
l'importance de ce paramètre vis-à-vis de la résolution de la mesure.

Cette contribution peut être évaluée de manière simple en exploitant de nouveau les données
théoriques issues du calcul de Rouard : en première approximation, le bruit a�ectant l'illumina-
tion multi-spectrale est supposé identique pour les 5 LEDs. Dans ces conditions, le comportement
du système de mesure peut être modélisé de la manière suivante :

� Pour chaque LED i (i = 1 à 5) du module d'illumination développé, les �uctuations en lon-
gueur d'onde peuvent être assimilées à une distribution gaussienne centrée sur la longueur
d'onde d'émission théorique λi, et d'écart-type σ, considéré identique pour les 5 compo-
sants. Un tirage aléatoire généré sous Matlab permet alors d'obtenir un ensemble de 5
longueurs d'onde λiBruit "bruitées" suivant cette statistique. Ce choix arbitraire constitue
simplement une première approche du phénomène étudié, pour lequel une connaissance
exacte de la statistique associée à chaque longueur d'onde d'émission ne semble pas indis-
pensable.

� Le pro�l de résonance théorique est calculé par la méthode de Rouard : les valeurs de
ré�ectivité Riλ correspondant aux longueurs d'onde incidentes λiBruit sont alors extraites.

� Un bruit en intensité est également introduit par un tirage aléatoire : le programme Mat-
lab permet de générer un bruit BiI suivant une distribution gaussienne de moyenne nulle
et d'écart-type égal à 1. Les valeurs Riλ,I intégrant cette contribution sont alors calcu-
lées en tenant compte du rapport signal à bruit déterminé expérimentalement, SNRI =
1/0.0005 = 2000 (d'après les résultats des caractérisation e�ectuées dans la section 7.1).

Ri
λ,I = Ri

λ +Bi
I × Ri

λ

SNRI
(7.1)

� Le bruit de photon est également approximé à une statistique gaussienne, de moyenne
nulle et d'écart-type égal à la racine carrée de l'intensité considérée (il s'agit à présent des
valeurs bruitées Riλ,I) multipliée par le facteur Pacquisition introduit dans le chapitre 4 de
la partie II (p.67), valant environ 7000 dans le cas présent. En e�et, dans le banc étudié
précédemment, utilisant un monochromateur, les plots sondes visibles sur les images de
ré�ectivité correspondaient à une surface d'environ 41 × 41 pixels, soit 200 × 200 µm. Le
montage optique exploité dans cette partie, légèrement di�érent, conduit à des zones d'in-
tégration de 26×26 pixels, soit un rapport Pacquisition de 7000 contre 11000 précédemment,
pour une moyenne temporelle de 4 images et une dynamique de 18000 électrons par puits
pour la caméra CCD. De la même manière que précédemment, un bruit aléatoire BiPhotons

généré sous Matlab suivant une distribution gaussienne de moyenne nulle et d'écart-type
égal à 1 est combiné à l'expression du bruit de photon (Équation 4.10, p.69) :

Ri
λ,I,Photons = Ri

λ,I +Bi
Photons ×

√
Ri

λ,I

Pacquisition
(7.2)

� Dans les conditions expérimentales réelles, les variations des longueurs d'onde émises λiBruit

ne sont pas accessibles : pour cette raison, les valeurs de ré�ectivité bruitées Riλ,I,Photons

sont associées aux longueurs d'onde théoriques λi dans la reconstruction du pro�l de la
résonance. Cette étape fait appel, comme précédemment, à la fonction pseudo-Lorentzienne
introduite dans le chapitre 4 de la partie II (Équation 4.1, p.62).
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� La position λmin de la résonance plasmon ainsi déterminée, correspond aux bruits intro-
duits par les tirages aléatoires des di�érentes contributions considérées. Pour atteindre une
statistique signi�cative, 10000 tirages sont e�ectués pour modéliser les �uctuations du si-
gnal dans les conditions expérimentales, supposées dépendantes du bruit de photons, du
bruit en intensité, du bruit thermique et du bruit des longueurs d'onde d'émission.

� La résolution expérimentale attendue sur la position de la résonance plasmon est alors
donnée par l'écart-type σλ,I,Photons des valeurs λmin générées par ces 10000 tirages.

� L'in�uence de la contribution du bruit en longueur d'onde de l'illumination multi-spectrale,
paramètre recherché dans le cadre de cette étude, est évaluée en réitérant cette séquence
de calcul pour di�érentes valeurs de bruit σ.

� En�n, la contribution du bruit thermique, considérée comme indépendante des trois sources
de bruit, est ajoutée par une somme quadratique aux résultats obtenus par ces modélisa-
tions :

σ(λmin) =
√
σ2
λ,I,Photons(λmin) + σ2

Thermique(λmin) (7.3)

Dans le cas du système étudié, la contribution du bruit thermique σThermique de la cellule
�uidique est estimée à 3.8 pm (annexe B).
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Le résultat de cette modélisation est représenté sur la Figure 7.6. La résolution, évaluée
comme l'erreur sur la détermination de la position de la résonance λmin, est alors directement
a�ectée par les quatre contributions considérées. Plus précisément, deux régimes peuvent être
distingués : lorsque que l'amplitude des �uctuations en longueur d'onde est inférieure à 10 pm,
la valeur limite est gouvernée par le bruit de photon, le bruit en intensité et le bruit thermique.
Pour des variations plus importantes, la résolution augmente de manière linéaire avec le bruit en
longueur d'onde, devenu prépondérant face aux trois autres contributions.

Figure 7.6 � Evolution de la résolution de la mesure en interrogation multi-spectrale en fonction
de l'amplitude des �uctuations des longueurs d'onde d'incidence.

En raison de cette nette in�uence de la stabilité en longueur d'onde de l'émission multi-
spectrale, il apparaît indispensable de caractériser en ce sens le prototype développé. Une telle
étude expérimentale, présentée dans la suite de ce chapitre, met en évidence la nécessité d'une
optimisation du montage pour limiter l'impact de cette contribution, et atteindre une résolution
comparable à la con�guration précédente, basée sur un monochromateur.
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7.2.2 Etude expérimentale

La stabilité en longueur d'onde du module d'illumination peut être évaluée de manière re-
lativement simple : en e�et, seul un spectromètre présentant une gamme spectrale adaptée est
nécessaire pour une telle étude. La Figure 7.7a présente l'évolution de la longueur d'onde cen-
trale émise par une LED, mesurée en temps réel lors d'un fonctionnement normal du système en
interrogation multi-spectrale, soit lors de commutations "on/o�" répétées toutes les 10 s. L'ac-
quisition des données par le spectromètre étant indépendante de cette séquence "on/o�" pilotée
par Labview, une cadence de mesure de 280 ms par spectre a été choisie de manière à couvrir
la durée d'allumage de la LED (≈ 1 s). Chaque valeur a�chée correspond ainsi à la moyenne
de 4 longueurs d'onde extraites sur cette période (soit 4 spectres de 280 ms ≈ 1 s), détectée
automatiquement par post-traitement des données sous Matlab.

L'écart-type des variations obtenues, égal à 40 pm environ, est inacceptable vis-à-vis de la
résolution visée : d'après les résultats des simulations théoriques, cette erreur conduirait à une
résolution du même ordre de grandeur, soit 4 fois supérieure à celle obtenue dans la con�gu-
ration précédente basée sur une lampe halogène couplée à un monochromateur. Une solution,
proposée dans le cadre de ces développements et implémentée sur le système actuel, consiste à
ajouter devant chacune des 5 LEDs un �ltre interférentiel présentant une bande passante de 10
nm, centrée sur la longueur d'onde d'émission correspondante (FB740-10, FB750-10, FB760-10,
FB770-10 et FB780-10, Thorlabs). Grâce à la superposition des réponses spectrales d'émission
des LEDs et de transmission des �ltres, illustrée par la Figure 7.7b, l'amplitude des variations
peut ainsi être réduite d'un facteur 4 (Figure 7.7a), approchant la stabilité du monochromateur.
Cependant, une telle implémentation induit une perte importante de �ux en sortie du module
d'illumination multi-spectrale, conduisant à une diminution du rapport signal à bruit pour des
conditions d'acquisition équivalentes. Celle-ci peut bien entendu être compensée par une durée
d'intégration plus élevée, au détriment de la cadence d'acquisition.
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(a) Stabilité en longueur d'onde de la source multi-LEDs vis-à-vis du
cycle de sollicitation "on/o�". La variation de la longueur d'onde centrale
d'illumination (λ0) de la LED n ◦4 (770 nm) seule (en rouge) et en combinaison
avec un �ltre interférentiel (en bleu), est représentée au cours du temps lors
d'un balayage multi-spectral cyclique continu. La stabilité du système étudié
précédemment, basé sur une lampe halogène couplée à un monochromateur, est
donnée (en noir) à titre de référence. Les mesures présentées ont été e�ectuées
à l'aide d'un spectromètre commercial (modèle USB2000+, Ocean Optics).

(b) Superposition des spectres d'émission de la LED n ◦4 (770 nm)
et de transmission du �ltre FB770-10 centré sur 770 nm. Le spectre de
transmission a été calculé en divisant la réponse spectrale de l'ensemble "LED
+ �ltre" par celle de la LED seule.

Figure 7.7 � Stabilisation en longueur d'onde de la source multi-LEDs par l'utilisation de �ltres
interférentiels.
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L'origine des variations présentées sur la Figure 7.7a demeure incertaine : l'ordre de gran-
deur observé (40 pm) correspondrait à des �uctuations du courant électrique alimentant la LED
de l'ordre de 1%, égalant la dispersion des valeurs de courant d'une LED à l'autre annoncée
par le fabricant (Tableau 6.3, p.105). En e�et, lors de caractérisations annexes réalisées avec un
spectromètre, un décalage de 80 pm vers les hautes longueurs d'onde a été observé pour une
augmentation de 1 mA du courant d'alimentation (ramenée à une valeur moyenne de l'alimen-
tation de 50 mA, une amplitude de variation de 1% conduirait ainsi à des �uctuations de 40
pm). Cependant, l'étude précédente concernant la contribution du bruit en intensité (section 7.1,
p.110), a mis en évidence des dérives bien plus faibles du courant d'alimentation, de l'ordre de
0.05% .

Un e�et thermique intervenant lors de la commutation "on" des LEDs pourrait être à l'origine
des variations importantes en longueur d'onde observées expérimentalement : d'après les spéci�-
cations disponibles pour ces composants, un gradient de 80 ◦C induit une diminution de 10% en
intensité, de même qu'un décalage d'environ 20 nm vers les hautes longueurs d'onde de l'émis-
sion. Par conséquent, des variations de -0.05% en intensité pourraient être dues à des �uctuations
de +0.4 ◦C. Celles-ci conduiraient alors également à une instabilité de 0.4× 20/80 = 100 pm en
longueur d'onde, soit une valeur du même ordre de grandeur que celle déterminée précédemment.

Ces considérations semblent concorder avec le comportement observé lors des commutations
"on" : la Figure 7.8a présente les propriétés d'illumination, à temps court, de la LED n ◦4 (émet-
tant à 770 nm), en terme de longueur d'onde et d'intensité (assimilée à la valeur maximale du
spectre enregistré par le spectromètre). La diminution en intensité ainsi observée, accompagnée
d'une légère augmentation de la longueur d'onde émise, traduirait ainsi une phase de chau�e
rapide des LEDs à l'allumage de l'ordre de quelques degrés.

L'évolution des propriétés d'émission à plus long terme, reportée sur la Figure 7.8b, met
en évidence cette phase transitoire, avant une stabilisation intervenant près de 2 min suite à
l'allumage : en comparaison, l'acquisition des données, réalisée seulement 1 s après chaque com-
mutation, a lieu par conséquent durant un régime relativement instable, d'où les �uctuations
d'intensité et de longueur d'onde observées.

Comme indiqué précédemment, l'utilisation de �ltres interférentiels permet de réduire l'in-
�uence de ces �uctuations indésirables de la longueur d'onde d'émission sur la précision de l'illu-
mination multi-spectrale. Cette amélioration s'accompagne cependant d'une légère augmentation
du bruit en intensité, qui atteint alors une amplitude de 0.1%. Cette observation est attribuée au
produit de la transmission �xe du �ltre interférentiel, par l'émission des LEDs, dont la position
spectrale varie d'une commutation à l'autre. Ce décalage spectral, lissé par le �ltre, se traduit
alors en une variation d'intensité qui s'ajoute à celle des LEDs présente initialement. Un calcul
théorique similaire à celui mené dans la section 7.1 conduit à une résolution attendue d'environ
17 pm dans ces conditions. Ainsi, en dépit de cette contribution plus importante, la précision
de la mesure se trouve nettement améliorée grâce à la solution relativement simple des �ltres
interférentiels ; de plus, une mesure de "self-referencing" peut être aisément implémentée a�n de
réduire les variations d'intensité résiduelles (se reporter à la Figure 7.5, p.115).
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(a) Evolution des propriétés d'émission de la LED n ◦4 (770 nm) lors
des sollicitations "on/o�". Les mesures réalisées durant les commutations
(représentées en zones grisées) mettent en évidence une augmentation de la
longueur d'onde émise (en bleu), parallèlement à une diminution de l'intensité
(en rouge).

(b) Evolution des propriétés d'émission de la LED n ◦4 (770 nm) à
long terme après commutation "on".

Figure 7.8 � Evolution des propriétés d'émission de la LED n ◦4 (770 nm) à court terme, lors des
sollicitations "on/o�" répétées, et à long terme, après une commutation "on". Les résultats présentés
ont été obtenus à l'aide d'un spectromètre commercial (modèle USB2000+, Ocean Optics).

L'émission multi-spectrale obtenue �nalement avec le module d'illumination à 5 LEDs, muni
de �ltres interférentiels, est illustrée sur la Figure 7.9.
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Figure 7.9 � Spectres d'émission des 5 LEDs en combinaison avec un �ltre interférentiel. Les
mesures présentées ont été e�ectuées à l'aide d'un spectromètre commercial (modèle USB2000+, Ocean Optics).

Conformément aux besoins exprimés (section 6.1), le module implémenté permet de générer
un peigne de 5 longueurs d'onde espacées d'environ 10 nm, avec une largeur à mi-hauteur de 10
nm également, soit des conditions d'illumination relativement proches de celles rencontrées dans
la con�guration basée sur un monochromateur (Tableau 7.1).

Tableau 7.1 � Caractéristiques des 5 LEDs sélectionnées pour le module d'illumination multi-
spectrale.

Longueur

d'onde mesurée

sans �ltre (nm)

FWHM

mesurée sans

�ltre (nm)

Longueur

d'onde mesurée

avec �ltre (nm)

FWHM

mesurée avec

�ltre (nm)

737.9 23.0 736.2 7.8

751.9 25.6 750.9 8.5

760.1 30.6 758.0 9.2

770.6 27.8 767.9 9.1

782.4 28.0 781.4 9.1

La dernière étape de caractérisation du système d'illumination multi-spectrale concerne l'uti-
lisation d'un combineur à �bres optiques : en e�et, la con�guration de sortie en "nid d'abeille" est
relativement inhabituelle dans la littérature des biocapteurs plasmoniques. Cette particularité ne
détériore pas en soi la qualité des mesures e�ectuées, mais nécessite néanmoins une légère cor-
rection de la procédure d'ajustement pseudo-Lorenztienne, détaillée dans le paragraphe suivant.
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7.3 E�et du combineur à �bres optiques

Dans le cadre de cette étude, il peut être important de rappeler que la méthode d'interroga-
tion multi-spectrale introduite dans ce manuscrit consiste, par dé�nition, à mesurer le décalage
spectral de la résonance, pour un angle d'incidence unique. Pour cette raison, les con�gura-
tions abordées précédemment supposent toutes un point source commun aux longueurs d'onde
excitatrices générant le pro�l de la résonance plasmon.

Or, dans le cas du système actuel, la sortie du combineur à �bres optiques utilisé (Fi-
gure 7.10a) présente une con�guration en "nid d'abeille" (Figure 7.10b) : les 5 longueurs d'onde
d'illumination correspondent ainsi à 5 sources lumineuses distinctes spatialement, complexi�ant
de ce fait l'interrogation multi-spectrale.

(a) Photographie du combineur de �bres uti-
lisé dans le montage d'interrogation multi-
spectrale basé sur 5 LEDs. Le combineur pré-
senté permet de collecter la lumière issue de 7 �bres
multimodes de 400 µm de coeur dans une seule �bre
de sortie.

(b) Photographie de la sortie en "nid
d'abeille" du combineur de �bres utilisé dans
le montage d'interrogation multi-spectrale
basé sur 5 LEDs. Les 7 �bres combinées sont
associées à des points sources distincts en sortie.

Figure 7.10 � Vue d'ensemble du combineur de �bres utilisé pour la collection de l'illumination
multi-spectrale.

De ce fait, cette implémentation présente une di�érence signi�cative vis-à-vis de celles plus
communément rencontrées dans la littérature : en e�et, la séparation spatiale des points sources
en sortie de la �bre unique induit un décalage angulaire des 5 faisceaux illuminant la surface de
la biopuce. De manière concrète, cette dispersion se traduit par des positions angulaires, et donc
également spectrales, des pro�ls de résonance di�érentes de celles attendues en théorie.

La Figure 7.11 illustre le décalage ainsi observé pour les conditions de résonances des LEDs
n ◦1 et n ◦3, émettant respectivement à des longueurs d'onde de 735 nm et 760 nm. Les pro�ls
plasmoniques angulaires enregistrés pour ces deux sources spectrales, représentés en traits pleins,
correspondent en réalité aux conditions de résonance de deux longueurs d'onde "e�ectives" de 721
nm et 755 nm (tracées en traits pointillés longs, d'après les données recueillies avec le montage
utilisant le monochromateur). Les pro�ls des longueurs d'onde incidentes "réelles", 735 nm et
760 nm, en traits pointillés courts, sont quant à eux décalés de ceux des deux LEDs considérées.
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Figure 7.11 � Pro�ls plasmoniques angulaires enregistrés pour les LEDs n ◦1 (735 nm) et n ◦3 (760
nm). Les données recueillies sur le banc basé sur une lampe halogène couplée à un monochromateur, pour les
deux longueurs d'onde réelles (735 nm et 760 nm) ainsi que pour deux longueurs d'onde "e�ectives" correspondant
aux conditions de résonance observées (721 nm et 760 nm), sont données en référence.

Le décalage angulaire des conditions de résonances, induit par la séparation spatiale des
di�érents points sources, revient à considérer que le couplage plasmon est réalisé par 5 longueurs
d'onde "e�ectives", qui di�èrent des longueurs d'onde d'émission des LEDs (Tableau 7.2). Celles-
ci ont été déterminées de manière théorique, par la recherche des longueurs d'onde incidentes
permettant de reproduire les positions des pro�ls de résonance angulaires observés.

Tableau 7.2 � Caractéristiques des 5 LEDs sélectionnées pour le module d'illumination multi-
spectrale.

Longueur d'onde mesurée

avec �ltre (nm)

Longueur d'onde

"e�ective" (nm)

736.2 721

750.9 741

758.0 755

767.9 777

781.4 797

Ces longueurs d'onde e�ectives doivent impérativement être prises en compte lors de l'ajus-
tement pseudo-Lorentzien des valeurs de ré�ectivité discrètes enregistrées en interrogation multi-
spectrale : sans cela, le traitement fournit des résultats erronés, dus à la supposition fausse d'une
condition de résonance angulaire unique. L'importance de cette correction est illustrée sur la
Figure 7.12 : une séquence d'injections de solutions de sucrose, présentant des indices optiques
variant de 5× 10−5 RIU à 5× 10−3 RIU, a été traitée en considérant soit les longueurs d'ondes
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réelles (λréelles), mesurées expérimentalement, soit celles e�ectives (λeffectives) déterminées par
comparaison avec le modèle théorique issu de la méthode de Rouard.

A première vue, ni la précision ni la linéarité ne sont a�ectées par le choix de l'un ou l'autre
des deux traitements. Seule l'exactitude de la mesure est nettement améliorée par l'utilisation
des longueurs d'onde e�ectives : les résultats sont alors comparables à ceux obtenus avec un
monochromateur (l'écart observé pour la dernière solution injectée est attribué au fait que les
deux expériences ont été réalisées indépendamment l'une de l'autre, avec des solutions de sucrose
di�érentes : une erreur de manipulation est susceptible d'avoir conduit à des variations d'indice
di�érentes).

Figure 7.12 � In�uence de la dispersion multi-angulaire sur la précision des mesures en interro-
gation multi-spectrale. Dans le cadre de ces expériences, les réponses de 100 zones de 41 × 41 pixels réparties
aléatoirement à la surface d'une biopuce ont été enregistrées en interrogation multi-spectrale à 5 LEDs, face à des
sauts d'indice croissants. Les données ainsi obtenues ont été traitées suivant la procédure d'ajustement pseudo-
Lorentzien introduite précédemment, prenant en compte soit les longueurs d'ondes réelles (λréelles) émises par les
LEDs (en bleu), soit celles e�ectives (λeffectives) estimées de manière théorique (en rouge). Ces résultats ont été
confrontés à des mesures similaires réalisées sur le banc basé sur une lampe halogène couplée à un monochromateur
(en noir), dé�ni comme référence.

L'in�uence de conditions d'incidence angulaire multiples sur le peigne de longueurs d'onde
e�ectif obtenu est illustrée de manière claire dans le Tableau 7.2. Cette observation permet d'en-
visager des mesures analogues en interrogation multi-angulaire, basées sur l'utilisation de 5 LEDs
identiques en entrée du combineur, au lieu de 5 longueurs d'onde di�érentes. Bien qu'astucieuse,
cette solution n'a pas été explorée plus en détail dans cette partie.
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Le domaine des biocapteurs plasmoniques présente à l'heure actuelle une grande diversité :
le nombre et la variété des méthodes d'interrogation disponibles permettent ainsi d'o�rir des
solutions concrètes face à des demandes toujours plus exigeantes en matière de biodétection.
Cependant, seules quelques con�gurations privilégiées sont réellement représentées au niveau
industriel.

La phase d'optimisation conduisant à ce niveau de performance compétitif ne peut être
réalisée sans une connaissance exacte des sources de limitation possibles du système implémenté :
pour cette raison, une caractérisation poussée a été menée précédemment a�n d'identi�er les
défauts majeurs du module d'illumination multi-spectrale. Des solutions relativement simples
ont permis d'atteindre des performances comparables au système précédent basé sur une lampe
halogène couplée à un monochromateur : la mise en application présentée dans ce chapitre vise
à valider le prototype développé tout au long de cette partie dans le cadre d'une utilisation
en biodétection. Cette démonstration ne marque cependant pas l'aboutissement de ces travaux
d'instrumentation : des améliorations peuvent encore être envisagées a�n de renforcer le potentiel
industriel de la nouvelle méthode d'interrogation multi-spectrale.

8.1 Des performances en biodétection satisfaisantes

La validation �nale du prototype développé dans cette partie a été réalisée dans le cadre des
travaux précédemment cités, portant sur le diagnostic génétique de la mucoviscidose [27]. Cette
étape avait été e�ectuée lors de la caractérisation du banc muni d'un monochromateur (chapitre 5,
p.87), et a été répétée avec le module multi-LEDs dans un but de comparaison des deux systèmes.
En particulier, une grande importance a été attachée au caractère multiplexe, constituant le
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principal avantage revendiqué par les systèmes de SPRI conventionnels : les paragraphes suivants
rendent compte des performances a�chées par l'interrogation multi-spectrale à 5 LEDs dans ce
cadre.

8.1.1 Fonctionnalisation et protocole expérimental

Le cas de la mutation ponctuelle intervenant sur le gène M470v a été considéré dans cette
étude. Pour cela, deux séquences sondes, notées respectivement PrM et PrW (en référence à
Probe with Mutated sequence dans le cas "muté" et Probe with Wild sequence dans le cas "sain")
ont été déposées à la surface d'une biopuce préalablement fonctionnalisée suivant le protocole
de chimie cystéamine cité précédemment [96]. Les conditions de dépôt sont restées quasiment
inchangées vis-à-vis des expériences décrites dans le chapitre 5 (p.87), avec un spotteur com-
mercial, muni d'une pointe creuse de 200 µm de diamètre, programmé pour réaliser une matrice
de 25 plots à une concentration optimale de 5 µM pour les deux solutions sondes étudiées. De
la même manière, des plots de références, formés à partir d'une solution ne contenant pas de
biomolécules sondes, ont été déposés en parallèle sur la même biopuce.

La séquence cible a également été choisie centrée sur la mutation responsable de la mucovisci-
dose : notée TaM (soit Target with Mutated sequence en anglais), elle a�che une complémentarité
parfaite vis-à-vis de la séquence sonde mutée PrM , et partielle vis-à-vis de celle saine PrW . De
la même manière que précédemment, une séquence de calibration, TaCal, complémentaire d'une
partie commune aux deux sondes étudiées, a été injectée au début des expériences a�n de corriger
les di�érences de concentration de surface entre les plots-sondes [27], susceptibles d'induire une
dispersion sur les données enregistrées par la suite (se reporter à la Figure 5.5, chapitre 5, p.90).

Une fois l'équilibre de cette réaction atteint, la solution TaM a été introduite à son tour dans
le système �uidique. Les deux solutions cibles TaCal et TaM ont été préparées à des concentra-
tions respectives de 0.1 µM et 0.2 µM dans une solution de PBS 3×, utilisée comme tampon de
course lors du suivi en temps réel de ces interactions. Dans le cadre de ces expériences, le débit
des injections a été �xé à 50 µL/min.

Le Tableau 8.1 ci-dessous résume les informations relatives aux réactifs utilisés.

A ce stade, il est important de souligner le fait que les deux séquences sondes étudiées, PrM
et PrW , ne di�èrent que par un seul nucléotide. Comme le mettent en évidence les résultats
présentés dans le paragraphe suivant, cette mutation ponctuelle est aisément discernée lors de
l'injection des cibles TaM .
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Tableau 8.1 � Détail des produits utilisés lors des expériences de biodétection.

Dénomination Description Détail

PrM

Séquence ADN sonde
comprenant une biotine en

extrémité 5�

Biotine - 5� TTTTTTTTTTGACCGG-
TATGCGTTCTAATGGTGATT

3�

PrW

Séquence ADN sonde
comprenant une biotine en

extrémité 5�

Biotine - 5� TTTTTTTTTTGACCGG-
TATGCGTTCTAATGATGATT

3�

TaCal

Séquence ADN cible
servant à normaliser la

dispersion de
concentration des plots

sondes

5� CGCGCGCATACCGGTCAAAA 3�

TaM Séquence ADN cible 5� CTCCCATAATCACCATTAGAAGTGA 3�

PBS 3× Tampon phosphate
30 mM

[NaCl] = 0.460 M et pH = 6.9

8.1.2 Résultats des mesures de cinétiques ADN-ADN

Le résultat de l'interrogation multi-spectrale réalisée suivant le protocole décrit dans le para-
graphe précédent est représenté sur la Figure 8.1. Pour plus de clarté, seules les réponses d'une
dizaine de plots de chaque sonde déposée, après soustraction des références, sont tracées.

Deux phases distinctes peuvent être observées : la première, correspondant à l'association
des séquences cibles et sondes (t < 15 min), met en évidence une di�érence de cinétique de
l'hybridation entre les séquences parfaitement et partiellement complémentaires (tracées en bleu
et rouge respectivement). La phase de dissociation, intervenant après le rinçage par le tampon
PBS 3× (t > 15 min), souligne la faiblesse de l'interaction TaM -PrW .

Les performances du système d'interrogation multi-spectrale à 5 LEDs, illustrées sur la Fi-
gure 8.1, semblent être en parfait accord avec les prévisions théoriques. D'une amplitude de 20
pm, la résolution a�chée reste en e�et légèrement supérieure à celle atteinte dans une con�gu-
ration plus complexe, utilisant un monochromateur (partie II). Cette valeur pourrait cependant
être réduite par une augmentation du nombre d'images moyennées par la caméra CCD, au dé-
triment de la cadence d'acquisition.

Une optimisation plus e�cace serait de considérer directement le phénomène limitant, à
l'origine de ces observations : les �uctuations thermiques intervenant lors de la commutation
"on" des LEDs, induisant une dérive des longueurs d'onde émises. Le paragraphe suivant vise
ainsi à proposer quelques pistes d'amélioration possibles pour le développement d'un système de
SPR multi-spectral plus e�cace, compact et bas coût.
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Figure 8.1 � Cinétique de l'interaction entre les cibles TaM et les sondes PrM (en bleu) et PrW
(en rouge) dans une solution de tampon PBS 3×, analysée avec le prototype d'interrogation multi-
spectrale à 5 LEDs. Pour ne pas surcharger la �gure, seules les réponses d'une dizaine de plots de chaque
famille sonde sont représentées.

8.2 Et des améliorations possibles ?

Les caractérisations menées précédemment dans le chapitre 8 ont permis d'identi�er deux
aspects limitants de la con�guration multi-spectrale adoptée : d'une part, l'instabilité thermique
de la source à l'allumage, induisant un bruit supplémentaire sur les mesures e�ectuées, et d'autre
part la dispersion multi-angulaire due au combineur de �bres utilisé, faussant l'exactitude des
mesures e�ectuées.

Bien que les performances obtenues restent relativement satisfaisantes, ces deux défauts in-
désirables pourraient être problématiques dans le cadre d'application plus complexes (partie IV).
Pour cette raison, quelques recherches ont été e�ectuées en vue de proposer des solutions simples
et e�caces : les paragraphes suivants résument les résultats de cette étude.

8.2.1 Stabilité en température de la source

Les données expérimentales présentées dans le paragraphe précédent (Figure 8.1) permettent
une comparaison directe des performances du module multi-LEDs implémenté avec celles du banc
muni d'un monochromateur, o�rant une meilleure qualité d'illumination multi-spectrale. En e�et,
la même interaction PrM − TaM a été analysée lors de la caractérisation de ces deux systèmes.
La Figure 8.2a présente les cinétiques extraites en PBS 3× lors de ces séries de mesures. Les
�uctuations du signal en termes de décalage spectral ∆λmin du minimum de ré�ectivité a�chent
un écart-type d'environ 20 pm dans le cas du nouveau dispositif d'illumination, contre 10 pm pour
le monochromateur (Figure 8.2b) : cette di�érence est imputable à un e�et thermique présent
lors de l'allumage des LEDs.
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(a) Cinétique de l'interaction TaM −PrM enregistrée en PBS 3× avec
les bancs "monochromateur" et "multi-LEDs", recueillie sur un plot
sonde de chaque biopuce.

(b) Amplitude des �uctuations de signal en interrogation multi-
spectrale cinétique dans les systèmes "monochromateur" et "multi-
LEDs", recueillie sur un plot sonde de chaque biopuce. Les données
présentées ont été extraites sur une cinétique d'interaction TaM − PrM enre-
gistrée en PBS 3×.

Figure 8.2 � Comparaison de la qualité de mesure en interrogation spectrale cinétique des bancs
de mesure SPR étudiés. Les données présentées correspondent à une même interaction ADN-ADN, analysée
de manière indépendante sur deux biopuces distinctes, par les deux systèmes implémentés : le banc muni d'une
lampe halogène couplée à un monochromateur, et celui à 5 LEDs.

Cette instabilité a imposé l'utilisation de �ltres interférentiels permettant de lisser ces �uc-
tuations, mais induisant également une perte importante de l'intensité du faisceau incident sur
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la biopuce. Une meilleure régulation de la température des LEDs permettrait de s'a�ranchir de
l'usage de �ltres interférentiels et augmenter de manière signi�cative le rapport signal à bruit,
o�rant ainsi une meilleure résolution de la mesure en interrogation multi-spectrale.

Dans cette optique, une expérience relativement simple a été menée, visant à améliorer la
dissipation thermique des LEDs. Un radiateur en aluminium, excellent conducteur de chaleur
et matériau à bas coût, a été utilisé en combinaison avec la LED n ◦4, émettant à 770 nm
(Figure 8.3).

Figure 8.3 � Photographie du dispositif testé pour améliorer la stabilité thermique des LEDs à
l'allumage. Un trou d'un diamètre de 5 mm a été percé dans un radiateur en alluminium, permettant d'insérer
une LED enduite de pâte thermique pour favoriser la dissipation de la chaleur émise lors de l'allumage.

De la même manière que précédemment, les caractéristiques de l'émission lors d'un fonc-
tionnement normal en interrogation multi-spectrale ont été enregistrées en temps réel à l'aide
d'un spectromètre. L'évolution de la longueur d'onde centrale et de l'intensité ainsi mesurées est
représentée sur la Figure 8.4.

L'observation des résultats présentés ne permet malheureusement pas de dégager une in-
�uence notable sur les �uctuations induites par les sollicitations "on/o�" sur la longueur d'onde
ou l'intensité émises. Cependant, une nette stabilisation des dérives à plus long terme peut être
relevée. Bien qu'imparfaite, cette première tentative d'optimisation laisse espérer une améliora-
tion possible des performances du système d'illumination multi-spectrale, par une stabilisation
thermique plus e�cace que celle présentée dans ce paragraphe.
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(a) Evaluation de la stabilisation en longueur
d'onde de la source multi-LEDs par le radiateur
en aluminium. La variation de la longueur d'onde
centrale d'illumination (λ0) de la LED n ◦4 (770 nm)
seule (en rouge) et encastrée dans un radiateur en alu-
minium (en bleu), est représentée en fonction du temps
lors d'un balayage multi-spectral continu.

(b) Evaluation de la stabilisation en intensité de
la source multi-LEDs par le radiateur en alu-
minium. La variation de l'intensité émise (I0) par la
LED n ◦4 (770 nm) seule (en rouge) et encastrée dans
un radiateur en aluminium (en bleu), est représentée
en fonction du temps lors d'un balayage multi-spectral
continu.

Figure 8.4 � In�uence de la stabilisation de l'émission de l'illumination multi-spectrale par l'uti-
lisation d'un radiateur en aluminium. Les mesures présentées ont été e�ectuées à l'aide d'un spectromètre
commercial (modèle USB2000+, Ocean Optics).

Une meilleure régulation de la source de courant pourrait également être envisagée, a�n de
limiter le régime d'établissement transitoire (Figure 7.8a) supposé responsable des �uctuations de
l'émission observées. Des mesures préliminaires de caractérisation, e�ectuées à l'aide d'un oscil-
loscope dans le but de déterminer les variations du courant d'alimentation lors des commutations
répétées, n'ont malheureusement pas abouti à des résultats concluant.

8.2.2 Collection de l'illumination multi-spectrale

L'homogénéité de l'illumination multi-spectrale, en termes de dispersion angulaire, a été iden-
ti�ée comme étant insatisfaisante lors des expériences de caractérisation précédentes. Cependant,
seule une légère correction du traitement des données s'est avérée nécessaire pour tenir compte
de ce défaut lors de l'ajustement pseudo-Lorentzien des valeurs de ré�ectivités discrètes. Cepen-
dant, certaines applications nécessitant un contrôle particulièrement précis des longueurs d'onde
d'interrogation, il apparaît utile de disposer d'une autre �bre d'illumination, ne présentant pas
ce problème.

La dispersion multi-angulaire du module implémenté, mise en évidence précédemment, pro-
vient de la con�guration en "nid d'abeille" en sortie du combineur de �bres optiques, permettant
de collecter les 5 faisceaux issus des 5 LEDs. Une solution alternative peut être proposée par
l'utilisation d'un coupleur à �bres fusionnées, qui présente l'avantage d'un point source unique
en sortie du coupleur et donc, de la même manière, un point source unique en entrée de la
con�guration de Kretschmann. Un tel dispositif, présenté sur la Figure 8.5 a ainsi été testé.
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Figure 8.5 � Photographie du coupleur à �bres fusionnées testé dans le cadre de l'optimisation du
module d'illumination multi-spectrale. Le modèle F-CPL-M18850 (Newport) permet de combiner jusqu'à 8
�bres multimodes en une seule �bre de sortie, pour une gamme spectrale recommandée de 800 nm à 1600 nm.

Bien que dans un tel montage, le problème de la dispersion angulaire ne se pose évidemment
plus, une perte importante de �ux est observée : en e�et, le faible diamètre des �bres disponibles
(62.5 µm) ainsi que les pertes d'insertion importantes, allant jusqu'à 11.5 dB, conduisent à des
temps d'intégration du signal de plusieurs secondes par image spectrale : cette durée peut par
conséquent s'avérer problématique pour des applications nécessitant le suivi de cinétiques rapides.
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Conclusion et perspectives

Face à la compétitivité des systèmes de SPRI actuels, l'interrogation multi-spectrale doit
relever le dé� d'allier des performances avantageuses à une implémentation "user-friendly", com-
pacte et bas coût. De ce point de vue, la con�guration initiale, exploitant une lampe halogène
couplée à un monochromateur, semble peu propice à s'imposer sur le marché des biocapteurs
plasmoniques.

Ces considérations pratiques ont motivé le développement d'un module d'illumination spéci-
�que, destiné à un balayage spectral de 5 longueurs d'onde incidentes à la surface d'une biopuce.
En raison des exigences précises attendues en termes de résolution, des caractérisations poussées
ont été e�ectuées a�n d'évaluer la stabilité de l'illumination multi-spectrale, paramètre détermi-
nant vis-à-vis de la qualité de mesure visée. Cette étude, menée dans le chapitre précédent, a
conduit à des optimisations relativement simples, permettant d'atteindre les performances dé-
sirées : la validation du système dans le cadre d'une expérience de biodétection basée sur des
interactions ADN-ADN a marqué l'aboutissement de ces travaux.

Développée récemment, la nouvelle méthode d'interrogation multi-spectrale doit encore faire
ses preuves face aux con�gurations actuelles, en particulier dans des situations de détection
plus complexes que celles considérées jusqu'à présent. Pour cette raison, la dernière partie de ce
manuscrit aborde de manière plus spéci�que les diverses applications susceptibles de tirer parti
des performances intéressantes démontrées en termes de robustesse, précision et multiplexage des
données.
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Chapitre 9

Détection de marqueurs potentiels du

cancer en milieu complexe
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La détection en milieu complexe constitue, encore à l'heure actuelle, un véritable dé� pour
les biocapteurs plasmoniques. Dans ce domaine particulier, une mesure rapide, précise et directe,
sans puri�cation ou ampli�cation du matériel biologique à détecter, est chose relativement peu
aisée. En e�et, à la faible concentration de l'antigène recherché s'ajoute également la perturbation
de la solution contenant les cibles, susceptible d'interagir de manière non-spéci�que avec les
molécules sondes et de s'adsorber sur la surface de la biopuce, rendant di�cile l'interprétation
des résultats obtenus.

Les applications réelles tel que le contrôle anti-dopage, ou encore le diagnostic, font intervenir
de tels milieux : parmi les plus fréquemment rencontrés, le sérum, l'urine, les �uides dont la
composition n'est pas maîtrisée et varie fortement d'un échantillon à l'autre. Pour cette raison,
des stratégies d'optimisation, orientées vers une passivation de la surface et une dilution de
l'échantillon à analyser, parallèlement à une ampli�cation du signal spéci�que par détection
indirecte, sont généralement adoptées.

Suite aux performances prometteuses obtenues lors des travaux exposés dans les parties pré-
cédentes, des applications plus complexes ont été envisagées pour une validation en conditions
réelles de la méthode d'interrogation multi-spectrale développée. Le premier chapitre de cette
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partie, consacré à la détection de marqueurs potentiels du cancer dans du sérum, met ainsi en
évidence les contraintes expérimentales liées à la spéci�cité de l'interaction cible-sonde dans une
analyse directe, privilégiée dans le cadre de ces travaux. En e�et, la di�culté de la distinction des
interactions spéci�que et non spéci�que conduit fréquemment à l'utilisation de méthodes indi-
rectes, telles que l'ampli�cation dans une con�guration "en sandwich", ou encore par compétition
ou inhibition.

Un format de détection directe, sans marquage, en milieu complexe, peut cependant être
réalisé, grâce à l'utilisation combinée d'une autre technique apportant la spéci�cité recherchée.
Cette problématique fait l'objet du second chapitre de cette partie, consacré au projet interdis-
ciplinaire ANR PIRANEX destiné au développement d'un nouvel instrument bimodal alliant la
biodétection par SPRI à l'identi�cation par spectroscopie Raman.

9.1 Le cancer et le rôle du système ubiquitine-protéasome

Le cancer représente actuellement la première cause de mortalité chez l'homme, atteignant
près de 30% des décès recensés [100]. Caractérisée par une multiplication cellulaire anormalement
importante au sein du corps humain, cette pathologie peut être causée par une combinaison né-
faste de facteurs innés (tels qu'une prédisposition génétique), ou des facteurs comportementaux
et environnementaux, tel que le tabagisme, le régime alimentaire, l'exposition au soleil ou la pol-
lution. La complexité des mécanismes déclencheurs rend di�cile le diagnostic à un stade précoce,
dans le cas le plus commun, où aucune prédisposition particulière ne justi�e un suivi médical ré-
gulier. Or, une prise en charge rapide o�re une chance non négligeable d'endiguer l'évolution de la
maladie en évitant la migration des cellules tumorales et la formation de métastases, permettant
un traitement plus ciblé, et par conséquent moins lourd, pour le patient.

La compréhension des comportements à l'échelle protéique, régulant les fonctions cellulaires
primaires, telles que la di�érenciation et l'apoptose, constitue une voie de recherche active dans
le domaine de l'oncologie. En particulier, l'identi�cation de biomolécules spéci�ques de cette
prolifération anormale de cellules "du soi" représente un dé� à la fois pour un diagnostic précis,
mais également pour un traitement médicamenteux ciblé, et par conséquent plus e�cace. A ce
jour, seuls quelques "marqueurs" du cancer ont été validés par l'administration américaine Food
and Drug Administration, connue sous l'acronyme FDA, en vue de ces utilisations. De nombreux
marqueurs potentiels font, à l'heure actuelle, l'objet de caractérisations étendues : le paragraphe
suivant en résume les principaux rencontrés.

9.1.1 La détection des marqueurs du cancer

Maladie du génome, le cancer fait intervenir une mutation, héritée ou induite par l'envi-
ronnement, responsable d'une surexpression de facteurs oncogènes, codant pour la prolifération
cellulaire, ou à l'inverse, d'une inhibition des fonctions régulatrices de l'organisme. Ces deux
causes conduisant à une croissance anormales de cellules dites "du soi", le diagnostic associé à
cette pathologie est relativement peu aisé.

La nécessité d'une détection ciblée a motivé la recherche de "marqueurs" du cancer, soit des
espèces biomoléculaires surexprimées par l'organisme atteint, témoins de cette activité cellulaire
incontrôlée. Ces biomarqueurs pouvant être présents à des taux anormaux bien avant la formation
de tumeurs détectables, cette approche ouvre ainsi la voie à un diagnostic plus précoce de la
maladie. De manière générale, en raison de la dispersion des concentrations présentées d'un
individu à l'autre, une combinaison de plusieurs antigènes doit être traquée pour une évaluation
spéci�que et précise de la pathologie.
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Grâce à la compréhension des mécanismes tumoraux, bon nombre de marqueurs potentiels
ont pu être identi�és (Tableau 9.1) : le cas du facteur de croissance de l'endothélium vasculaire
(VEGF) en constitue un exemple concret [101]. En e�et, les besoins d'oxygénation et d'ali-
mentation liés au développement du cancer conduisent de manière générale à une production
importante de ces protéines favorisant la vascularisation : de ce fait, la formulation de molé-
cules anti-angiogéniques constitue une voie thérapeutique ciblée particulièrement intéressante.
De même, la mutation de la protéine p53 est également très représentée : anti-oncogène, à l'in-
verse du VEGF, elle devient inactive, voir oncogène sous forme mutée. N'assurant plus sa fonction
de régulation, elle peut également favoriser une prolifération cellulaire anormale [102]. Stabilisée
par cette anomalie, la protéine p53 tend alors à s'accumuler dans l'organisme atteint : son dosage
constitue un indicateur utile dans le cadre du dépistage du cancer. De manière semblable, un
taux stérique élevé de l'antigène carcino-embryonnaire (CEA), impliqué dans l'adhésion cellu-
laire, conduit dans certains cas à un diagnostic positif [103].

D'autres marqueurs potentiels, plus spéci�ques, sont également rencontrés, tels que le récep-
teur des facteurs de croissance épidermiques humains (HER2), associé au cancer du sein [104].
Protéine transmembranaire intervenant dans la signalisation des mécanismes intracellulaires à
l'origine de la prolifération cellulaire, sa surexpression est généralement de mauvais pronostic
pour les patients. Chez l'homme, le dosage de l'antigène prostatique spéci�que (PSA) permet le
dépistage du cancer le plus fréquent, celui de la prostate [105].

Tableau 9.1 � Exemples de marqueurs potentiels de cancers.

Désignation Nom complet Fonction Cancer associé

VEGF

Vascular endothelial
growth factor ou

facteur de croissance de
l'endothélium
vasculaire

Protéine favorisant la
néoangiogénèse

(vascularisation des
tumeurs)

Divers cancers associés
(pancréas, ovaires,
poumon, rein...)

p53

Facteur de
transcription régulant

l'apoptose et la
prolifération cellulaire

50% des cancers
présentent une protéine

p53 mutée

CEA
Carcinoembryonic
antigen ou antigène
carcino-embryonnaire

Glycoprotéine
intervenant dans

l'adhésion cellulaire
Cancer colorectal

HER2

Human Epidermal
Growth Factor
Receptor-2 ou

récepteur des facteurs
de croissance

épidermiques humains

Protéine favorisant la
prolifération cellulaire

Cancer du sein

PSA
Prostate-Speci�c

Antigène ou antigène
prostatique spéci�que

Protéine sécrétée par
les cellules épithéliales

de la prostate
Cancer de la prostate
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Ces quelques exemples constituent une in�me proportion des biomarqueurs potentiels iden-
ti�és à l'heure actuelle. De manière similaire, la plupart résultent de l'ampli�cation d'un gène
muté, donnant lieu à la surproduction d'une protéine non-fonctionnelle, qui n'est cependant
pas dégradée par l'organisme. Cette observation a conduit à suspecter un dysfonctionnement
du système de dégradation, régulant la demi-vie et la fonctionnalité des espèces biomoléculaires
intervenant dans le cycle cellulaire : l'identi�cation du rôle de l'ubiquitine dans ce processus par-
ticulier, par les lauréats du Prix Nobel de Chimie en 2004, Aaron Ciechanover, Avram Hershko et
Irwin Rose, a ainsi initié le développement de nouvelles méthodes de diagnostic et de traitement
thérapeutique ciblé du cancer.

9.1.2 Le dysfonctionnement du système ubiquitine-protéasome

Element central de l'homéostasie cellulaire, l'ubiquitine est une protéine formée de 76 acides
aminés, dont la particularité est d'être présente dans toutes les cellules de l'organisme. Jouant
le rôle d'un marqueur, cette biomolécule permet l'identi�cation d'une protéine dénaturée, non
fonctionnelle ou devenue obsolète, destinée au protéasome 26S, complexe enzymatique assurant
la dégradation de l'espèce ciblée.

Le dysfonctionnement du système ubiquitine-protéasome (UPS) dans l'élimination de pro-
téines anormales engendre, à long terme le développement de pathologies sévères, telles que les
maladies neuro-dégénératives [106]. Cependant, l'action essentielle de cette voie de dégradation
demeure la protéolyse contrôlée de protéines régulatrices, présentant elles-mêmes un rôle central
dans le contrôle des di�érents processus cellulaires, et étant, du fait de leur fonction, relativement
instables. De ce fait, l'implication du système UPS dans le développement du cancer a fait l'objet
de recherches étendues : plusieurs mécanismes ont ainsi pu associés à l'ampli�cation de facteurs
oncogènes ou, à l'inverse, à la dégradation de protéines inhibitrices de la prolifération cellulaire.
Les principaux dérèglements conduisant au développement de cette pathologie sont présentés
dans les paragraphes suivants.

Principe général de la dégradation intracellulaire

Le principe de fonctionnement du système ubiquitine-protéasome (UPS) peut être illustré
de manière relativement simple par la Figure 9.1. Dans une première étape, une enzyme de
la classe E1, dite "d'activation" (ubiquitin-activating enzyme), se lie à l'ubiquitine via une ré-
action d'hydrolyse de l'adénosine triphosphate (ATP) en adénosine monophosphate (AMP) et
pyrophosphate inorganique (PPi), apportant l'énergie nécessaire à cette liaison. Dans un second
temps, une enzyme de "conjugaison" (ubiquitin-conjugating enzyme) de la classe E2, transfère
l'ubiquitine à une enzyme E3 ligase assurant la �xation de l'ubiquitine sur la protéine cible. Ainsi,
la spéci�cité de l'ubiquitylation repose principalement sur la famille E3, chargée du recrutement
du substrat : à l'heure actuelle, plus de 1000 enzymes ubiquitine-ligases ont été identi�ées.
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Figure 9.1 � Principe de fonctionnement du système ubiquitine-protéasome. La dégradation des pro-
téines par la voie ubiquitine-protéasome fait intervenir 3 familles d'enzymes ubiquitaires, communément appelées
E1, E2 et E3. Dans une première étape, une enzyme de la classe d'activation E1 se lie à la protéine cible par une
réaction d'hydrolyse de l'adénosine triphosphate (ATP) en adénosine monophosphate (AMP) et pyrophosphate
inorganique (PPi). Une seconde étape fait intervenir le transfert de l'ubiquitine sur une enzyme de conjugaison
E2. La dernière étape, basée sur l'action d'une enzyme ligase E3, associe le substrat ciblé et l'ubiquitine, en vue
d'une dégradation par le protéasome 26S, ou d'une modi�cation des fonctionnalités de la protéine marquée. La
régulation du processus UPS est assurée par des enzymes de déubiquitylation (DUBs), permettant le recyclage
de l'ubiquitine.

Présentée ici de manière succincte, l'ubiquitylation est en réalité un processus relativement
complexe. Le site de �xation de l'ubiquitine, de même que la formation de chaînes de topologie
di�érentes à la surface de la protéine marquée conduisent à des issues variées, telles que la
dégradation, un changement de conformation menant à un transport membranaire, une régulation
de la transcription ou encore une réparation de l'ADN.

Les di�érentes voies d'action du système UPS font elles-mêmes l'objet d'une régulation par
des enzymes de "déubiquitylation", notées DUBs en référence à l'anglais deubiquitinating enzymes
(Figure 9.1). Par clivage de la liaison à la protéine marquée, ces espèces permettent le recyclage
de l'ubiquitine, mais peuvent également jouer un rôle antagoniste et empêcher la dégradation de
la biomolécule ciblée par le protéasome.

Le dysfonctionnement possible du système UPS à ces di�érents niveaux du cycle de dégrada-
tion intracellulaire conduit à une variété de phénotypes associés au cancer. Quelques exemples,
présentés dans le paragraphe suivant, visent à donner un aperçu des voies d'action thérapeutique
actuellement envisagées.

Le système UPS et le cancer

Parmi les mutations oncogènes a�ectant la cascade enzymatique UPS, celles touchant les
ligases de la famille E3 sont particulièrement étudiées [107]. En e�et, en raison de leur haute
spéci�cité, ces enzymes permettent d'envisager une action médicamenteuse ciblée, et de ce fait
plus e�cace. L'enzyme E3 nommée MDM2, surexprimée dans 10% à 20% des tumeurs malignes,
constitue un exemple concret d'un dysfonctionnement intervenant à ce niveau dans le processus de
dégradation cellulaire. Dans un cas pathologique, la protéine MDM2 inhibe l'activité régulatrice
de la protéine p53 (communément appelée "gardien du génome") dont elle est la principale ligase.
Cette inhibition peut intervenir à di�érents niveaux : par une liaison directe, par marquage en
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vue d'une dégradation par le protéasome 26S, ou par transport hors du noyau cellulaire. Ainsi,
une concentration élevée de cette enzyme est généralement associée à une activité métastatique
accrue et une progression rapide de la maladie.

De la même manière, une surexpression de certaines enzymes de la classe E2 conduit égale-
ment à un développement cellulaire incontrôlé. Particulièrement documentée, l'ampli�cation du
facteur de transcription anti-apoptotique NF-κB est ainsi liée à la dégradation de sa protéine
inhibitrice IκBα par les enzymes UBC12, présentant alors une activité anormale [108]. Interve-
nant à un autre niveau du cycle cancéreux, la surexpression des protéines E2 nommées UBE2A
et UBE2B stabilise quant à elle le facteur oncogène β-caténine codant pour l'adhésion cellulaire
[109].

En�n, les enzymes dites de "déubiquitylation" représentent également une voie de recherche
active, à la fois pour le diagnostic et le traitement ciblé du cancer. Parmi les plus caractérisées,
celle UBP14, également impliquée dans la régulation de la protéine β-caténine [110], est associée
à un mauvais pronostic d'adénocarcinome en cas d'expression anormale [111]. De même, les
enzymes de déubiquitylation UCHL1 et UCHL3, surexprimées lors du dysfonctionnement du
système UPS [112], représentent potentiellement des marqueurs d'un cancer du sein invasif [113].

L'analyse des antigènes intervenant à di�érentes étapes de la cascade enzymatique constitue
par conséquent un enjeu important du diagnostic du cancer, mais également de son traitement, à
travers l'identi�cation précise des mécanismes de la dégradation cellulaire par voie UPS [114, 115].
Les travaux présentés dans la suite de ce chapitre, consacrés à la biodétection en milieu complexe,
s'inscrivent dans cette problématique de santé actuelle.

9.2 Approche expérimentale de la détection de marqueurs inter-
venant dans le système ubiquitine-protéasome

L'interrogation multi-spectrale o�re une robustesse de mesure particulièrement adaptée à la
variété des conditions de détection rencontrées dans des applications réelles. Démontrée précé-
demment dans le cas d'une solution tampon contrôlée, cette propriété a pu être testée en milieu
complexe grâce à la contribution du Dr. Damjana Kastelic du Centre Allemand de Recherche
sur le Cancer (DKFZ ou Deutsches Krebsforschungszentrum) à Heidelberg. De manière plus
concrète, les performances de la méthode proposée ont été évaluées dans le cadre de la détection
multiplexe de marqueurs potentiels issus du système UPS, et présents dans du sérum humain.
Sur la base de 4 couples antigènes-anticorps, des résultats préliminaires intéressants ont ainsi pu
être obtenus : détaillée dans la suite de ce chapitre, cette étude laisse entrevoir le potentiel de
l'interrogation multi-spectrale pour des analyses avancées dans le domaine biomédical.

9.2.1 Réactifs et fonctionnalisation

L'évaluation des performances de l'interrogation multi-spectrale en conditions de détection
réelles a été concentrée sur l'étude de 4 marqueurs potentiels du cancer, intervenant dans le
système de dégradation UPS. Deux enzymes appartenant à la classe E2 et catalysant la liaison
covalente de l'ubiquitine à la protéine ciblée, UBC12 et UBE2A, ainsi que deux protéases assurant
sa régénération par clivage de cette liaison, UBP14 et UCHL3, ont été sélectionnées dans le cadre
de cette étude.
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Matériel biologique

Les quatre antigènes d'intérêt, nommés UBC12, UBP14, UBE2A et UCHL3, ont été fournis
par le DKFZ, accompagnés de quatre anticorps monoclonaux spéci�ques, provenant de souris.
D'un poids moléculaire de l'ordre de 60 kDa, les espèces cibles sont parfaitement compatibles
avec une détection par SPR. Les anticorps associés présentent quant à eux un poids moléculaire
égal à 150 kDa.

A titre indicatif, les caractéristiques des espèces biomoléculaires en présence sont résumées
dans le tableau Tableau 9.2.

Tableau 9.2 � Antigènes et anticorps du système UPS utilisés lors des expériences de biodétection
en milieu complexe.

Désignation Nom complet Fonction Commentaire

UBC12
Ubiquitin-
conjugating

enzyme E2 M
Antigène

Enzyme de classe E2, codée par le gène
UBE2M, catalysant la liaison covalente
entre la protéine NEDD8, analogue de

l'ubiquitine, et la protéine cible à
dégrader

UBP14
Ubiquitin

carboxyl-terminal
hydrolase 14

Antigène
Protéase entraînant le clivage de la liaison

entre l'ubiquitine et la protéine cible

UBE2A
Ubiquitin-
conjugating
enzyme E2 A

Antigène

Enzyme de classe E2, codée par le gène
UBE2A, catalysant la liaison covalente
entre l'ubiquitine, et la protéine cible à

dégrader, et intervenant dans la
réparation de séquences ADN

endommagées

UCHL3

Ubiquitin
carboxyl-terminal
hydrolase isozyme

L3

Antigène

Protéase régulant la concentration
cellulaire de l'ubiquitine par interaction
avec les précurseurs de l'ubiquitine et les

protéines ubiquitinylées

αUBC12 Anticorps monoclonal anti-UBC12
Anticorps hautement spéci�que, pas de
réactivité observée vis-à-vis des autres

antigènes

αUBP14 Anticorps monoclonal anti-UBP14
Légère a�nité observée pour UCHL3 et

UBC12

αUBE2A Anticorps monoclonal anti-UBE2A Légère a�nité observée pour UCHL3

αUCHL3 Anticorps monoclonal anti-UCHL3
Anticorps hautement spéci�que, pas de
réactivité observée vis-à-vis des autres

antigènes

En complément des réactifs biologiques énoncés ci-dessus, un lot de sérum humain aliquoté
a également été livré dans le cadre de cette application.
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Chimie de surface et dépôt des sondes

La fonctionnalisation de 4 biopuces plasmoniques a été e�ectuée au sein de HORIBA Scienti-
�c, suivant un protocole basé sur une chimie POE (Polyethylen Oxide ou Poly(oxyde d'éthylène))
- NHS (N-Hydroxysuccinimide) [116].

Le dépôt des molécules sondes a par la suite été réalisé au Laboratoire Charles Fabry de l'Ins-
titut d'Optique. Les 4 anticorps spéci�ques des marqueurs potentiels UPS (αUBC12, αUBP14,
αUBE2A et αUCHL3) ont été déposés à une concentration de 5 µM dans une solution de tam-
pon phosphate (10 mM phosphate, 2.7 mM de chlorure de potassium et 137 mM de chlorure
de sodium) et de Bétaïne (1.5 M) sur la surface activée des biopuces. Des plots d'anticorps
αOvalbumine et IgG de souris, destinés au contrôle positif et négatif, respectivement, ont été
déposés dans des conditions identiques. De la même manière que précédemment, un spotteur com-
mercial, muni d'une pointe creuse de 200 µm de diamètre, a été utilisé au cours de cette étape :
une matrice de 6×6 plots sondes a ainsi été générée, comprenant 6 réplicats de chaque anticorps.

Comme le met en évidence la Figure 9.2, présentant une image en ré�ectivité de l'une des
biopuces placée dans le banc de mesure par SPR, un comportement inhabituel a été décelé pour
les anticorps αUBE2A lors cette procédure. En e�et, alors que le contraste de résonance plasmon
entre la surface passivée et les plots αUBC12, αUBP14, αUCHL3, αOvalbumine et IgG est rela-
tivement net, indiquant le dépôt de matériel biologique, la présence des sondes αUBE2A semble
plus qu'incertaine. Cette observation ayant été notée sur chacune des 4 biopuces, mais également
lors d'un dépôt direct réalisé à l'aide d'une pipette, une incompatibilité entre la chimie de surface
et la solution contenant ces espèces sondes est probablement à l'origine de ce phénomène. Dans
le cadre de ces expériences préliminaires, cette hypothèse n'a cependant pas pu être véri�ée à ce
jour.

La présence d'une légère traînée accompagnant certains plots peut également être constatée
sur la Figure 9.2, indiquant un mauvais réglage de la hauteur de la pointe survenu durant la
procédure de spotting. Ce défaut ne compromet cependant en rien la qualité du dépôt : en e�et,
d'après l'amplitude des signaux recueillis par la suite pour le couple ovalbumine/αOvalbumine
(contrôle positif utilisé comme référence dans le cadre de ces expériences), aucune dégradation
des interactions antigène/anticorps n'a été dénotée.
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Figure 9.2 � Image en ré�ectivité de la matrice des plots d'anticorps réalisée dans le cadre de
l'étude des marqueurs potentiels UPS. Les anticorps αUBC12, αUBP14, αUBE2A et αUCHL3, spéci�ques
des 4 marqueurs potentiels recherchés, ont été déposés à une concentration de 5 µM sur la surface fonctionnalisée
de la biopuce. Des anticorps anti-ovalbumine (αOvalbumine) et IgG de souris ont également été introduits dans
la matrice comme contrôles positif et négatif, respectivement.

Tampon de course et régénération

Un tampon phosphate standard (Phosphate Bu�ered Saline ou PBS, 10 mM), présentant des
concentrations respectives de chlorure de potassium et chlorure de sodium égales à 2.7 mM et
137 mM, et un pH de 7.4 à 25 ◦C, a été utilisé lors de ces expériences.

Une solution de glycine (acide aminoacétique) a été employée comme solution de régénération,
mélangée à de l'acide chlorhydrique (HCl) pour atteindre un pH égal à 2.

9.2.2 Conditions expérimentales en interrogation multi-spectrale par SPR

L'a�nité des di�érents couples antigène/anticorps a été évaluée en interrogation multi-spectrale,
dans une con�guration à 5 longueurs d'onde espacées de 20 nm (sauf mention contraire explicite).
Le banc expérimental muni d'une lampe halogène couplée à un monochromateur, ayant servi de
base aux développements exposés précédemment dans ce manuscrit (partie II), a été utilisé dans
ce cadre, en raison de travaux menés en parallèle sur le prototype de bas coût (partie III) au
moment de cette étude. Les cinétiques présentées dans la suite de ce chapitre ont été enregistrées
à une cadence de 0.1 Hz, et moyennées sur l'ensemble des 6 réplicats sondes après soustraction
des contrôles négatifs.

De manière semblables aux expériences de biodétection abordées précédemment (chapitre 5,
partie II), la température de la cellule �uidique a été �xée à 25 ◦C, et régulée avec une précision
de 0.01 ◦C. Le débit de circulation a quant à lui été réglé à 50 µL/min.
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9.2.3 Déroulement de l'étude

La détection des marqueurs potentiels UBC12, UBP14, UBE2A et UHL3 précédemment cités,
en sérum, constitue l'application �nale visée dans le cadre de ce chapitre. Cette problématique
a été abordée de manière graduelle, en quatre étapes, destinées à évaluer d'une part la stabilité
des espèces biomoléculaires en présence, et d'autre part le caractère spéci�que et non-spéci�que
des interactions étudiées, ainsi que la capacité de régénération de ces biopuces.

De manière plus concrète, cette procédure d'analyse a été menée comme suit :

1. Une première étape de caractérisation a été e�ectuée en milieu contrôlé (tampon phosphate
habituel) : une série d'injections de concentration croissante a été réalisée pour chacun
des antigènes, sur une même biopuce, a�n d'évaluer l'amplitude des signaux d'interaction
antigène/anticorps, ainsi que la limite de détection pour chacune des espèces recherchées.
En particulier, cette expérience a mis en évidence la nécessité d'une solution de régénération
adaptée a�n d'éviter la dégradation des plots d'anticorps au cours des expériences.

2. Dans un deuxième temps, le saut d'indice induit par l'injection de sérum seul a été évaluée
sur une biopuce non fonctionnalisée, mais passivée par un dépôt de BSA (Bovine Serum
Albumin, albumine provenant du sérum de bovin). Comme évoqué précédemment (sec-
tion 1.3 du chapitre 1, partie I), la di�érence d'indice optique entre le milieu contenant les
cibles et le tampon de course constitue une limitation importante de la détection directe
par SPR. Pour cela, di�érentes dilutions ont été testées a�n de déterminer la concentration
de sérum maximale compatible avec la limite de détection de la méthode d'interrogation
implémentée. L'adsorption non-spéci�que attendue a également pu être mesurée lors de
cette expérience.

3. Ces premiers résultats ayant permis les conditions expérimentales pour la détection en
milieu complexe, l'injection des antigènes sélectionnés a été réalisée dans du sérum dilué,
et mesurée en temps réel par interrogation multi-spectrale.

4. Une quatrième et dernière caractérisation annexe a été consacrée à l'étude de di�érentes
solutions visant à la régénération des complexes antigène/anticorps formés, sans dégrada-
tion de la réactivité des espèces sondes déposées à la surface de la biopuce.

148



9.3. Résultats

La Figure 9.3 résume sous forme schématique l'articulation de ces di�érentes étapes.

Figure 9.3 � Représentation schématique du déroulement des expériences de détection en milieu
complexe. Une première analyse a été e�ectuée en tampon phosphate a�n de véri�er l'a�nité des di�érents
couples antigène/anticorps en présence. Cette caractérisation a ainsi permis d'évaluer la limite de détection des
espèces cibles étudiées. La nécessité d'une régénération adaptée a également été mise en évidence lors de ces
travaux, conduisant à une étude menée de manière annexe sur ce sujet. La détection des cibles en sérum a été
abordée dans un premier temps par l'étude de la concentration de sérum maximale mesurable en interrogation
multi-spectrale. Sur la base de ces données, une expérience �nale de détection en milieu complexe a été réalisée.

Présentées de manière détaillée dans le paragraphe suivant, ces expériences soulignent tout
particulièrement la di�culté de la détection en milieu complexe et l'obtention de signaux d'in-
teraction spéci�ques.

9.3 Résultats

La détection de marqueurs du cancer en sérum constitue une application relativement nouvelle
et ambitieuse dans le contexte des développements instrumentaux introduits dans les parties
précédentes de ce manuscrit. Pour cette raison, les analyses présentées dans les paragraphes
suivants relèvent d'expériences exploratoires dont le but est simplement, dans un premier temps,
l'étude des performances de la méthode d'interrogation multi-spectrale implémentée, en milieu
complexe.

9.3.1 Détection des antigènes en tampon phosphate

L'analyse préliminaire des interactions antigène/anticorps en tampon phosphate a été menée
de manière séquentielle, par l'enchaînement d'une série d'injections de chaque marqueur poten-
tiel considéré. En raison de la réactivité croisée a�chée par les anticorps αUBE2A et αUBP14
(Tableau 9.2, p.145), l'ordre des antigènes a été dé�ni de la manière suivante : UBC12, UCHL3,
UBE2A, puis UBP14.
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Pour chacun des 4 marqueurs potentiels ci-dessus, une séquence d'injections a été envisagée,
de manière à couvrir une gamme de concentrations permettant la détermination de la limite de
détection. Les solutions correspondantes, présentées dans le Tableau 9.3, ont été préparées par
dilution en cascade de solutions mères à 1 mg/mL dans le tampon de course, une solution de
PBS contenant 0.05% de BSA (Bovine Serum Albumin) : cette composition particulière a été
dé�nie en prévision des régénérations nécessaires entre chaque injection, susceptibles d'a�ecter
la qualité de la passivation de la surface.

Pour plus de clarté, le détail complet de cette série de mesures est donnée en annexe D. Les
numéros présentés dans le Tableau 9.3 correspondent ainsi à un ordre d'injection "relatif" à un
même antigène, et di�èrent de l'ordre "absolu" des injections réalisées.

Tableau 9.3 � Ordre des injections réalisées en tampon phosphate sur la première lame fonctionna-
lisée. Le numéro des injections présenté renvoie à l'ordre relatif au sein d'une même série de mesure, correspondant
à un antigène donné, et ne tient pas compte de l'injection de blanc (tampon de course) en début d'expérience, ni
des régénérations intervenant après chaque échantillon cible.

Numéro de

l'injection

(relatif)

Concentration

massique

Concentration

molaire

correspondante

1 5 µg/mL 80 nM

2 5 ng/mL 80 pM

3 50 ng/mL 800 pM

4 500 ng/mL 8 nM

5 5 µg/mL 80 nM

6 20 µg/mL 320 nM

Chaque solution cible préparée suivant le Tableau 9.3 a été injectée pendant 4 min, puis
rincée par le tampon de course pendant 6 min. Cette injection a été directement suivie d'une
régénération de la biopuce, visant à décrocher les espèces cibles adsorbées avant le passage de
l'échantillon suivant. Cette étape particulière a été e�ectuée par l'injection d'une solution de
glycine/HCl (acide chlorhydrique) à pH 2 pendant 1 min, suivie d'un rinçage de 3 min.

Observations

Un contrôle positif, réalisé en début d'expérience par l'injection d'une solution d'ovalbumine
(10 µg/mL), ayant con�rmé la bonne qualité des conditions expérimentales, la séquence d'injec-
tions a été initiée comme prévu par l'antigène UBC12. Détecté à une concentration de 5 µg/mL,
le marqueur potentiel a été réintroduit suivant la gamme de dilution détaillée précédemment
(Tableau 9.3). Cette séquence d'injections a permis d'évaluer la limite de détection en tam-
pon phosphate, estimée ici à 500 ng/mL pour un signal ∆λmin égal à 0.07±0.02 nm , soit une
concentration de 8 nM. Ce résultat est illustré par la Figure 9.4, qui présente l'évolution du signal
enregistré en interrogation multi-spectrale pour les injections n ◦5 , 9 et 11, correspondant à des
concentrations respectives de 5 µg/mL, 50 ng/mL et 500 ng/mL (la liste complète des injections
est présentée dans la section D.1 de l'annexe D). Dans chaque cas, l'évolution du signal recueilli
en interrogation multi-spectrale correspond à la moyenne des 6 réplicats sondes, calculée après

150



9.3. Résultats

soustraction des contrôles négatifs. Les cinétiques relatives aux autres concentrations étudiées, de
même que les signaux d'interaction correspondants, sont donnés dans la section D.1 de l'annexe
D.

En raison des signaux relativement faibles et perturbés enregistrés lors de ces expériences, les
courbes présentées dans ce chapitre ainsi que dans l'annexe D ont été lissées par un ajustement
polynomial (méthode disponible sous Matlab). Ce traitement ayant été e�ectué uniquement pour
une meilleure clarté des �gures, les valeurs quantitatives données par la suite ont été extraites
directement sur les signaux bruts, non lissés.

Figure 9.4 � Cinétiques superposées des injections de l'antigène UBC12 n ◦5 (5 µg/mL), n ◦9 (50
ng/mL) et n ◦11 (500 ng/mL). Chacune des courbes de cinétique présentée correspond à la moyenne des 6
réplicats sondes, calculée après soustraction des contrôles négatifs.

En revanche, aucun des trois marqueurs potentiels restants n'a pu être détecté par la suite à
une concentration égale, de 5 µg/mL. Dans le cas de l'antigène UBE2A, cependant, ce résultat
n'est que peu surprenant étant donné la probable absence d'anticorps αUBE2A à la surface de
la biopuce, explication avancée lors de la procédure de spotting. L'absence de signal relatif aux
antigènes UCHL3 et UBP14 a quant à elle été attribuée aux régénérations ayant précédé l'injec-
tion des deux espèces, au nombre de 9 et 16 respectivement. Cette hypothèse, confortée par les
cinétiques extraites de la séquence d'injections UBC12, est illustrée sur la Figure 9.5, représen-
tant la réponse enregistrée pour une même concentration, répétée après un certain nombre de
régénérations, dans le cas de l'ovalbumine (Figure 9.5a) et de l'antigène UBC12 (Figure 9.5b).
Dans chaque cas, l'évolution du signal recueilli en interrogation multi-spectrale correspond à la
moyenne des 6 réplicats sondes, calculée après soustraction des contrôles négatifs.
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(a) Cinétiques superposées des injections d'ovalbumine n ◦3, 17 et 23
(10 µg/mL). Ces mesures ont été réalisées après un nombre de régénérations
égal à 1, 8 et 11, respectivement.

(b) Cinétiques superposées des injections de l'antigène UBC12 n ◦5 et
13 (5 µg/mL). Ces mesures ont été réalisées après un nombre de régénérations
égal à 2 et 6, respectivement.

Figure 9.5 �Mise en évidence de la dégradation des anticorps αUBC12 par la régénération répétée
de la biopuce.

Pour plus de clarté, les signaux extraits en interrogation multi-spectrale 4 min après chaque
injection considérée, sont représentés sur la Figure 9.6. La contribution de chaque famille de
sondes est évaluées par la moyenne et l'écart-type associées aux 6 réplicats, après soustraction
des contrôles négatifs.

152



9.3. Résultats

Figure 9.6 � Signaux d'interaction antigène/anticorps enregistrés lors de l'injection d'ovalbumine
et du marqueur potentiel UBC12. Les solution cibles d'ovalbumine et de l'antigène UBC12 ont été préparées
à des concentrations respectives de 10 µg/mL et 5 µg/mL en PBS. Les données présentées correspondent aux
signaux recueillis 4 min après chaque injection, moyennés sur les 6 réplicats sondes de la famille d'anticorps
spéci�que. L'erreur est associée à l'écart-type calculé sur les 6 valeurs.

Alors que le couple ovalbumine/αOvalbumine a�che un signal d'interaction constant au cours
des cycles d'injection/régénération, le complexe UBC12/αUBC12 semble en revanche a�ecté par
les régénérations répétées : une diminution du signal d'un facteur 2, relevée sur ces données,
semble indiquer une détérioration de l'anticorps αUBC12 sous l'action de la glycine.

Cette hypothèse a été véri�ée expérimentalement par une analyse complémentaire, menée sur
l'une des trois lames fonctionnalisées restantes. Les injections de solutions cibles d'ovalbumine,
ainsi que des marqueurs potentiels UBC12, UCHL3 et UBP14, ont été réalisées à la suite, sans
régénération (Tableau 9.4).

Tableau 9.4 � Ordre des injections réalisées en tampon phosphate sur la deuxième lame fonction-
nalisée.

Numéro de

l'injection
Solution injectée

Concentration

massique

Concentration

molaire

1 Blanc (tampon de course)

2 Ovalbumine (contrôle positif) 10 µg/mL 160 nM

3 UBC12 5 µg/mL 80 nM

4 UCHL3 5 µg/mL 80 nM

5 UBP14 5 µg/mL 80 nM
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Le résultat de cette expérience, présenté comme la moyenne sur les 6 réplicats de chacune
des sondes considérées, après soustraction des contrôles négatifs, est illustré sur la Figure 9.7.

Figure 9.7 � Cinétiques superposées des injections d'ovalbumine à 10 µg/mL (n ◦2), et des mar-
queurs potentiels UBC12 (n ◦3), UCHL3 (n ◦4) et UBP14 (n ◦5) à 5 µg/mL.

Les valeurs recueillies 4 min après chacune de ces injections, sont données sur la Figure 9.8.
De la même manière que précédemment, chaque famille de sondes est représentée par la moyenne
et l'écart-type calculés sur les 6 réplicats, après soustraction des contrôles négatifs.

Cette fois, la détection de l'antigène UBP14 à une concentration de 5 µg/mL est possible, ce
qui démontre une nette in�uence de la régénération par la solution de glycine/HCl. Une augmen-
tation du signal généré à l'injection du marqueur potentiel UBC12, par rapport à celui enregistré
lors de la première expérience après 2 régénérations, peut également être notée, conduisant à
la même conclusion. En revanche, l'absence de signal observée une nouvelle fois dans le cas de
l'antigène UCHL3 indique probablement une perte de réactivité des anticorps αUCHL3 lors du
dépôt sur la surface fonctionnalisée de la biopuce.
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Figure 9.8 � Signaux d'interaction antigène/anticorps enregistrés lors de l'injection d'ovalbumine
et des marqueurs potentiels UBC12, UCHL3 et UBP14. La solution cible d'ovalbumine a été préparée à
10 µg/mL en PBS. Les solutions des antigènes UBC12, UCHL3 et UBP14 ont été injectées à une concentration de
5 µg/mL. Les données présentées correspondent aux signaux recueillis 4 min après l'injection des cibles, moyennés
sur les 6 réplicats sondes de chaque famille d'anticorps. L'erreur est associée à l'écart-type calculé sur les 6 valeurs.

Suite à ces résultats, des injections complémentaires ont été réalisées pour évaluer la limite de
détection de l'antigène UBP14, estimée dans le cas présent à 500 ng/mL pour un signal ∆λmin
de 0.04±0.01 nm. Cette valeur, qui équivaut à une concentration de 8 nM, égale ainsi la limite
de détection déterminée précédemment pour l'antigène UBC12. L'obtention de ce résultat est
illustré par la Figure 9.9, qui retrace les cinétiques enregistrées pour les injections n ◦7 , 9 et
11, soit pour des concentrations respectives de l'antigène de 5 µg/mL, 500 ng/mL et 50 ng/mL.
Dans chaque cas, le signal représenté correspond à la moyenne des 6 réplicats sondes, calculée
après soustraction des contrôles négatifs.

Les données complètes relatives à cette série de mesure sont présentées en annexe D (sec-
tion D.1, p.203).
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Figure 9.9 � Cinétiques superposées des injections du marqueur potentiel UBP14 n ◦7 (5 µg/mL),
n ◦9 (500 ng/mL) et n ◦11 (50 ng/mL). Chacune des courbes de cinétique présentée correspond à la moyenne
des 6 réplicats sondes, calculée après soustraction des contrôles négatifs.

Conclusion

La première série d'expériences, réalisée en tampon phosphate, a permis d'évaluer qualitative-
ment la réactivité des complexes antigène/anticorps mis en jeu dans le cadre de cette étude. Une
limite de détection a ainsi pu être déterminée pour les antigènes UBC12 et UPB14, égale à 500
ng/mL (soit 8 nM) dans les deux cas (se reporter à l'annexe D). En revanche, aucune interaction
n'a pu être détectée pour les complexes UCHL3/αUCHL3 et UBE2A/αUBE2A, indiquant un
perte de réactivité lors du dépôt des anticorps sur la surface fonctionnalisée. Une dégradation de
la qualité des anticorps αUBC12 et αUBP14 a été également été observée sous l'e�et d'injections
répétées d'une solution de glycine/HCl à pH 2, destinée à la régénération de la biopuce lors des
expériences.

Suite à l'obtention de ces résultats, l'étude a été redirigée plus spéci�quement sur les couples
UBC12/αUBC12 et UBP14/αUBP14, seuls ayant démontré une réactivité lors des mesures e�ec-
tuées en tampon phosphate. D'une part, les performances de détection en conditions complexes
ont été évaluées par l'injection des deux espèces cibles en sérum dilué. D'autre part, des solutions
de glycine à di�érents pH ont été testées a�n de déterminer les conditions de régénération opti-
males dans le cadre de cette application particulière. Les paragraphes suivants rendent compte
du déroulement de ces deux séries expériences.

9.3.2 Détection des antigènes en sérum dilué

La problématique de détection en milieu complexe a été abordée en deux étapes distinctes.
Dans un premier temps, le comportement du sérum seul a été évalué sur une lame d'or ne pré-
sentant pas d'anticorps, passivée par une couche de BSA. En particulier, la variation de signal
induite par la di�érence d'indice optique par rapport au tampon de course (PBS contenant 0.05%
de BSA) a été évaluée pour di�érentes concentrations de sérum (préparées par dilution en cascade
de la solution mère dans le tampon phosphate), dans le but de déterminer la dilution minimale
compatible avec la dynamique de mesure de l'interrogation multi-spectrale. Le degré d'adsorp-
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tion non spéci�que a également été estimé, par mesure du signal rémanent après rinçage de la
surface par le tampon de course. Les résultats de cette étude préliminaire, extraits et moyennés
sur 4 régions de 41×41 pixels réparties sur la surface analysée, sont présentés sur la Figure 9.10.

(a) Evolution du décalage spectral induit par l'injection de
sérum en fonction du degré de dilution.

(b) Evolution du décalage spectral associé à l'adsorption
non spéci�que suivant l'injection de sérum dilué, en fonc-
tion du degré de dilution.

Figure 9.10 � Evolution des décalage spectraux induits respectivement par la variation d'indice
et l'adsorption non spéci�que de solutions de sérum dilué. Une série d'injections de sérum dilué à 1%, 2%,
4% et 10% dans une solution de PBS contenant 0.05% de BSA a été enregistrée en interrogation multi-spectrale.
Le décalage spectral induit par la variation d'indice des solutions, par rapport au tampon de course, a été extrait
2 min après chaque injection. Le signal rémanent associé à l'adsorption non spéci�que des espèces biomoléculaires
présentes dans le sérum a été extrait 8 min après chaque injection. Une lame d'or passivée par de l'albumine
(BSA) a été utilisée comme substrat lors de cette expérience.
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Du fait de la con�guration multi-spectrale adoptée (5 longueurs d'onde espacées de 20 nm),
le décalage spectral maximal mesurable avec une précision satisfaisante est de l'ordre de 30 nm,
correspondant à une dilution de 30% de sérum (Figure 9.10a). Pour la suite des expériences
envisagées, faisant intervenir les marqueurs potentiels UBC12 et UBP14, le degré de dilution du
sérum a été �xé à 20%, de manière à se placer en-dessous de la limite autorisée par la dynamique
de mesure.

Dans de telles conditions, l'amplitude attendue de l'adsorption non spéci�que des composants
du sérum dilué semble être au minimum de 2 nm (Figure 9.10b), soit un facteur 4 en comparaison
des valeurs d'interaction spéci�que des complexes UBC12/αUBC12 et UBP14/αUBP14 évaluées
précédemment (≈ 0.5 nm). En e�et, l'évolution non linéaire du signal non-spéci�que rémanent
ne permet pas d'extrapoler une valeur précise pour une dilution de 20% du sérum. Les injections,
réalisées de manière séquentielle sur la même lame, en ont peu à peu saturé la surface, rendant
peu exploitables les résultats obtenus.

Les solutions cibles correspondant aux deux marqueurs potentiels ont été préparées à 2 µg/mL
et 5 µg/mL : en raison de la complexité des conditions de détection, des concentrations plus faibles
n'ont pas été envisagées.

Une con�guration spectrale de 7 longueurs d'onde espacées de 20 nm, conduisant à une ca-
dence d'environ 20 s par point de mesure, a également été adoptée, exceptionnellement, pour
cette expérience.

Le déroulement de la seconde partie de cette étude, réalisée sur la troisième lame fonctionna-
lisée avec les anticorps spéci�ques des antigènes UBC12 et UBP14, est résumé sur la Figure 9.11.
Après la mise en circulation du tampon de course (PBS), une première injection du contrôle po-
sitif (solution d'ovalbumine à 10 µg/mL en PBS), a permis de contrôler la qualité des conditions
expérimentales.

Le sérum dilué a alors été injecté seul, dans le but de passiver la surface, et bloquer tout
site d'interaction non spéci�que lors des injections ultérieures. Cette approche a été inspirée par
les observations des résultats présentés sur la Figure 9.10b, pour lesquels une saturation avait
été relevée après 4 injections de sérum à dilutions inférieures à 10% : une concentration plus
élevée (20%) a été supposée permettre une passivation su�sante. Pour cette raison également,
le tampon PBS a été préparé sans BSA.

Cette injection a été directement suivie de celles des antigènes UBC12 et UBP14 en sérum.
Après une régénération de la surface analysée (glycine/HCl, pH 2), les trois solutions cibles
(ovalbumine, UBC12 et UBP14) ont été réintroduites, à la suite l'une de l'autre. Dans chaque
cas, l'injection a été réalisée pendant 4 min, et suivie par un rinçage du tampon de course pendant
6 min. La solution de régénération de la biopuce a quant à elle été injectée pendant 1 min, puis
rincée pendant 3 min par le PBS.

De manière similaire aux résultats exposés précédemment, les cinétiques enregistrées lors de
cette série de mesure, représentées sur la Figure 9.11 correspondent à la moyenne des 6 réplicats
sondes déposés pour chaque famille d'anticorps considérée (sans soustraction des contrôles néga-
tifs) : dans le cas présent, les sondes αUBC12 et αUBP14, spéci�ques des marqueurs potentiels
du cancer, ainsi que celles servant de contrôle positif (αOvalbumine) et négatif (IgG). Le signal
extrait sur une zone de la biopuce ne présentant pas d'anticorps est également représenté en
comparaison.
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Figure 9.11 � Cinétiques des injections réalisées en sérum dilué sur la troisième lame fonction-
nalisée. Les données représentées correspondent aux signaux bruts, sans soustraction des contrôles négatifs.

Pour plus de clarté, le détail de ces expériences, de même que les observation rapportées, sont
détaillées en annexe D (section D.2, p.213).

Observations

L'adsorption non spéci�que pour la surface fonctionnalisée par la chimie seule peut être
estimée d'après le signal rémanent sur une région d'intérêt prise hors des plots sondes. De l'ordre
de 5 nm après l'injection de sérum dilué, l'amplitude de signal non spéci�que est supérieure à
celle relevée sur les anticorps αUBP14 (≈ 1 nm) : cette observation démontre que le dépôt de
sondes permet de bloquer de manière e�cace la surface de la biopuce, la rendant inaccessible
aux espèces contenues dans le sérum.

En revanche, les contrôles négatifs (IgG), de même que les anticorps αOvalbumine et αUBC12
présentent un signal non spéci�que plus élevé (de 5 à 8 nm). Ce cas de �gure n'avait pas été
envisagé lors des expériences préliminaires, où seule une lame d'or passivée par une couche de
BSA avait été testée. Ces données conduisent à penser que des espèces biochimiques inconnues
dans le sérum interagissent fortement avec ces anticorps, rendant particulièrement laborieuse la
détection des antigènes UBC12 et UBP14 dans ces conditions.

Cette remarque peut être aisément justi�ée par l'analyse des signaux extraits après rinçage
par le tampon de course pour chaque injection réalisée. La Figure 9.12 présente le décalage spec-
tral ainsi mesuré entre deux positions de la résonance plasmon prises respectivement 2 min avant
l'injection considérée, puis 8 min après, soit dans le même milieu (PBS) dans les deux cas. Pour
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les 4 familles d'anticorps, chaque donnée représentée correspond à la moyenne des 6 réplicats
d'une même sonde ; la dispersion associée est quant à elle évaluée par l'écart-type calculé sur les
6 valeurs. Dans le cas des données prises hors des sondes, les statistiques sont évaluées sur 12
régions d'intérêt réparties sur la biopuce, chacune de taille équivalente à un plot d'anticorps.

Figure 9.12 � Evolution du décalage spectral rémanent au cours des injections réalisées sur la
troisième lame fonctionnalisée.Dé�ni comme la di�érence entre les positions de la résonance plasmon mesurées
2 min avant chaque injection considérée, et 8 min après, le décalage spectral rémanent représenté correspond à la
moyenne. La dispersion associée résulte quant à elle de l'écart-type calculé sur les 6 valeurs.

L'adsorption importante relevée sur les plots des sondes IgG, censés être des contrôles négatifs,
durant la première phase d'injections (n ◦ de l'injection < 8) rend peu aisée l'extraction d'un
signal spéci�que associé à la formation du complexe UBC12/αUBC12. De même, l'interaction
UBP14/αUBP14 peut di�cilement être interprétée dans un tel contexte.

La faible amplitude des signaux, observée durant la seconde phase d'injection, traduit quant
à elle une régénération incomplète de l'adsorption non spéci�que des composants du sérum dilué.

Conclusion

Les résultats de cette étude préliminaire en milieu complexe ne permettent malheureusement
pas l'extraction d'un signal spéci�que associé aux couples antigène/anticorps étudiés. Bien que
les performances de détection dans de telles conditions n'aient pu être évaluées, les cinétiques
enregistrées démontrent toutefois la possibilité de réaliser une mesure en interrogation spectrale
et en temps réel, en sérum dilué, à condition de disposer d'anticorps hautement spéci�ques a�n
de limiter l'adsorption non désirée d'autres espèces présentes sur les plots sondes.
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Cet aspect indissociable de la détection en milieu complexe doit également être traité avec
une attention particulière, car l'extraction d'un signal relatif à l'interaction recherchée repose sur
une évaluation précise de cette contribution non spéci�que. Une solution intéressante, dénom-
mée "Single Surface Referencing" et illustrée sur la Figure 9.13, a été proposée dans ce cadre par
�pringer et al. [117].

Dans le cadre de ces travaux, mais également de manière générale dans les applications de
biodétecion plasmonique, l'approche par "Dual Surface Referencing" considérée consiste à gref-
fer, sur la biopuce, une molécule sonde spéci�que de l'antigène (notée Ab) d'une part, et d'autre
part un ligand non spéci�que servant de contrôle négatif (noté AbR). Or, une di�érence de réac-
tivité des deux espèces sondes vis-à-vis des composants du milieu complexe peut conduire à des
amplitudes de signal non spéci�ques di�érentes (Figure 9.12), entraînant une correction faussée
des données associées au couple antigène/anticorps recherché, et donc une évaluation incorrecte
du signal spéci�que ainsi déterminé.

A la di�érence de cette méthode commune, l'approche proposée par "Single Surface Refe-
rencing" repose sur l'utilisation d'une seule et même sonde (notée Ab), gre�ée sur la surface
fonctionnalisée de la biopuce. Un système de �uidique adapté est alors utilisé pour injecter si-
multanément l'échantillon à analyser tel quel dans un canal de détection (Detection channel), et
le même échantillon saturé avec l'anticorps Ab spéci�que de l'antigène recherché dans un second
canal de référence (Reference channel). De cette manière, le signal détecté dans le premier cas
correspond à l'adsorption de l'antigène (Analyte) et celle non-spéci�que des autres composants
du milieu complexe (CCS) ; dans le second canal, seule la contribution non spéci�que (CCS) est
détectée. Cette méthode vise ainsi à évaluer de manière plus précise l'amplitude de l'adsorption
non désirée des espèces présentes dans l'échantillon complexe.
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Figure 9.13 � Principe des méthodes dénommées "Single Surface Referencing" et "Dual Surface
Referencing". Traditionnellement, l'estimation de la contribution non spéci�que du milieu complexe contenant
les molécules cibles est évalué par "Dual Surface Referencing", méthode présentée sur la partie basse de la �gure.
Dans ce cas, la surface de la biopuce est gre�ée à la fois avec des anticorps spéci�ques de l'espèce recherchée, et
des ligands ne présentant au contraire aucune a�nité pour les molécules cibles. L'extraction du signal spéci�que
sur les plots sondes est alors réalisée par soustraction des données enregistrées sur les plots de contrôle négatif.
Présenté sur la partie haute de la �gure, l'alternative "Single Surface Referencing" utilise une surface commune,
fonctionnalisée avec l'anticorps spéci�que Ab de l'antigène recherché. L'échantillon à analysé est alors divisé en
deux : l'une de ces parties est alors saturée avec ce même anticorps en solution. Les deux échantillons ainsi obtenus
sont injectés dans deux canaux de �uidique distincts et analysés de manière parallèle, permettant ainsi d'évaluer
précisément l'adsorption non spéci�que sur les mêmes anticorps sondes déposés à la surface de la biopuce. Les
données présentées proviennent des résultats publiés par �pringer et al. [117].

O�rant une distinction plus précise des interactions spéci�que et non spéci�que, la méthode
proposée repose en particulier sur un système de �uidique multi-canaux, qui nécessite, dans le cas
présent, une modi�cation majeure du banc expérimental. D'autre part, cette méthode conduirait
à une consommation deux fois plus importante des bioréactifs, dont les quantités sont souvent
limitées. Par conséquent, des solutions alternatives doivent être envisagées pour la poursuite de
ces travaux de détection en milieu complexe.

Une solution classique, consistant en une injection de sérum dilué en début d'expérience, a été
adoptée lors de ces expériences. Peu e�cace, cette méthode a conduit à une saturation des plots
sondes. En e�et, cette étape ne peut produire le résultat escompté sans une haute spéci�cité des
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anticorps utilisés. Cette remarque aborde l'un des aspects les plus importants de la biodétection :
la sélection et l'optimisation des ligands utilisés pour la capture des molécules recherchées. Loin
d'être évidente, cette problématique requiert un travail long et fastidieux, dédié non seulement à
l'étude de la spéci�cité, mais également à la stabilité des espèces biomoléculaires sélectionnées face
aux conditions expérimentales. En e�et, le comportement inhabituel noté précédemment dans le
cas des anticorps αUBE2A illustre parfaitement les di�cultés rencontrées lors du passage d'un
système fonctionnel en solution, à une perte de réactivité à l'adsorption sur une surface.

D'autre part, en raison de la prédominance des interactions non spéci�ques mise en évidence
lors de ces travaux préliminaires, une expérience complémentaire pourrait être menée a�n de
déterminer la concentration de sérum maximale compatible avec la détection d'un signal spé-
ci�que précis. Une telle étude nécessiterait des injections de cibles répétées, à di�érents degrés
de dilution de sérum, d'où l'importance d'une solution de régénération e�cace et ne dégradant
pas la qualité des anticorps. Cette étude �nale, réalisée dans le cadre de cette application, est
présentée dans le paragraphe suivant.

9.3.3 Régénération des complexes antigène/anticorps

La dégradation des anticorps immobilisés sous l'e�et de la solution de régénération utilisée
(glycine/HCl, pH 2) a été mise en évidence lors des premières caractérisations en milieu tampon.
Or, en raison des faibles volumes de réactifs disponibles, et des optimisations nécessaires restant à
e�ectuer dans le cadre de cette étude, une régénération adaptée doit impérativement être utilisée
a�n de pouvoir envisager une série de mesures sur une même biopuce.

En réponse à cette problématique, des expériences complémentaires ont été menées sur la
quatrième lame fonctionnalisée, dans le but de déterminer les conditions de régénération opti-
males pour les deux complexes antigène/anticorps étudiés, UBC12/αUBC12 et UBP14/αUBP14.
De manière plus concrète, des solutions de glycine préparées à des pH acides (par l'ajout d'acide
chlorhydrique, HCl) et basiques (par l'ajout de soude, NaOH) ont été introduites suite à des
injections d'ovalbumine ainsi que des marqueurs potentiels UBC12 et UBP14, e�ectuées en tam-
pon phosphate (PBS, 10 mM).

L'alternance des séquences d'interaction/régénération ainsi réalisées est résumée dans le Ta-
bleau 9.5.

Pour une lecture plus �uide de ce manuscrit, le déroulement de cette série de mesures �nale
est détaillé dans l'annexe D (section D.3, p.215).
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Tableau 9.5 � Résumé des étapes de régénération réalisées sur la quatrième lame fonctionnalisée.

Etape de

régénération

Solution de

régénération
Commentaire

0

Première injection des cibles : ovalbumine (10 µg/mL),
UBC12 (2 µg/mL) et UBP14 (d'abord à 2 µg/mL, puis

à 5 µg/mL a�n d'obtenir un signal d'interaction
su�samment élevé ; les injections ultérieures ont été

réalisées directement à 5 µg/mL).

1

3 injections de
glycine/HCl (pH

4), puis 3
injections de
glycine/NaOH

(pH 9)

Faible e�et de régénération observé après les 3 premières
injections (glycine/HCl, pH 4). Les injections de

glycine/HCl (pH 9) ont été réalisées à la suite sans
réintroduction des cibles.

2
2 injections de
glycine/HCl

(pH 3)

E�et de régénération satisfaisant observé.
Les cibles ont été injectées à la suite pour évaluer la

reproductibilité des signaux d'interaction.

3
2 injections de
glycine/HCl

(pH 3)

E�et de régénération satisfaisant observé.
Les cibles ont été injectées à la suite pour évaluer la

reproductibilité des signaux d'interaction.

4
2 injections de
glycine/NaOH

(pH 10)

Faible e�et de régénération observé. L'injection des
solutions d'ovalbumine et de l'antigène UBC12 ayant

conduit à des signaux d'interaction relativement faibles,
l'antigène UBP14 n'est pas injecté.

5
2 injections de
glycine/NaOH

(pH 10)

Faible e�et de régénération observé. L'injection de la
solution d'ovalbumine ayant conduit à des signaux

d'interaction très faibles, la série de mesure est arrêtée.

Observations

La qualité des di�érentes régénérations a été évaluée par la reproductibilité du signal d'in-
teraction enregistré avant et après chaque régénération, et ce pour chacun des complexes anti-
gène/anticorps considérés. Cette valeur, extraite 4 min après l'injection des solutions cibles sur
les plots sondes correspondants, a été moyennée sur les 6 réplicats disponibles ; la dispersion a
quant à elle été assimilée à leur écart-type.

Le résultat ainsi obtenu est représenté sur la Figure 9.14.
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Figure 9.14 � Signaux d'interaction antigène/anticorps enregistrés lors de l'injection d'ovalbumine
et des marqueurs potentiels UBC12 et UBP14, après di�érentes solutions de régénération. La
solution cible d'ovalbumine a été préparée à 10 µg/mL en PBS. Les solutions des antigènes UBC12, UCHL3 et
UBP14 ont été injectées à une concentration de 5 µg/mL. Les données présentées correspondent aux signaux
recueillis 4 min après l'injection des cibles, moyennés sur les 6 réplicats sondes de chaque famille d'anticorps
spéci�que. L'erreur est associée à l'écart-type calculé sur les 6 valeurs.

Une même tendance générale peut être relevée pour les trois couples antigène/anticorps
étudiés d'après ces données : une baisse importante du signal d'interaction après la première
étape de régénération (une perte d'un facteur 2 environ peut être estimée pour le complexe
UBP14/αUBP14, contre des facteurs 3 et 4 respectivement pour ceux UBC12/αUBC12 et
ovalbumine/αOvalbumine), suivie d'une stabilisation relativement satisfaisante au cours de la
série de régénérations à pH 3. Le comportement observé traduit en premier lieu une régénération
ine�cace par les solutions préparées à pH 4 et 9, illustrée par la cinétique relevée sur les plots
d'anticorps αUBP14, après soustraction des contrôles négatifs (Figure 9.15). Moyennée sur les 6
réplicats sondes, cette évolution indique simplement un léger e�et de rinçage : l'injection suivante
de l'antigène conduit en e�et à un signal d'interaction nettement moins intense.

D'autre part, une dégradation des plots d'anticorps par ces deux premières solutions de pH
4 et 9 peut être suspectée. En e�et, malgré la bonne reproductibilité des mesures durant la
séquence de régénération à pH 3 (à l'exception du complexe UBC12/αUBC12 qui a�che une
baisse de signal, et ce après la deuxième série d'injections à pH 3), cette solution ne parvient
pas à reproduire l'amplitude d'interaction atteinte lors de la toute première injection des cibles,
comme le met en évidence la cinétique d'interaction du complexe UBP14/αUBP14, représentée
sur la Figure 9.16, après soustraction des contrôles négatifs et moyenne des 6 réplicats sondes.

Une e�cacité partielle de la solution à pH3 peut également être envisagée d'après l'évolution
observée sur la Figure 9.16. Une expérience complémentaire permettrait de con�rmer ou in�rmer
cette hypothèse.
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Figure 9.15 � Cinétique complète des injections du marqueur potentiel UBP14 n ◦5 (2 µg/mL),
n ◦6 (5 µg/mL) et n ◦14 (5 µg/mL). La courbe présentée correspond à la moyenne des 6 réplicats sondes,
calculée après soustraction des contrôles négatifs.

Figure 9.16 � Cinétique complète des injections du marqueur potentiel UBP14 n ◦14, n ◦20 et n ◦25
(5 µg/mL). La courbe présentée correspond à la moyenne des 6 réplicats sondes, calculée après soustraction des
contrôles négatifs.

En�n, les résultats relatifs à la régénération à pH 10 démontrent également une certaine
ine�cacité, voire une tendance à dégrader la qualité des anticorps gre�és sur la surface de la
biopuce. Cette observation conduit à penser que l'utilisation d'une solution basique (de pH 9 ou
10) serait à éviter absolument pour cette application : une expérience complémentaire demeure
cependant nécessaire pour étudier cette supposition.
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Conclusion

La solution basée sur un mélange de glycine/HCl à pH 3 semble fournir les meilleurs résultats
en termes de reproductibilité des mesures. Cependant, il est important de noter que le signal
d'interaction enregistré suite aux deux régénérations ainsi e�ectuées est plus faible que lors de
la première injection des cibles, en début d'expérience. Il est probable que les injections réalisées
à pH 4 et 9 aient dégradé la réactivité des anticorps. Pour cette raison, une caractérisation com-
plémentaire devrait être envisagée a�n de con�rmer la compatibilité de la solution sélectionnée
vis-à-vis des espèces biomoléculaires en présence, ainsi que son e�cacité de régénération, dans
un premier temps en tampon phosphate, puis dans un second temps en sérum dilué.

9.4 Conclusion des expériences de détection en milieu complexe
et perspectives

L'étude préliminaire exposée dans ce chapitre a été motivée par les résultats obtenus lors des
développements expérimentaux présentés précédemment (partie II et partie III). La robustesse
a�chée par la méthode d'interrogation multi-spectrale implémentée a en e�et permis d'envisager
des applications de biodétection en milieu complexe, nécessitant une dynamique de mesure plus
étendue que celle o�erte par l'interrogation en ré�ectivité.

A�n d'évaluer les performances de cette nouvelle technique en conditions dites "réelles", une
étude concrète, dédiée à la détection multiplexe de marqueurs potentiels du cancer en sérum,
a pu être envisagée grâce à la contribution du Dr. Damjana Kastelic du Centre de Recherche
Allemand sur le Cancer, situé à Heidelberg. Quatre antigènes intervenant dans le système de
ubiquitine-protéasome (UPS en référence à l'anglais Ubiquitin-Proteasome System) ont ainsi été
analysés dans le cadre de ces travaux. Notés respectivement UBC12, UBP14, UBE2A et UCHL3,
ces composés enzymatiques assurent la dégradation des protéines, et jouent par conséquent un
rôle primordial dans la régulation des activités cellulaires. Le dysfonctionnement du système UPS
étant susceptible de conduire à un comportement cancéreux, ces espèces constituent des cibles
particulièrement intéressantes à la fois pour le diagnostic et le traitement par chimiothérapie.

La problématique de détection de ces antigènes en milieu complexe a été abordée de ma-
nière graduelle. Une première étape de caractérisation en milieu phosphate a permis d'évaluer la
réactivité des anticorps spéci�ques αUBC12, αUBP14, αUBE2A et αUCHL3 vis-à-vis des mar-
queurs potentiels recherchés, ainsi que la limite de détection de ces espèces dans ces conditions
contrôlées. Cette expérience a également mis en évidence une sensibilité des anticorps au dépôt
en surface, ainsi qu'à la régénération de la biopuce.

Suite à ces premiers résultats, l'étude a été concentrée sur les complexes UBC12/αUBC12
et UBP14/αUBP14, seuls ayant conduit à des réponses satisfaisantes. Une seconde étape de
caractérisation a été menée en milieu complexe, par injection des deux antigènes en sérum dilué.
L'absence d'un signal détectable a été attribué à la prédominance de l'adsorption non spéci�que,
rendant di�cile l'interprétation des données issues des plots d'anticorps αUBC12 et αUBP14
vis-à-vis des contrôles négatifs.

En vue des expériences complémentaires envisagées à ce stade, une série de mesures sup-
plémentaire a été réalisée dans le but de déterminer les conditions de régénération optimales,
compatibles avec les anticorps sondes utilisés dans le cadre de cette application. Des résultats
prometteurs ont ainsi été obtenus pour une solution de glycine/HCl à pH 3.

L'a�nité des espèces sondes αUBC12, αUBP14, ainsi que celles IgG servant de contrôle
négatif, vis-à-vis des composants du sérum, constituent une limitation importante à la détection
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spéci�que des antigènes étudiés. De ce fait, en dépit des performances de robustesse de la méthode
d'interrogation spectrale, o�rant une solution instrumentale adaptée à une telle analyse en milieu
complexe, la présence des espèces cibles n'a pu être détectée en sérum dilué. Les expériences
présentées dans ce chapitre constituent cependant une première approche de la détection en
milieu complexe, et des analyses complémentaires restent nécessaires pour mener à terme cette
étude. La mise en place d'une méthode passivation plus e�cace de la biopuce, la recherche
d'une solution de régénération adaptée, ainsi que l'évaluation des performances de détection
des biomarqueurs potentiels pour des dilutions de sérum plus faibles (1% à 10% par exemple)
constituent les axes de travail actuellement envisagés.
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L'étude d'échantillons réels, abordée dans le chapitre précédent, a mis en évidence les limites
de la SPR face à l'identi�cation spéci�que des espèces cibles en milieu complexe. En e�et, la spéci-
�cité est assurée à l'heure actuelle par la fonctionnalisation chimique de la biopuce, en particulier
à travers le choix des ligands sondes permettant de capturer les biomolécules cibles recherchées.
Or, la complexité de l'échantillon étudié conduit très souvent à la présence d'interactions non
spéci�ques importantes, d'où un recours de plus en plus répandu à une analyse complémentaire
apportant une signature caractéristique de l'espèce adsorbée sur la biopuce.

Une telle spéci�cité de biodétection peut ainsi être obtenue par couplage avec la spectro-
métrie de masse (MS ou Mass Spectrometry). Bien établie à l'échelle industrielle [118], cette
méthodologie est basée sur une analyse en deux étapes. Dans un premier temps, l'adsorption de
matériel biologique est détectée par SPR ; dans un second temps, la biopuce est transférée à un
module de détection par MS, dans lequel les espèces capturées sont identi�ées sans ambiguïté
par leur réponse spectrale propre [119].

Récemment, une approche alternative a été initiée suite aux performances intéressantes dé-
montrées par la spectroscopie Raman exaltée de surface (communément appelée SERS en réfé-
rence à Surface Enhanced Raman Spectroscopy). Basée sur une ampli�cation de l'émission spec-
trale des espèces cibles par structuration de surface du substrat, cette technique relativement
nouvelle permet d'atteindre d'une part la spéci�cité recherchée, et d'autre part une sensibilité
exaltée la rendant particulièrement adaptée à l'analyse de biomolécules présentes à l'état de
traces.
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Ces considérations pratiques ont conduit à la naissance du projet ANR PIRANEX (ANR-12-
NANO-0016), destiné à l'élaboration d'un instrument bimodal combinant une mesure par SPR à
une identi�cation par e�et SERS. Rassemblant divers partenaires de la recherche et de l'industrie,
spécialistes de physique, chimie et biologie, cette problématique annonce de manière implicite
des contraintes expérimentales extrêmement variées : optimisation d'un substrat structuré com-
mun aux mesure SPR et SERS, développement d'un protocole de fonctionnalisation chimique
adapté, recherche d'une con�guration instrumentale répondant au cahier des charges des deux
techniques combinées, validation du prototype �nal sur des bio-modèles pré-établis... Présentée
brièvement dans ce chapitre, l'étude menée sur la nanostructuration des substrats vise à décrire
l'état d'avancement de ce projet interdisciplinaire.

10.1 Principe général

Une vue schématique du prototype, visé dans le cadre du projet ANR PIRANEX, est re-
présentée sur la Figure 10.1. Une base instrumentale, constituée d'une source monochromatique
de type LED éclairant une biopuce plasmonique dans la con�guration de Kretschmann et d'une
caméra CCD, permet l'enregistrement du signal SPR en temps réel. Les cinétiques des interac-
tions biomoléculaires sont alors accessibles en tout point du substrat analysé. Dans une seconde
étape, les coordonnées des plots sondes ayant exprimé un signal spéci�que sont transférées au
module SERS, placé au-dessus de la biopuce : le déplacement du faisceau laser incident dans
le plan horizontal permet un balayage de la surface et l'acquisition de la signature Raman des
espèces cibles adsorbées sur les plots d'intérêt sélectionnés.

Figure 10.1 � Principe simpli�é de l'instrument bimodal combinant une mesure SERS et SPR.
Dans la con�guration instrumentale envisagée, la partie inférieure du montage est consacrée à la mesure SPR. Dans
la con�guration de Kretschmann, une biopuce, placée sur un prisme, est illuminée par une source monochromatique
(LED). Le signal est recueilli en temps réel et sur toute la surface analysée par une caméra CCD. La partie
supérieure du prototype, constituée du module SERS, est exploitée après détection spéci�que par SPR : le point
de focalisation du laser excitateur est déplacé dans le plan de la biopuce jusqu'aux plots sondes d'intérêt. La
mesure Raman permet alors l'identi�cation précise des espèces cibles adsorbées.
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Outre les contraintes expérimentales évidentes liées à l'assemblage de deux techniques dis-
tinctes en un seul et même instrument, la problématique majeure posée par le projet ANR
PIRANEX réside dans l'utilisation d'une biopuce commune. En e�et, ce substrat particulier doit
présenter des propriétés plasmoniques adaptées d'une part à la détection de traces par une lecture
SPR conventionnelle, et d'autre part à l'exaltation du phénomène Raman, destiné à produire la
signature spéci�que des biomolécules adsorbées. Pour cette raison, une nanostructuration adap-
tée de la surface de la biopuce a été envisagée.

L'optimisation de la con�guration du substrat vis-à-vis de ces contraintes est actuellement
réalisée en deux étapes principales. En premier lieu, des simulations e�ectuées au Laboratoire
Charles Fabry permettent de déterminer l'in�uence des di�érents paramètres de la nanostruc-
turation. Dans un second temps, la fabrication des échantillons jugés optimaux, e�ectuée par
l'Institut d'Electronique Fondamentale, intervenant dans le projet ANR PIRANEX, permet une
caractérisation expérimentale des propriétés plasmoniques attendues. Les résultats relatifs à cette
étude, présentés dans les paragraphes suivants, rendent compte des di�cultés techniques liées à
cette problématique particulière.

10.2 Quelques mots sur la spectroscopie Raman exaltée de sur-
face

Au coeur du projet ANR PIRANEX, la spectroscopie Raman exaltée de surface, commu-
nément désignée par l'acronyme SERS (en référence à Surface Enhanced Raman Scattering),
représente une méthode analytique couramment employée pour l'identi�cation des molécules
présentes au sein d'un échantillon. A�n d'appréhender les dé�s posés par le couplage de cette
technique à celle de SPR, quelques données relatives au phénomène de di�usion Raman et à son
application expérimentale sont présentées de manière succincte dans la suite de ce paragraphe.

10.2.1 La di�usion Raman

Mise en évidence en 1928 par Chandrashekhara Venkata Râman [120], la di�usion Raman
repose sur une interaction lumière-matière, entre un faisceau de lumière monochromatique en
incidence sur un échantillon et des molécules présentes dans ce milieu. Plus précisément, ce
phénomène fait intervenir un échange d'énergie, correspondant à l'absorption d'un photon in-
cident, suivie d'une di�usion élastique (Rayleigh) et inélastique, de type Stokes et anti-Stokes
(Figure 10.2).

Dans une telle con�guration, la majeure partie de la lumière est redi�usée à la fréquence
excitatrice ν0 (di�usion de Rayleigh) : l'énergie incidente absorbée induit l'excitation des molé-
cules constituant l'échantillon vers un niveau vibrationnel virtuel Evirtuel, puis une désexcitation
radiative vers le niveau fondamental E0.

Cependant, une légère fraction de photons incidents peuvent être ré-émis à une fréquence
optique plus faible : ce cas particulier correspond à la di�usion Stokes, pour laquelle les molécules
se désexcitent vers un état vibrationnel v1 di�érent de celui fondamental v0. La fréquence di�usée
est alors décalée d'une quantité νS de celle initiale : ce décalage spectral est représentatif des
niveaux vibrationnels, et donc de la structure de l'échantillon analysé.

De manière similaire, l'absorption de la lumière incidente peut intervenir à un niveau vi-
brationnel v1 : la désexcitation vers l'état fondamental v0 s'accompagne alors d'une émission
radiative à une fréquence plus élevée ν0 + νS : il s'agit de la di�usion anti-Stokes.
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Figure 10.2 � Illustration du principe de la di�usion Raman. Un faisceau incident sur un échantillon est
majoritairement di�usé de manière élastique (di�usion de Rayleigh), soit à la fréquence optique d'excitation. Une
di�usion inélastique, de type Stokes ou anti-Stokes, peut également être observée à des fréquences respectivement
plus faibles et plus élevées par rapport à celle incidente.

Ainsi, l'acquisition du spectre de di�usion o�re une information qualitative et quantitative
sur la structure de l'échantillon étudié, à travers l'amplitude et la position des bandes Stokes et
anti-Stokes. Le principe de la caractérisation Raman, qui peut être appliquée à l'analyse de tout
matériau solide, liquide ou gazeux, est illustré sur la Figure 10.3.

(a) Illustration de la di�usion Raman par un
diagramme énergétique simpli�é.

(b) Spectre typique observé lors de la di�u-
sion Raman.

Figure 10.3 � Principe physique du phénomène de di�usion Raman. Un faisceau lumineux monochro-
matique, en incidence sur un échantillon donné, est majoritairement di�usé à la fréquence optique ν0 initiale. Il
s'agit de la di�usion Rayleigh, correspondant à l'excitation des molécules constituant le milieu étudié, depuis un
état vibrationnel fondamental v0 vers un état vibrationnel virtuel, suivie d'une désexcitation radiative vers l'état
de départ. Une in�me partie des photons peut cependant être di�usée à une fréquence plus faible, décalée d'une
quantité νS par rapport à la fréquence excitatrice. Cette di�usion "Stokes" correspond à une désexcitation vers
un niveau vibrationnel v1 plus élevé que celui fondamental v0. Un cas de di�usion "anti-Stokes" peut également
être observé, lorsque l'excitation intervient directement à partir du niveau vibrationnel v1 : la fréquence optique
émise est alors plus élevée que celle incidente d'une quantité νS .

Bien que porteuse d'une information précise sur la composition de l'échantillon analysé, la
spectroscopie Raman sou�re d'une limitation relativement importante, liée à un signal utile ex-
trêmement faible. En e�et, alors que la majeure partie du faisceau incident est ré-émise à la
fréquence optique d'excitation, seul un photon sur 107 est di�usé par les phénomènes Stokes
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et anti-Stokes. La détection de molécules à l'état de traces nécessite par conséquent une ampli-
�cation de la signature spectrale d'intérêt : l'exaltation par e�et de surface, présentée dans le
paragraphe suivant, permet ainsi d'atteindre un gain de signal su�sant pour cette application.

10.2.2 L'e�et SERS

Introduite en 1974 par Fleischmann et al. [121], la spectroscope Raman exaltée de surface
repose sur l'excitation de modes plasmoniques localisés au sein de substrats nanostructurés.
Dans une con�guration typique (Figure 10.4), les molécules constituant l'échantillon analysé
sont adsorbées sur une biopuce plasmonique structurée. De la même manière que pour le cas
conventionnel présenté dans le paragraphe précédent, un faisceau monochromatique est utilisé
pour sonder les niveaux vibrationnels des cibles ainsi déposées. Cependant, dans ce cas précis,
le champ électromagnétique incident est ampli�é par couplage aux plasmons de surface localisés
sur les nanostructures, conduisant à une augmentation de l'e�et Raman. De même, les émissions
Stokes et anti-Stokes, se produisant à proximité des "points chauds" de la biopuce, béné�cient
de la même ampli�cation et génèrent un signal spéci�que 104 à 1011 fois plus important [122].

Figure 10.4 � Illustration du principe de la spectroscopie Raman exaltée de surface (SERS).
L'ampli�cation de la di�usion inélastique est obtenue par couplage du faisceau incident aux plasmons de surface
localisés sur un échantillon nanostructuré. L'adsorption de molécules cibles aux points d'exaltation du champ
électromagnétique permet une ampli�cation des émissions de type Stokes et anti-Stokes.

Une sensibilité permettant une caractérisation à l'échelle de la molécule unique peut ainsi être
atteinte [123], d'où un usage répandu dans le cadre d'analyse de traces [124]. L'intérêt de cette
méthode pour le projet ANR PIRANEX découle naturellement de cette propriété particulière.

La combinaison des techniques de caractérisation SPR et SERS, rendue possible par l'exploi-
tation d'un phénomène physique commun, nécessite une optimisation rigoureuse de la structu-
ration du substrat supportant les modes plasmoniques localisés. Cet aspect central du projet est
abordé de manière théorique et expérimentale dans le paragraphe suivant.

10.3 Modélisation des échantillons nanostructurés et validation
expérimentale

Du fait de ses activités de recherche étendues en plasmonique, le Laboratoire Charles Fabry
dispose d'une plateforme de simulation dédiée à la modélisation des propriétés optiques de sub-
strats nanostructurés. En particulier, un code hybride, combinant les avantages de la méthode
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modale de Fourier et de celle des éléments �nis, a récemment été implémenté dans le cadre de
la nano-/micro- structuration en deux dimensions des biopuces [125]. Etendu depuis à l'étude
de motifs en trois dimensions, ce code permet d'accéder aux pro�ls angulaires et spectraux de
la résonance, de même qu'à la distribution du champ électromagnétique, renseignant sur la por-
tée de l'exaltation plasmonique. La simulation des propriétés de l'exaltation Raman, menée de
manière parallèle, ne sera pas abordée dans ce chapitre.

10.3.1 Validation d'un substrat commun

Dans le cadre du projet ANR PIRANEX, la structure de biopuce envisagée est une matrice
de plots cylindriques (dé�nis par leur hauteur h2, leur diamètre D et leur période Λ) déposés sur
un �lm d'or uniforme d'épaisseur h1 (Figure 10.5). L'illumination est alors réalisée à travers un
prisme de verre d'indice nb, par un faisceau incident formant un angle θ par rapport à la surface
structurée, et un angle azimutal Φ par rapport à la direction perpendiculaire à la périodicité.

Figure 10.5 � Structuration en motifs cylindriques périodiques étudiée dans le cadre du projet
ANR PIRANEX. Les paramètres relatifs aux motifs, soit l'épaisseur h1 du �lm d'or, le diamètre D, la hauteur
h2 et la période Λ, peuvent être ajustés de manière à optimiser la sensibilité de la biopuce plasmonique ainsi
obtenue. Les résultats présentés proviennent des résultats de Sarkar et al. [126].

Dans une telle con�guration, trois modes plasmoniques peuvent être générés [126] :
� Un mode de Bragg noté BM (ou Bragg Mode), induit par la périodicité des motifs, pour
lequel le champ électrique est localisé sur la partie supérieure des cylindres.

� Un mode plasmon localisé (Localized Surface Plasmon ou LSP), dépendant de la forme des
nanostructures (diamètre, hauteur), localisé à leur base.

� Un mode dit "couplé" ou HLP (en référence à la désignation Hybrid Lattice Plasmon),
résultant du couplage entre le plasmon propagatif (PSP ou Propagating Surface Plasmon)
excité à la surface du �lm d'or et le mode de Bragg BM.
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Dans une con�guration jugée optimale (pour des valeurs de h1 et h2 égales à 30 nm, un
diamètre D de 80 nm et une période Λ de 200 nm), ces trois modes plasmoniques peuvent être
excités dans la gamme spectrale 500 nm - 1000 nm pour un angle d'incidence θ choisi de 71.1 ◦

(angle interne pour un prisme de verre BK7). La Figure 10.6 présente la confrontation des simu-
lations e�ectuées sur la base de ces paramètres par Mitradeep Sarkar, en thèse au Laboratoire
Charles Fabry (LCF), face aux résultats expérimentaux obtenus sur une biopuce nanostructurée
(suivant ces mêmes paramètres), réalisée par Jean-François Bryche à l'Institut d'Electronique
Fondamentale (IEF), et caractérisée par Aurore Olivéro (LCF).

Le pro�l spectral de la ré�ectivité (TM/TE), obtenu expérimentalement avec le banc de
caractérisation angulo-spectral (partie II) démontre clairement l'existence des trois modes plas-
moniques prédis par les simulations numériques.

Figure 10.6 � Pro�l spectral de résonance pour un angle d'incidence de 71.1 ◦ sur un prisme de
verre BK7. Une épaisseur de 30 nm commune au �lm d'or et aux cylindres, un diamètre de 80 nm et une période
de 200 nm ont été considérés lors des simulations et de la fabrication de la biopuce. Les résultats théoriques et
expérimentaux ont été obtenus respectivement par Mitradeep Sarkar et Aurore Olivéro, doctorants au Laboratoire
Charles Fabry.
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La Figure 10.7 montre une image de microscopie électronique à balayage des nanostructures
correspondantes, fabriquées par lithographie à faisceaux d'électrons.

Figure 10.7 � Image de microscopie électronique à balayage d'un échantillon nanostructuré. Une
épaisseur de 30 nm commune au �lm d'or et aux cylindres, un diamètre de 80 nm et une période de 200 nm ont
été considérés lors de la fabrication de la biopuce. Cette caractérisation a été réalisée par Jean-François Bryche
(IEF).

Parallèlement à ces premières caractérisations plasmoniques, des mesures SERS ont été réa-
lisées au laboratoire de Chimie, Structures, Propriétés de Biomatériaux et d'Agents Thérapeu-
tiques (CSPBAT) par Raymond Gillibert. L'exaltation Raman a été mise en évidence dans le
cadre de la détection du thiophénol, pour trois couples diamètre-période di�érents, notés 200-
300, 200-350 et 200-400 (chaque dimension étant exprimée en nanomètres). La comparaison des
signatures spéci�ques associées et celle enregistrée sur un �lm d'or plat (�at gold layer) est pré-
sentée sur la Figure 10.8.

En premier lieu, l'absence de signal détectable, dans le cas d'un �lm métallique plat, démontre
la nécessité d'une structuration de la surface à l'échelle de la centaine de nanomètres a�n de
générer un signal Raman mesurable. D'autre part, dans le cas des nanostructures métalliques
étudiées ici, un signal SERS important est généré pour le thiophénol, d'autant plus élevé que la
période des motifs est faible.
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Figure 10.8 � Signaux SERS enregistrés dans le cas du thiophénol, adsorbé sur trois échantillons
nanostructurés di�érents. Trois couples diamètre-période ont été caractérisés dans cette étude, notés 200-
300, 200-350 et 200-400 d'après les dimensions exprimées en nanomètres. Le signal détecté pour l'adsorption du
thiophénol sur un �lm d'or plat (�at gold layer) est représenté à titre de référence. Les caractérisations présentées
ont été réalisées par Raymond Gillibert (CSPBAT).

Ces résultats encourageants marquent ainsi une première étape de validation de la structu-
ration choisie, constituée de nanocylindres déposés sur d'un �lm d'or de 30 nm, dans le cadre de
la recherche d'un substrat commun aux mesures SPR et SERS. Les observations rapportées per-
mettent également d'envisager une étude complémentaire des propriétés plasmoniques de telles
biopuces : quelques caractérisations préliminaires, réalisées au Laboratoire Charles Fabry, sont
présentées dans la suite de ce paragraphe.

10.3.2 Etudes préliminaires des propriétés plasmoniques

Présentant des propriétés semblables au plasmon propagatif conventionnel, le mode couplé
est fortement a�ecté par les modi�cations du milieu diélectrique couvrant. Plus précisément, le
con�nement du champ électrique associé, sur les nanocylindres, présente une portée limitée (≈ 30
nm), adaptée à la détection d'évènements biomoléculaires se produisant au voisinage immédiat
des structures. De ce fait, l'optimisation des di�érents paramètres étudiés, soit les hauteurs h1

et h2 du �lm d'or et des cylindres, leur diamètre D ainsi que la période Λ de l'arrangement,
est e�ectuée vis-à-vis de la sensibilité de ce mode particulier. De manière plus concrète, deux
propriétés sont à di�érencier dans cette étude :

� La sensibilité du mode couplé à l'adsorption d'une couche biologique, qui doit être maxi-
male.

� La sensibilité aux variations d'indice du milieu couvrant, dont l'amplitude doit être mini-
misée pour rendre la biodétection indépendante des �uctuations de température du milieu
couvrant ou des variations de concentration de la solution contenant les espèces cibles re-
cherchées.
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Dans le cas de la structure présentée précédemment (h1 = h2 = 30nm, D = 80 nm et Λ = 200
nm), ces deux contributions ont été déterminées expérimentalement, en interrogation spectrale,
pour un angle d'incidence �xe de 71.1 ◦). En e�et, en raison du plus faible contraste de résonance
observé en comparaison avec un plasmon propagatif conventionnel sur un �lm d'or plat, ce type
de mesure (ou son analogue, l'interrogation angulaire) doit être privilégié face à l'interrogation
en ré�ectivité. Les développements expérimentaux réalisés précédemment dans le cadre de la mé-
thode d'interrogation multi-spectrale prennent de ce fait une signi�cation nouvelle dans ce projet.

La sensibilité du mode couplé à l'adsorption d'une couche biologique a ainsi été évaluée dans
le cas de l'albumine (BSA ou Bovine Serum Albumin), en étudiant la position spectrale du
mode localisé dans l'eau, avant et après injection de BSA à 1 mg/mL en tampon phosphate.
De même, la sensibilité aux variations d'indice du milieu diélectrique a été estimée d'après le
décalage spectral induit par un saut d'indice de 10−2 RIU. Les résultats obtenus lors de ces
caractérisations expérimentales sont présentées sur la Figure 10.9.

178



10.3. Modélisation des échantillons nanostructurés et validation expérimentale

(a) Décalage spectral du mode couplé observé pour l'adsorption d'une
monocouche de BSA. Le pro�l spectral plasmonique a été enregistré en eau, avant
et après injection d'une solution de BSA (albumine) préparée à 1 mg/mL en tampon
phosphate.

(b)Décalage spectral du mode couplé observé pour un saut d'indice de 10−2

RIU. Le pro�l spectral plasmonique a été enregistré en eau, puis dans une solution
de sucrose présentant une di�érence d'indice optique de 10−2 RIU par rapport à l'eau.

Figure 10.9 � Etude de la sensibilité du mode couplé à l'adsorption de matériel biologique et à la
variation d'indice du milieu couvrant. La structure étudiée (h1 = h2 = 30 nm, D = 80 nm et Λ = 200 nm)
a été analysée en interrogation spectrale, à un angle d'incidence �xe de 71.1 ◦ (angle interne pour un prisme de
verre BK7). Les résultats présentés ont été obtenus par Aurore Olivéro, doctorante au Laboratoire Charles Fabry.

Des sensibilités respectives de l'ordre de 3 nm/nm (soit le décalage spectral observé par nano-
mètre de couche biologique adsorbée) et 3000 nm/RIU (soit le décalage observé par unité d'indice
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réfractif) peuvent être estimées d'après ces résultats. En comparaison, les valeurs obtenues pour
une biopuce conventionnelle (or plan) sont quant à elles estimées à 4 nm/nm et 4000 nm/RIU à
750 nm.

Ainsi, la biopuce nanostructurée étudiée, pour laquelle d'excellentes performances en SERS
ont été démontrées précédemment, peut être également utilisée en SPR. Bien qu'aucune amé-
lioration, en termes de signal plasmonique, n'ait été observée au premier abord par rapport à
une puce conventionnelle, il est important de souligner que dans le cas du mode couplé, seule la
contribution des molécules adsorbées sur les cylindres est signi�cative (Figure 10.10a). En e�et,
l'accrochage de matériel biologique sur la partie d'or plan située entre les nanocylindres n'induit
pas de décalage de la résonance, en raison de la très faible amplitude du champ électrique à cet
endroit. En revanche, dans le cas d'une biopuce conventionnelle, toutes les espèces accrochées
contribuent de manière équivalente au signal enregistré (Figure 10.10b).

(a) Sensibilité locale du mode couplé à
l'adsorption de biomolécules sur la bio-
puce.

(b) Sensibilité étendue du plasmon pro-
pagatif à l'adsorption de biomolécules
sur la biopuce.

Figure 10.10 � Di�érence des surfaces sondées par le mode couplé, dans le cas d'une biopuce
structurée, et du plasmon propagatif, dans le cas d'une biopuce conventionnelle.

De ce fait, une quantité moindre de molécules cibles est nécessaire dans le cas d'une biopuce
structurée pour produire un signal comparable à celui enregistré pour un �lm d'or plat. Les
applications de détection de molécules présentes à l'état de traces peuvent donc tirer pro�t d'une
telle con�guration, à condition de limiter l'adsorption des molécules cibles aux points chauds de
la structure (les cylindres, dans le cas présent). Cette localisation peut être réalisée par le dépôt
d'une couche de silice : une chimie orthogonale, basée sur les a�nités di�érentes des matériaux
en présence, permet alors le gre�age des molécules sondes aux endroits désirés (Figure 10.11).

Figure 10.11 � Principe de la localisation des molécules sondes et cibles sur les nanocylindres. Un
dépôt de silice permet de bloquer les parties d'or plat ne contribuant pas au signal SPR correspondant au mode
localisé. L'utilisation d'une fonctionnalisation chimique orthogonale permet le gre�age des molécules sondes sur
les cylindres d'or disponibles.
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Le principe de cette procédure, développée par l'Institut des Nanotechnologies de Lyon (INL)
dans le cadre du projet ANR PIRANEX, est basé sur l'utilisation de deux molécules distinctes,
présentant des a�nités spéci�ques vis-à-vis des deux matériaux de la biopuce. Ainsi, la formation
de couches auto-assemblées di�érentes sur l'or et la silice peut être obtenue par cette méthode.
Un choix judicieux du groupement fonctionnel des molécules sondes permet alors un gre�age
ciblé sur les nanocylindres.

Validée par Francisco Palazon (en thèse à l'INL) à l'échelle macroscopique et microscopique,
cette technique de chimie orthogonale est actuellement en cours de caractérisation sur les biopuces
nanostructurées.

10.4 Conclusions des résultats préliminaires obtenus dans le cadre
du projet ANR PIRANEX

Relativement ambitieux, le projet ANR PIRANEX adresse une multitude de dé�s technolo-
giques. L'implémentation d'un système bimodal, combinant une biodétection par SPR à une
identi�cation par SERS, fait intervenir di�érents partenaires spécialisés en instrumentation,
nanostructuration, fonctionnalisation chimique et applications biologiques pour répondre aux
contraintes expérimentales posées.

A l'heure actuelle, la possibilité d'utilisation d'un substrat plasmonique commun a pu être
validée. Une caractérisation de la chimie de surface développée de manière parallèle a également
fourni des résultats prometteurs. L'étape suivante, indispensable pour démontrer les avantages
o�erts par la nanostructuration de surface pour la détection de traces, consiste à passiver une
partie de la biopuce par un dépôt de silice. Cette procédure constitue un aspect important des
recherches e�ectuées au sein de l'Institut d'Electronique Fondamentale.

Menés de manière indépendante, les développements instrumentaux ont également été initiés.
Ces travaux, qui s'inscrivent dans le cadre de la thèse d'Aurore Olivéro, visent à satisfaire les
contraintes liées à l'assemblage de deux techniques distinctes, en particulier par l'optimisation du
montage optique et du système de �uidique, permettant la combinaison recherchée des lectures
SPR et SERS sur une même biopuce.
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Face aux exigences particulières du domaine de la biodétection, nécessitant une mesure rapide,
précise, et multiplexe d'interactions biomoléculaires, les capteurs plasmoniques incarnent sans
conteste une solution avantageuse. Combinant une mesure sans marquage, en temps réel, avec
un débit de données élevé, ces systèmes sont désormais bien établis sur le marché industriel face
aux techniques telles que la �uorescence.

A l'heure actuelle, di�érents modes de lecture peuvent être implémentés a�n de collecter le
signal issu de la transduction optique, basée sur le phénomène de résonance des plasmons de sur-
face (SPR). Parmi les plus courants, l'interrogation en ré�ectivité o�re une détection multiplexe
permettant l'étude de plus d'une centaine d'interactions en parallèle sur une même biopuce.
Cependant, en raison de la con�guration adoptée, cette méthode sou�re de deux limitations
impactant directement la qualité de mesure dans des conditions de détection complexes : la
dispersion des données et la dynamique restreinte, toutes deux associées au choix d'un point
de fonctionnement unique en termes de longueur d'onde et d'angle d'incidence sur la biopuce
plasmonique.

Par une mesure directe du décalage de la résonance, les modes d'interrogation angulaire et
spectrale constituent des alternatives relativement intéressantes, et a�chent une résolution et
une dynamique de mesure nettement supérieures. Cependant, la plupart de ces systèmes res-
tent limités à un très faible nombre d'analyses en parallèle, à l'exception de quelques prototypes
fonctionnant en interrogation angulaire, dont la cadence reste par ailleurs imposée par un mou-
vement de balayage mécanique. L'équivalent spectral de telles con�gurations n'est en revanche
pas représenté à l'échelle industrielle.

Ces observations ont ainsi motivé le développement d'une nouvelle méthode d'interrogation
multi-spectrale, visant à répondre aux exigences de précision et de dynamique de mesure posées
par de nombreuses applications, tout en gardant des propriétés d'acquisition, en termes de réso-
lution temporelle et de débit de données, équivalentes à l'interrogation en ré�ectivité. Pour cela,
plusieurs critères de performance ont été dé�nis : une résolution de 10−6 RIU, une dynamique
de l'ordre de 10−2 RIU, ainsi que la présence d'un dispositif d'imagerie en deux dimensions, et
une cadence d'acquisition inférieure à 30 s par point de mesure pour des études de cinétiques de
quelques minutes.

Initié par la société HORIBA Scienti�c, ce projet a été mené en étroite collaboration avec
le Laboratoire Charles Fabry, disposant d'un banc de mesure par SPR adapté à l'étude envi-
sagée. O�rant la possibilité de réaliser un balayage spectral, grâce à l'utilisation d'une lampe
halogène combinée à un monochromateur, ce dispositif expérimental a permis de réaliser une
caractérisation précise de l'in�uence de la con�guration spectrale choisie, soit l'ensemble des
longueurs d'onde d'interrogation pour un angle d'incidence �xe, sur la qualité de mesure du dé-
calage spectral de la résonance. En raison du faible nombre de longueurs d'onde considéré lors
de ces expériences, un traitement de données adapté a été utilisé en conséquence : un ajustement
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pseudo-Lorentzien, permettant une reconstruction relativement précise du pro�l spectral de la
résonance plasmonique.

Résultat marquant de cette étude, la résolution est apparue comme étant quasi-indépendante
du nombre de longueurs d'onde incidentes choisies. En e�et, une analyse poussée des sources de
limitation du système a conduit à l'observation d'un bruit de speckle à l'origine du comportement
observé. Malgré cette contribution, la résolution atteinte avec seulement 5 longueurs d'onde
espacées de 10 nm, de l'ordre de 7 pm ou 2.10−6 RIU en termes de variations d'indice optique,
a permis de répondre favorablement aux critères dé�nis.

La dynamique de mesure a quant à elle démontré une dépendance au nombre de longueurs
d'onde incidentes. Evaluée à de manière théorique à 8 × 10−3 RIU pour 5 longueurs d'onde, et
con�rmée expérimentalement, cette performance a ainsi permis de répondre de manière positive
aux critères avancés. Parallèlement, une qualité de mesure supérieure par rapport à l'interrogation
en ré�ectivité a également été mise en évidence, par une étude comparative de la dispersion des
données.

En�n, le choix d'une con�guration de balayage spectral à 5 longueurs d'onde a permis de
satisfaire aux deux dernières exigences exprimées. D'une part, la capacité d'imagerie en deux
dimensions de la biopuce a été gardée intacte, et d'autre une cadence d'acquisition de 10 s par
point de mesure a pu être atteinte. Une mise en application à l'étude d'une interaction ADN-
ADN a ainsi permis de valider les performances de la méthode d'interrogation multi-spectrale
développée, face à celle plus classique de l'interrogation en ré�ectivité.

Suite à ces premiers résultats encourageants, le projet a été orienté vers le développement
d'une nouvelle source multi-spectrale à base de 5 diodes électro-luminescentes (LEDs). Moins
coûteux et nettement plus compact qu'un monochromateur, un tel dispositif constitue en en
e�et une solution technique bien plus attractive à l'échelle industrielle. Grâce à l'implémentation
d'une source de courant commutable adaptée, un prototype a pu être aisément intégré à un banc
de mesure par SPR existant, sans nécessiter de modi�cation du montage.

Une première caractérisation ayant mis en évidence des performances inférieures à celles
obtenues avec un monochromateur, une étude des limitations possibles du système a été menée.
Les résultats obtenus ont ainsi conduit à l'observation d'un bruit temporel en intensité, a�ectant
de manière corrélée toute la surface de la biopuce. Plus problématiques encore, les �uctuations
en longueur d'onde de l'illumination multi-spectrale ont été attribuées à un régime de chau�e
transitoire des LEDs lors de la commutation.

Une solution simple a cependant pu être mise en oeuvre pour réduire ces variations a�ectant
sensiblement la qualité de mesure. L'utilisation de 5 �ltres interférentiels, présentant une bande
passante de 10 nm, a ainsi permis de limiter à une dizaine de picomètres les �uctuations spectrales
des LEDs, et d'atteindre une résolution de l'ordre de 20 pm, soit 5× 10−6 RIU. Parallèlement à
cette optimisation, une correction particulière des données recueillies par ce dispositif a également
dû être adoptée, en raison des conditions d'incidence angulaire di�érentes des 5 LEDs.

Le système obtenu, combinant comme souhaité l'imagerie en deux dimensions à une résolu-
tion temporelle su�sante (une cadence de 10 s par point a été démontrée), a pu être validé par
la mesure en cinétique d'une interaction ADN-ADN. Malgré les performances relativement sa-
tisfaisantes a�chées par le prototype implémenté, des améliorations restent envisagées à ce jour
pour stabiliser l'émission des LEDs et tenter d'atteindre une résolution plus proche de 10−6 RIU.
Par exemple, l'utilisation de "shutters" électro-mécaniques, placés devant les 5 LEDs allumées
en continu, permettrait de s'a�ranchir des dérives importantes observées à l'allumage. D'autre
part, la réponse rapide de ces systèmes, de l'ordre de la dizaine de millisecondes, resterait par-
faitement compatible vis-à-vis de la résolution temporelle visée par ce dispositif d'interrogation
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multi-spectrale.

A�n d'exploiter les performances nouvellement démontrées par la méthode d'interrogation
multi-spectrale introduite lors de ces travaux, une dernière série d'expériences applicatives a été
e�ectuée. L'un des principaux avantages de la méthode résidant dans la plus grande dynamique
de mesure autorisée, une étude a ainsi été menée en conditions complexes.

Grâce à la collaboration du Dr. Damjana Kastelic du Centre de Recherche Allemand sur le
Cancer, les performances de mesure en sérum dilué ont pu être testées pour deux marqueurs
potentiels du cancer, UBC12 et UBP14, intervenant dans le système de dégradation cellulaire
ubiquitine-protéasome. Dans une première approche, la limite de détection a été évaluée en
tampon phosphate : une valeur de 500 ng/mL a ainsi été déterminée dans les deux cas.

Dans un second temps, la détection a été réalisée en sérum dilué à 20% en tampon phosphate.
Malheureusement, en raison du haut niveau d'interaction non spéci�que relevé, à la fois sur les
plots de sondes spéci�ques et ceux servant de contrôle négatif, aucune donnée signi�cative n'a pu
être extraite. Des expériences complémentaires restent par conséquent nécessaires a�n de valider
la méthode implémentée en conditions d'analyse réelles. L'injection des biomarqueurs potentiels
sélectionnés dans un sérum plus dilué (de 1% à 10%), combinée à une passivation plus e�cace
de la biopuce, constitue l'une des pistes de recherche envisagées.

Dans ce but, une dernière étude a été menée a�n de déterminer les conditions de régénération
optimales, permettant la désorption des biomolécules cibles de la surface de la biopuce, sans af-
fecter l'activité des espèces sondes gre�ées. Parmi les di�érentes solutions testées, un mélange de
glycine et d'acide chlorhydrique à pH 3 semble relativement prometteur, mais nécessiterait une
expérience de validation supplémentaire. Une telle étude est en cours de plani�cation à l'heure
actuelle.

A l'instar de ces expériences, la méthode d'interrogation multi-spectrale implémentée o�re
des perspectives variées. L'intégration de ce mode de mesure SPR est actuellement en cours
d'étude dans le cadre du projet ANR PIRANEX, destiné au développement d'un système bimodal
associant la SPR à la spectroscopie Raman exaltée de surface. Ces travaux, réalisés dans le cadre
de la thèse d'Aurore Olivéro, doivent en particulier répondre aux contraintes instrumentales liées
à ces deux méthodes de lecture.

En�n, l'intégration relativement aisée d'un module compact, tel que celui développé sur la
base de 5 LEDs, à un banc de mesure SPR existant a été démontrée dans ce manuscrit. Ce résultat
permet d'envisager la commercialisation d'un module d'illumination multi-spectral "plug and
play" à bas coût, apportant les avantages de l'interrogation spectrale à une base expérimentale
d'interrogation en ré�ectivité.
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Annexe A

Extraction et traitement des données

en interrogation multi-spectrale

Element central de la méthode d'interrogation multi-spectrale développée, l'extraction et
l'ajustement des données de ré�ectivités discrètes permet la reconstruction du pro�l spectral
de la résonance plasmon. Cette procédure, indispensable à la détermination de la position du
minimum de ré�ectivité, est détaillée dans cette annexe.

A.1 Principe général

Le traitement des données issues de l'interrogation multi-spectrale est réalisé en 4 étapes
consécutives, implémentées au sein d'un code développé sous Matlab :

1. Dans un premier temps, l'utilisateur spéci�e le répertoire des données contenant les dos-
siers des images de ré�ectivité enregistrées en polarisation TM et TE. Un �chier texte
contenant les informations relatives à la con�guration spectrale adoptée, enregistré lors des
expériences, est lu automatiquement.

2. Dans un deuxième temps, la création d'une image "masque" binaire permet de dé�nir
l'ensemble des pixels constituant chaque plot sonde.

3. Une fois ces régions d'intérêt déterminées, le masque est appliqué à chaque image de ré�ecti-
vité enregistrée au cours du temps. Cette étape génère ainsi une matrice à trois dimensions,
dont chaque élément renvoie à la valeur de ré�ectivité TM normalisée par celle TE associée
à un plot sonde pour une longueur d'onde incidente donnée, et un instant précis de la
cinétique d'interrogation multi-spectrale.

4. A partir de cette matrice de données, un ajustement pseudo-Lorentzien est appliqué à
chaque ensemble deN valeurs de ré�ectivité correspondant auxN longueurs d'onde choisies
(dé�nies automatiquement lors de la première étape), pour un instant et un plot donné.
Cette étape produit ainsi une matrice à deux dimensions, contenant les positions spectrales
de la résonance plasmon associées à un plot sonde et à un instant précis de la cinétique
enregistrée.

Pour plus de clarté, le déroulement de ce traitement est résumé sur la Figure A.1.
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Figure A.1 � Principe du code d'extraction des données enregistrées en interrogation spectrale
développé sous Matlab. Après lecture des paramètres d'acquisition dans le �chier de con�guration, un masque
est créé de manière à associer des zones de pixels (ROI) des images en ré�ectivité aux plots sondes. Une fois cette
étape terminée, commence l'extraction des données, par la création d'une matrice à trois dimensions R(λ, t, ROI)
contenant les valeurs de ré�ectivité TM/TE associées aux longueurs d'onde incidentes, aux plots sondes et aux
temps de prise des images. Sur la base de ces résultats, un ajustement pseudo-Lorentzien est appliqué à chaque
ensemble de valeurs de ré�ectivité discrètes correspondant à une ROI et un instant de mesure donnés. La matrice
à deux dimensions ainsi créée, λmin(t, ROI), contient alors les valeurs des positions de la résonance plasmon, au
cours du temps, pour chaque plot sonde de la biopuce.

Présenté de manière succincte, le traitement de données repose sur deux étapes majeures : la
création d'une image "masque" permettant l'extraction des valeurs de ré�ectivité correspondant
à chaque plot sonde, ainsi que l'ajustement pseudo-Lorentzien, élément central de la méthode
d'interrogation multi-spectrale développée. Quelques précisions relatives à ces deux étapes im-
portantes sont apportées dans les paragraphes suivants.

A.2 Création de l'image "masque"

Le principe de la création de l'image "masque" servant à l'extraction des valeurs de ré�ectivité
est illustrée sur la Figure A.2. L'idée principale de ce traitement repose sur la génération d'une
matrice binaire, de taille égale à celle des images enregistrées lors de la procédure d'interrogation
multi-spectrale (1392×1024 pixels), dont les éléments de valeur 1 sont associés au pixels d'intérêt,
soit ceux appartenant aux plots sonde étudiés. Le fond des images analysées, est quant à lui
associé à la valeur 0.

L'obtention du masque est réalisée par un seuillage, destiné à distinguer les pixels "signi�-
catifs", ayant exprimé un signal su�samment élevé face à l'adsorption de matériel biologique,
de ceux "non signi�catifs". En raison de la di�érence de réactivité qui peut être observée entre
les plots sondes, un seuil "mobile", dont la valeur s'adapte automatiquement à chaque région
d'intérêt analysée, est utilisé.

Cette procédure est réalisée en plusieurs étapes successives, détaillées dans la suite de ce
paragraphe.
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A.2.1 Dé�nition des paramètres de la matrice

Dans un premier temps, l'utilisateur crée, à partir de la pile de données disponibles, une
image de variation de ré�ectivité (TM/TE) qui servira de base à la création de l'image masque.
Le plus fréquemment, une di�érence entre deux images prises avant et après une interaction
biomoléculaire est e�ectuée, de manière à générer un contraste su�sant pour distinguer les plots
sondes du reste de la biopuce. Dans le cas présent, cette procédure est justi�ée par l'injection
d'une séquence TaCal commune à tous les plots sondes en début d'expérience : dans un cas
di�érent, une image de variation de ré�ectivité en réponse à un saut d'indice pourrait être
utilisée.

Après dé�nition de la structure de la matrice (en termes du nombre de lignes et de colonnes
des plots, et de la position des sondes et des références), l'utilisateur est invité à dé�nir manuel-
lement les quatre plots extrêmes sur l'image de ré�ectivité préalablement choisie. Le calcul des
coordonnées des autres plots est alors réalisé automatiquement par le programme.

A.2.2 Seuillage

Dans un deuxième temps, une zone de Nx ×Ny pixels (les valeurs de Nx et Ny pouvant être
ajustées suivant le grandissement optique qui a été utilisé lors des expériences, mais étant géné-
ralement de l'ordre de 30 à 50 pixels) est attribuée à chacun des plots déterminés précédemment.
La sélection des pixels signi�catifs au sein de chaque région d'intérêt (ROI) ainsi dé�nie est alors
réalisée de la manière suivante :

� Pour les plots de référence, la valeur de tous les pixels de la (ROI) correspondante est �xée
à 1.

� Pour les plots sondes, l'utilisateur dé�nit un seuil "absolu" S, à partir duquel sera calculé
un seuil "relatif" à chaque ROI. Pour cela, un histogramme de la valeur ∆R des pixels est
tout d'abord calculé sur chaque zone attribuée à un plot sonde. Un ajustement gaussien,
utilisé en première approximation, permet de déterminer la valeur SROI la plus fréquente,
correspondant à la position du maximum de l'histogramme en termes de variation de ré-
�ectivité ∆R. Une valeur de seuil relatif S × SROI est alors appliquée à tous les pixels de
la ROI considérée : tous les pixels a�chant une variation ∆R supérieure au seuil relatif
prennent la valeur 1, les autres étant �xés à 0.

L'image "masque" ainsi obtenue est réutilisée par la suite pour l'extraction des valeurs de
ré�ectivité associées à chaque plot de la matrice : cette étape est abordée dans le paragraphe
suivant.
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Figure A.2 � Principe de la procédure de création de l'image "masque". Après dé�nition de la matrice
de la biopuce analysée sur une image de variation de ré�ectivité, une zone de Nx et Ny pixels est attribuée à chaque
plot. Pour les références, les valeurs de la région d'intérêt (ROI) sont �xées à 1. Dans le cas des plots sondes,
une histogramme des valeurs des pixels est calculé pour chaque ROI : le seuil relatif à appliquer correspond alors
au produit d'un seuil "absolu" S, dé�ni par l'utilisateur, par un seuil "relatif" SROI correspondant à la valeur
maximale de l'histogramme. Les pixels ayant une valeur supérieure à celle S×SROI sont alors �xés à 1, les autres
ayant une valeur nulle. L'image masque ainsi créée peut être utilisée par la suite pour l'extraction des données.

A.2.3 Extraction des valeurs de ré�ectivité

D'après les étapes préliminaires e�ectuées précédemment, chaque plot (sonde ou référence)
a été associé à une ROI Nx ×Ny pixels. Une image "masque" a également été créée a�n de ne
sélectionner que les pixels signi�catifs de chaque ROI. Basée sur ces informations, l'extraction des
valeurs de ré�ectivité (Figure A.3) est réalisée par une double boucle, à la fois sur les longueurs
d'onde incidentes et le numéro des images de ré�ectivité (directement lié au temps de la mesure
cinétique) :

� Pour une longueur d'onde λ donnée, le programme extrait la première image enregistrée en
polarisation TM. L'image TE correspondante, dont l'acquisition est réalisée en début d'ex-
périence, avant le balayage spectral cinétique, est utilisée pour la normalisation. L'image
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de ré�ectivité (TM/TE) ainsi obtenue est alors multipliée par l'image masque : l'image
résultante permet l'extraction de la valeurs de ré�ectivité associée à chaque sonde, par une
moyenne des valeurs des pixels signi�catifs de la ROI correspondante.

� La réitération de cette procédure pour les images de ré�ectivité TM suivantes, ainsi que
pour les autres longueurs d'ondes incidentes choisies lors de l'expérience, permet la création
d'une matrice de données R(λ, t, ROI) contenant les valeurs de ré�ectivité associées à
chaque ROI au cours du temps, et pour chaque longueur d'onde d'interrogation.

Figure A.3 � Principe de l'extraction des valeurs de ré�ectivité. Après génération de l'image "masque",
le programme parcourt le �chier contenant les données enregistrées lors de l'expérience. Chaque image en polari-
sation TM est tout d'abord normalisée par celle TE correspondante (soit à la même longueur d'onde incidente,
prise en début d'expérience), puis multipliée par l'image "masque". La valeur de ré�ectivité R(λ, t, ROI) associée
à chaque plot de la biopuce pour une longueur d'onde et un temps (ou numéro d'image) donnés, est calculée par
la moyenne des valeurs des pixels "signi�catifs" de la ROI correspondante.
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A.3 Ajustement pseudo-Lorentzien

Les valeurs de ré�ectivité discrètes contenues dans la matrice R(λ, t, ROI) permettent de
reconstruire le pro�l de la résonance, par un traitement adapté. Dans le cadre de ces travaux, un
ajustement pseudo-Lorentzien est utilisé (Équation A.1).

R(λ) = R0 ×
(

1−D × W +A× (λ− λ0)

W 2 + (λ− λ0)2

)
(A.1)

Les cinq paramètres apparaissant dans l'Équation A.1 sont directement liés aux conditions
expérimentales de couplage de l'onde excitatrice aux plasmons de surface. Contrairement aux
méthodes plus courantes, la fonction utilisée ici présente donc une réelle signi�cation physique.

Le principe de l'extraction de la valeur λmin de la position du minimum de ré�ectivité reste
relativement simple (Figure A.4). Pour chaque point expérimental (t, ROI), un vecteur R(λ) des
valeurs de ré�ectivités discrètes peut être extrait à partir de la matrice de données R(λ, t, ROI).
L'ajustement pseudo-Lorentzien est alors appliqué a�n de retracer le pro�l spectral de la ré-
sonance plasmon. La position du minimum, détectée automatiquement par le programme, est
enregistrée dans une matrice λmin(t, ROI). Ainsi, l'évolution du décalage spectral de la résonance
est accessible en fonction du temps, et en tout point de la biopuce analysée.

192



A.3. Ajustement pseudo-Lorentzien

Figure A.4 � Principe de l'extraction de la position de la résonance par ajustement pseudo-
Lorenztien. Après extraction des valeurs de ré�ectivité discrètes sous la forme d'une matrice R(λ, t, ROI),
chaque vecteur de valeurs R(λ) associée à une ROI et un temps donnés fait l'objet d'une reconstruction pseudo-
Lorentzienne. La position du minimum λmin, déterminée automatiquement, est sauvegardée dans une matrice
λmin(t, ROI). L'évolution du décalage de la résonance plasmon peut alors être étudiée pour chaque ROI, en
fonction du temps.
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Annexe B

Caractérisation du bruit thermique en

interrogation multi-spectrale

A�ectant de manière directe l'indice optique du milieu diélectrique en contact avec la bio-
puce, le bruit thermique doit impérativement être pris en compte lors de la caractérisation des
performances des systèmes de SPR.

Dans le cadre des travaux présentés dans ce manuscrit, cette contribution a été évaluée expé-
rimentalement sur un banc de SPR basé sur une lampe halogène couplée à un monochromateur,
introduit dans la partie II. Un protocole relativement simple a été adopté : le signal issu de l'in-
terrogation multi-spectrale a été enregistré au cours du temps, parallèlement à des changements
de consigne du module Peltier permettant de réguler la température du milieu diélectrique en
contact avec la biopuce, de l'eau dans le cas de cette expérience.

Plus précisément, une con�guration à 5 longueurs d'onde espacées de 20 nm a été choisie,
o�rant une précision et une dynamique adaptée à l'amplitude des variations étudiées. Le signal
ainsi obtenu a été extrait puis moyenné sur 100 régions de 41× 41 pixels. Exprimé en termes de
l'opposé du décalage spectral du minimum de ré�ectivité −∆λmin, le résultat de ce traitement
est corrélé à la température mesurée par une sonde thermique en contact avec la cellule �uidique
Figure B.1). En e�et, l'indice optique du milieu diélectrique évoluant en sens inverse de la tem-
pérature, une augmentation de la consigne du module Peltier induit un décalage spectral négatif
en interrogation multi-spectrale.
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Annexe B. Caractérisation du bruit thermique en interrogation multi-spectrale

Figure B.1 � Mesure expérimentale des variations de signal en interrogation multi-spectrale,
induites par un changement de consigne du module Peltier régulant la température de la cellule
�uidique. Le signal enregistré en interrogation multi-spectrale, basée sur une con�guration à 5 longueurs d'onde
espacées de 20 nm, a été moyenné sur 100 régions de 41 × 41 pixels réparties à la surface d'une biopuce en or
recouverte d'eau. Le résultat obtenu, exprimé en termes de décalage spectral ∆λmin de la résonance, a été tracé
au cours du temps, parallèlement à la variation de la température de consigne du module Peltier, et de celle
e�ective mesurée par une sonde thermique en contact avec la cellule �uidique.

D'après cette caractérisation, une augmentation de température de 2 ◦C est associée à une
variation de - 0.76 nm du minimum de ré�ectivité plasmon, soit une variation d'indice optique
d'environ 10−3RIU/ ◦C. Une régulation à 0.01 ◦C du module Peltier induit donc des �uctuations
d'une amplitude de 3.8 pm sur le décalage spectral ∆λmin de la résonance.
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Annexe C

Fonctionnalisation des biopuces et

interactions ADN-ADN

Une fonctionnalisation chimique des biopuces a été élaborée précédemment [96] au Labora-
toire Charles Fabry, dans le cadre des activités de recherche portant sur les biocapteurs plasmo-
niques. Le protocole correspondant, détaillé dans cette annexe, a été utilisé dans le cadre des
études d'interaction ADN-ADN e�ectuées dans les Parties II et III de ce manuscrit.

C.1 Protocole de fonctionnalisation chimique des biopuces

Les quantités indiquées dans les paragraphes suivants permettent la fonctionnalisation de 4
lamelles d'or, constituant les biopuces plasmoniques, en parallèle.

Solvants et réactifs

Le détail des produits utilisés dans le cadre des travaux présentés dans ce manuscrit est donné
dans le Tableau C.1.

Quelques conseils et astuces...

� Toujours utiliser de l'eau ultrapure provenant du puri�cateur, jamais de l'eau du robinet.
� Faire attention à l'éthanol, il en existe 2 types : l'éthanol non puri�é et l'éthanol dit
"Normapur" qui contient une très faible quantité d'eau. Il est impératif d'utiliser ce dernier
pour la fonctionnalisation "cystéamine" qui est très sensible à l'eau.

� Pour les di�érentes phases de rinçage, utiliser des bains plutôt que des rinçages à la pissette
qui laissent des traces sur les lamelles.

� Lors des di�érents bains, plonger / ressortir lentement les lames.
� Pour sécher les lamelles aux di�érentes étapes de la chimie, les poser à la verticale et
attendre environ 5 min. Ne pas utiliser l'air comprimé qui n'est pas �ltré.

� Pour les bains d'éthanol, de DMF, les étapes de cystéamine et de PDC + DMF + Pyri-
dine, un rinçage préalable des récipients et ustensiles avec les solvants correspondants est
conseillé (éthanol ou DMF).
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Annexe C. Fonctionnalisation des biopuces et interactions ADN-ADN

Tableau C.1 � Liste des réactifs utilisés.

Produit Référence Fournisseur

Ethanol
("Normapur", 99.8%)

20821.296 VWR International

β-Mercaptoethylamine
(cystéamine)

M9768-5G Sigma Aldrich

p-Phenylene diisothiocyanate
(PDC)

258555-5G Sigma Aldrich

N,N-Dimethylformamide
(DMF)

D4551-500ML Sigma Aldrich

Pyridine 360570-500ML Sigma Aldrich

Solution tampon pH 9.0
(20 ◦C)

456101-500ML Sigma Aldrich

Phosphate Bu�ered Saline
(PBS)

P4417-50TAB Sigma Aldrich

Neutravidine 31000 Thermo Scienti�c

Bovine Serum Albumin
(BSA)

A7030-10G Sigma Aldrich

Bétaïne B0300-5VL Sigma Aldrich

C.1.1 Protocole de nettoyage des lames d'or

1. Passer les lamelles au nettoyeur plasma (O2, 0.6 mbar pendant 10 min).

2. Nettoyer chaque bêcher et éprouvette avec de l'eau pure et bien sécher.

3. Préparer la solution de nettoyage : dans une éprouvette, verser 5 mL de H2O2 (Hydrogène
peroxyde), et 15 mL d'eau pure. Recouvrir les lamelles d'or avec la solution de nettoyage
(H2O2 / H2O) et chau�er à 70 ◦C pendant 10 min jusqu'à la formation de petites bulles.

4. Eteindre le chau�age, attendre 5 min et rincer les lames avec de l'eau pure (2 bains de 5
min).

5. Laisser tremper les lamelles pendant 5 min dans l'éthanol pur (Normapur) : bain de �
transition � entre l'eau et l'éthanol qui sera utilisé dans la prochaine étape.

6. Laisser tremper les 2 petites lamelles dans un bêcher d'éthanol pur (Normapur) pendant
1h environ pour éliminer les résidus organiques.

C.1.2 Protocole de chimie cystéamine

1. Prendre le �acon de cystéamine dans le frigo (4 ◦C).

2. Peser 4.5 mg de cystéamine sur la balance dans une petite coupelle plastique.

3. Verser les 4.5 mg de cystéamine dans 30 mL d'éthanol (Normapur) dans un bêcher sec ;
mélanger jusqu'à dissolution de la poudre dans l'éthanol (agitateur magnétique).
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C.1. Protocole de fonctionnalisation chimique des biopuces

4. Prendre un récipient en verre ; déposer les 4 lamelles d'or nettoyées (en faisant attention à
mettre la face couverte d'or en haut !).

5. Verser la solution de cystéamine sur les 4 lamelles et fermer hermétiquement le récipient
avec du té�on recouvert de papier aluminium pour éviter l'oxydation des thiols par la
lumière.

6. Laisser les lamelles dans la solution 12h environ.

7. Remettre le �acon de cystéamine sous argon (boîte à gants) avant de le ranger au frigo.

La suite de la préparation doit se faire en salle de chimie sous la hotte aspirante.

8. Nettoyer les 4 lamelles d'or avec de l'éthanol (2 bains de 5 min), puis avec de l'eau pure (2
bains de 5 min) et laisser sécher (poser les lames à la verticale contre un support et chasser
rapidement les gouttes à l'aide d'une pissette propre et vide pour accélérer le séchage).

9. Peser 100 mg de PDC dans un bêcher recouvert de papier aluminium.

10. Déposer le récipient avec le PDC sous la hotte et y verser une solution composée de 22.5
mL de DMF et 2.5 mL de Pyridine (solvants rangés dans les placards sécurisés sous la
hotte).

11. Verser la solution jaune de PDC dans le mélange DMF/Pyridine dans un récipient en verre
avec les 4 lamelles d'or. Fermer hermétiquement le récipient avec du té�on recouvert de
papier aluminium.

12. Laisser réagir pendant 2h sous la hotte.

13. Après 2h, vider la solution de DMF/Pyridine dans la poubelle à solvant. Nettoyer les 4
lamelles avec du DMF (2 bains de 5 min), puis de l'éthanol (2 bains de 5min) et un dernier
nettoyage avec de l'eau pure (2 bains de 5 min). Laisser sécher sécher (poser les lames à la
verticale contre un support et chasser rapidement les gouttes à l'aide d'une pissette propre
et vide pour accélérer le séchage).

La suite de la préparation ne nécessite plus de manipulation sous hotte et peut être réalisée
au laboratoire.

14. Préparation de la solution de neutravidine : prendre dans le congélateur (−20 ◦C) un petit
tube de neutravidine à 500 µg/mL et attendre que le produit décongèle. Ajouter 40 µL de
solution tampon à pH = 9 pour obtenir une solution à 250 µg/mL, agiter. Chaque solution
permet de fonctionnaliser 2 lamelles.

15. Déposer 30 µL de la solution de Neutravidine sur chaque lamelle d'or. Recouvrir chaque
lamelle avec une lamelle de plastique (nettoyage préalable de la lamelle en plastique avec
de l'éthanol et de l'eau), faire attention à ne pas laisser de bulles. Laisser réagir 40 min
environ.

16. Après avoir enlevé les lamelles en plastique des lamelles d'or, les nettoyer avec la solution
tampon à pH = 9 (2 bains de 5 min).

17. Préparation de la solution de BSA (Bovine Serum Albumine) : peser 2 mg de BSA et
ajouter 2 mL de solution tampon à pH = 9.

18. Ajouter la solution de BSA sur les 4 lamelles (environ 100 µL pour chaque lamelle jusqu'à
couvrir complètement la lamelle). Laisser réagir 10 min environ.
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19. Nettoyer les lamelles avec la solution tampon (2 bains de 5 min) d'abord puis à l'eau pure (2
bains de 5 min). Laisser sécher. Les lamelles sont maintenant prêtes pour l'immobilisation
des sondes biotinylées.

C.1.3 Préparation des solutions de spotting

Pour deux lamelles préalablement fonctionnalisées, préparer 10 µL de chaque solution sonde
(en-dessous de cette valeur, l'aiguille ne prélèvera pas correctement la solution) suivant le proto-
cole détaillé dans le Tableau C.2.

Tableau C.2 � Préparation des solutions sondes.

Solution sonde Solution de référence

Solution sonde mère V (µL) /

Eau 6 - V µL 6 µL

PBS 100 mM 1 µL 1 µL

Bétaïne (5 M) 3 µL 3 µL

Le volume "V" des sondes à prélever est dé�ni par l'utilisateur suivant la concentration
initiale de la solution mère et celle �nale souhaitée, pour le volume �nal considéré, soit 10 µL
dans le cas présenté (concentration initiale × volume à prélever = concentration �nale × volume
�nal).
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C.2. Séquences ADN cibles et sondes

C.2 Séquences ADN cibles et sondes

Le Tableau C.3 résume les informations relatives aux séquences d'oligonucléotides utilisées
lors des expériences de biodétections présentées dans ce manuscrit.

Tableau C.3 � Détail des séquence ADN utilisées lors des expériences de biodétection.

Dénomination Description Détail

PrM

Séquence ADN sonde
comprenant une biotine en

extrémité 5�

Biotine - 5� TTTTTTTTTTGACCGG-
TATGCGTTCTAATGGTGATT

3�

PrW

Séquence ADN sonde
comprenant une biotine en

extrémité 5�

Biotine - 5� TTTTTTTTTTGACCGG-
TATGCGTTCTAATGATGATT

3�

TaCal

Séquence ADN cible
servant à normaliser la

dispersion de
concentration des plots

sondes

5� CGCGCGCATACCGGTCAAAA 3�

TaM Séquence ADN cible 5� CTCCCATAATCACCATTAGAAGTGA 3�
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Annexe D

Données expérimentales de la détection

de marqueurs du cancer en milieu

complexe

La problématique de détection des marqueurs potentiels UBC12, UBP14, UBE2A et UCHL3
a été abordée en trois étapes. Une première caractérisation des complexes antigène/anticorps
étudiés a été réalisée en tampon phosphate. Une deuxième série de mesures a été e�ectuée suite
aux résultats obtenus, en sérum dilué. Une troisième expérience complémentaire a été e�ectuée
dans le but d'améliorer la qualité de la régénération utilisée dans le cadre de cette application.
Les principaux résultats expérimentaux obtenus lors de ces expériences préliminaires sont pré-
sentés dans cette annexe.

D.1 Détection des antigènes en tampon phosphate

Les paragraphes suivants rendent compte des expériences réalisées en tampon phosphate,
constituant une première approche de la détection des antigènes sélectionnés.

D.1.1 Première série d'expériences

Le déroulement de la première série de mesures réalisée en tampon phosphate, est résumée
dans le Tableau D.1. En raison du nombre important d'injections envisagées, ces expériences ont
été réparties sur deux jours consécutifs.

Tableau D.1 � Ordre des injections réalisées sur la première lame fonctionnalisée, dans le cadre de
la détection des antigènes en tampon phosphate.

Numéro de

l'injection
Solution injectée

Concentration

injectée

1 Glycine/HCl (pH 2)

2 Blanc

3 Ovalbumine 10 µg/mL (160 nM)

4 Glycine/HCl (pH 2)

suite du tableau à la page suivante
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suite du tableau de la page précédente

Numéro de

l'injection
Solution injectée

Concentration

injectée

5 UBC12 5 µg/mL (80 nM)

6 Glycine/HCl (pH 2)

7 UBC12 5 ng/mL (80 pM)

8 Glycine/HCl (pH 2)

9 UBC12 50 ng/mL (800 pM)

10 Glycine/HCl (pH 2)

11 UBC12 500 ng/mL (8 nM)

12 Glycine/HCl (pH 2)

13 UBC12 5 µg/mL (80 nM)

14 Glycine/HCl (pH 2)

15 UBC12 20 µg/mL (320 nM)

16 Glycine/HCl (pH 2)

17 Ovalbumine 10 µg/mL (160 nM)

18 Glycine/HCl (pH 2)

19 UCHL3 5 µg/mL (80 nM)

20 Glycine/HCl (pH 2)

21 UCHL3 5 µg/mL (80 nM)

22 Glycine/HCl (pH 2)

23 Ovalbumine 10 µg/mL (160 nM)

24 Glycine/HCl (pH 2)

25 Glycine/HCl (pH 2)

26 Blanc

27 Ovalbumine 10 µg/mL (160 nM)

28 Glycine/HCl (pH 2)

29 UBE2A 5 µg/mL (80 nM)

30 Glycine/HCl (pH 2)

31 UBP14 5 µg/mL (80 nM)

32 Glycine/HCl (pH 2)

Les signaux extraits en interrogation multi-spectrale 4 min après chaque injection considérée,
sont représentés sur la Figure D.1. La contribution de chaque famille de sondes est évaluée par
la moyenne et l'écart-type associées aux 6 réplicats, après soustraction des contrôles négatifs.
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D.1. Détection des antigènes en tampon phosphate

(a) Signaux d'interaction antigène/anticorps enregistrés lors des injections d'ovalbumine et
du marqueur potentiel UBC12, lors de la première série de mesures en tampon phosphate.

(b) Signaux d'interaction antigène/anticorps enregistrés lors des injections d'ovalbumine et
des marqueurs potentiels UCHL3, UBE2A et UBP14, lors de la première série de mesures en
tampon phosphate.

Figure D.1 � Signaux d'interaction antigène/anticorps enregistrés lors des injections d'ovalbumine
et des marqueurs potentiels UBC12, UCHL3, UBE2A et UBP14, lors de la première série de
mesures en tampon phosphate. Les données présentées correspondent aux signaux recueillis 4 min après
l'injection des cibles, moyennés sur les 6 réplicats sondes de chaque famille d'anticorps. L'erreur est associée à
l'écart-type calculé sur les 6 valeurs.

En raison d'une mauvaise manipulation de la vanne d'injection lors de cette expérience, la
solution cible n ◦15 (UBC12, 20 µg/mL) a été rincée 1 min après avoir été introduite dans la
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cellule �uidique. Par conséquent, le signal correspondant à cette interaction n'est pas exploitable.
Les cinétiques extraites pour la série d'injections du marqueur potentiel UBC12, seul antigène

ayant été détecté lors de cette expériences, sont représentées sur la Figure D.2. Les réponses
enregistrées pour le contrôle positif (ovalbumine, 10 µg/mL) sont indiquées à titre de référence.
Dans chaque cas, l'évolution du signal recueilli en interrogation multi-spectral correspond à la
moyenne des 6 réplicats sondes, calculée après soustraction des contrôles négatifs.
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D.1. Détection des antigènes en tampon phosphate

(a) Cinétiques superposées des injections
d'ovalbumine n ◦3, 17 et 23 (10 µg/mL).

(b) Cinétique de l'injection de l'antigène
UBC12 n ◦5 (5 µg/mL).

(c) Cinétique de l'injection de l'antigène UBC12
n ◦7 (5 ng/mL).

(d) Cinétique de l'injection de l'antigène
UBC12 n ◦9 (50 ng/mL).

(e) Cinétique de l'injection de l'antigène UBC12
n ◦11 (500 ng/mL).

(f) Cinétique de l'injection de l'antigène UBC12
n ◦13 (5 µg/mL).

Figure D.2 � Cinétiques enregistrées pour la série d'injections du marqueur potentiel UBC12
lors de la première expérience réalisée en tampon phosphate. Les données présentées correspondent à la
moyenne des signaux extraits sur les 6 réplicats sondes, après soustraction des contrôles négatifs. La réponse du
contrôle positif (ovalbumine) est indiquée à titre de référence.
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D.1.2 Deuxième série d'expériences

Le déroulement de la deuxième série de mesures réalisée en tampon phosphate, est résumée
dans le Tableau D.2.

Tableau D.2 � Ordre des injections réalisées sur la deuxième lame fonctionnalisée, dans le cadre
de la détection des antigènes en tampon phosphate.

Numéro de

l'injection
Solution injectée

Concentration

injectée

1 Blanc

2 Ovalbumine 10 µg/mL (160 nM)

3 UBC12 5 µg/mL (80 nM)

4 UCHL3 5 µg/mL (80 nM)

5 UBP14 5 µg/mL (80 nM)

6 Glycine/HCl (pH 2)

7 UBP14 5 µg/mL (80 nM)

8 Glycine/HCl (pH 2)

9 UBP14 500 ng/mL (8 nM)

10 Glycine/HCl (pH 2)

11 UBP14 50 ng/mL (800 pM)

12 Glycine/HCl (pH 2)

13 UBP14 5 ng/mL (80 pM)

14 Glycine/HCl (pH 2)

15 Ovalbumine 10 µg/mL (160 nM)

16 Glycine/HCl (pH 2)

17 UBC12 1.5 µg/mL (24 nM)

18 Glycine/HCl (pH 2)

19 UBC12 500 ng/mL (8 nM)

20 Glycine/HCl (pH 2)

21 UBC12 200 ng/mL (3.2 nM)

22 Glycine/HCl (pH 2)

23 UBC12 50 ng/mL (800 pM)

24 Glycine/HCl (pH 2)

25 Ovalbumine 10 µg/mL (160 nM)

26 Glycine/HCl (pH 2)
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D.1. Détection des antigènes en tampon phosphate

Les signaux extraits en interrogation multi-spectrale 4 min après chaque injection considérée,
sont représentés sur la Figure D.3. La contribution de chaque famille de sondes est évaluées par
la moyenne et l'écart-type associées aux 6 réplicats, après soustraction des contrôles négatifs.

(a) Signaux d'interaction antigène/anticorps
enregistrés lors des injections d'ovalbumine et
des marqueurs potentiels UBC12, UCHL3 et
UBP14, lors de la deuxième série de mesures
en tampon phosphate.

(b) Signaux d'interaction antigène/anticorps
enregistrés lors des injections d'ovalbumine
et du marqueur potentiel UBP14, lors de la
deuxième série de mesures en tampon phos-
phate.

(c) Signaux d'interaction antigène/anticorps en-
registrés lors des injections d'ovalbumine et du
marqueur potentiel UBC12, lors de la deuxième
série de mesures en tampon phosphate.

Figure D.3 � Signaux d'interaction antigène/anticorps enregistrés lors des injections d'ovalbumine
et des marqueurs potentiels UBC12, UCHL3 et UBP14, lors de la deuxième série de mesures en
tampon phosphate. Les données présentées correspondent aux signaux recueillis 4 min après l'injection des
cibles, moyennés sur les 6 réplicats sondes de chaque famille d'anticorps. L'erreur est associée à l'écart-type
calculé sur les 6 valeurs.
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Les cinétiques extraites pour la série d'injections de l'antigène UBP14 sont représentées sur
la Figure D.4. Les réponses enregistrées pour le contrôle positif (ovalbumine, 10 µg/mL) sont
indiquées à titre de référence. Dans chaque cas, l'évolution du signal recueilli en interrogation
multi-spectral correspond à la moyenne des 6 réplicats sondes, calculée après soustraction des
contrôles négatifs.

Les cinétiques extraites pour la série d'injections du marqueur potentiel UBC12, réalisée au
cours de cette deuxième expérience en tampon phosphate, sont représentées sur la Figure D.5.
De la même manière que précédemment, les résultats tracés correspondent à la moyenne des 6
réplicats sondes, calculée après soustraction des contrôles négatifs. Les réponses enregistrées pour
le contrôle positif (ovalbumine, 10 µg/mL) sont également indiquées à titre de référence.
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D.1. Détection des antigènes en tampon phosphate

(a) Cinétiques superposées des injections
d'ovalbumine n ◦2 et 15 (10 µg/mL).

(b)Cinétique de l'injection de l'antigène UBP14
n ◦5 (5 µg/mL).

(c) Cinétique de l'injection de l'antigène UBP14
n ◦7 (5 µg/mL).

(d)Cinétique de l'injection de l'antigène UBP14
n ◦9 (500 ng/mL).

(e) Cinétique de l'injection de l'antigène UBP14
n ◦11 (50 ng/mL).

(f) Cinétique de l'injection de l'antigène UBP14
n ◦13 (5 ng/mL).

Figure D.4 � Cinétiques enregistrées pour la série d'injections du marqueur potentiel UBP14
lors de la deuxième expérience réalisée en tampon phosphate. Les données présentées correspondent à
la moyenne des signaux extraits sur les 6 réplicats sondes, après soustraction des contrôles négatifs. La réponse
du contrôle positif (ovalbumine) est indiquée à titre de référence.
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(a) Cinétiques superposées des injections
d'ovalbumine n ◦15 et 25 (10 µg/mL).

(b) Cinétique de l'injection de l'antigène
UBC12 n ◦3 (5 µg/mL).

(c) Cinétique de l'injection de l'antigène UBC12
n ◦17 (1.5 µg/mL).

(d) Cinétique de l'injection de l'antigène
UBC12 n ◦19 (500 ng/mL).

(e) Cinétique de l'injection de l'antigène UBC12
n ◦21 (200 ng/mL).

(f) Cinétique de l'injection de l'antigène UBC12
n ◦23 (50 ng/mL).

Figure D.5 � Cinétiques enregistrées pour la série d'injections du marqueur potentiel UBC12
lors de la deuxième expérience réalisée en tampon phosphate. Les données présentées correspondent à
la moyenne des signaux extraits sur les 6 réplicats sondes, après soustraction des contrôles négatifs. La réponse
du contrôle positif (ovalbumine) est indiquée à titre de référence.
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D.2 Détection des antigènes en sérum dilué

Les paragraphes suivants rendent compte des expériences réalisées en sérum dilué, constituant
une première approche de la détection des antigènes sélectionnés en milieu complexe.

Tableau D.3 � Ordre des injections réalisées sur la troisième lame fonctionnalisée, dans le cadre
de la détection des antigènes en sérum dilué.

Numéro

de

l'injection

Solution

injectée

Concentration

injectée
Commentaire

1 Blanc Tampon de course.

2 Sucrose 3 g/L
Saut d'indice servant à contrôler la bonne
sensibilité de la méthode d'interrogation

multi-spectrale.

3
Ovalbumine
(contrôle
positif)

10 µg/mL
(160 nM)

Milieu contenant les cibles : PBS.

4 Sérum dilué 20%

5 UBC12
2 µg/mL
(32 nM)

Milieu contenant les cibles : sérum dilué à 20%.
Adsorption non spéci�que importante sur tous

les plots sondes sauf αUBP14.

6 UBP14
2 µg/mL
(80 nM)

Milieu contenant les cibles : sérum dilué à 20%.
Adsorption non spéci�que importante sur tous

les plots sondes sauf αUBP14.

7 UBC12
5 µg/mL
(80 nM)

Milieu contenant les cibles : sérum dilué à 20%.
Adsorption non spéci�que importante sur tous

les plots sondes sauf αUBP14.

8
Glycine/HCl

(pH 2)

Solution de régénération.
Etant donné l'absence d'interaction sur les

sondes αUBP14, l'antigène n'a pas été réinjecté
à une concentration plus élevée (5 µg/mL).

9
Ovalbumine
(contrôle
positif)

10 µg/mL
(160 nM)

Milieu contenant les cibles : PBS.

10 UBC12
5 µg/mL
(80 nM)

Milieu contenant les cibles : sérum dilué à 20%.
Adsorption non spéci�que importante sur les

plots αOvalbumine.

11 UBP14
5 µg/mL
(80 nM)

Milieu contenant les cibles : sérum dilué à 20%.
Adsorption non spéci�que importante sur les

plots αOvalbumine.
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La Figure D.6 permet d'illustrer les observations relevées lors de cette expérience.

Figure D.6 � Images de la biopuce enregistrées lors des injections en sérum, codées en variation
de ré�ectivité. Les données présentées correspondent à une di�érence de ré�ectivité prise 2 min avant chaque
injection considérée, et 8 min après, en PBS, pour une longueur d'onde d'illumination de 720 nm. Le contraste
observé entre la surface de la biopuce et les plots sondes est dû en grande partie au décalage des résonances
plasmon associées (le minimum de ré�ectivité étant proche de 720 nm pour le fond) ; cependant, une adsorption
non spéci�que nettement plus importante a été relevée sur les plots sondes en comparaison avec le reste de la
biopuce.
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D.3 Régénération des complexes antigène/anticorps

Le déroulement de cette série de mesures �nale est résumée dans le Tableau D.4.

Tableau D.4 � Ordre des injections réalisées sur la quatrième lame fonctionnalisée, dans le cadre
de l'optimisation de la régénération des complexes antigène/anticorps.

Numéro

de

l'injection

Solution

injectée

Concentration

injectée
Commentaire

1 Blanc Tampon de course

2 Sucrose 3 g/L
Saut d'indice servant à contrôler la bonne
sensibilité de la méthode d'interrogation

multi-spectrale

3 Ovalbumine 10 µg/mL
(160 nM)

Contrôle positif ;
signal d'amplitude attendue.

4 UBC12 2 µg/mL
(32 nM)

Signal d'amplitude attendue.

5 UBP14 2 µg/mL
(80 nM)

Signal de faible amplitude ; nécessite une
injection à plus haute concentration (5 µg/mL).

6 UBP14 5 µg/mL
(80 nM)

Signal d'amplitude attendue.

7, 8, 9 Glycine/HCl
pH = 4

Léger e�et de régénération noté pour les
couples Ovalbumine/αOvalbumine et

UBP14/αUBP14.
Aucun e�et observé pour UBC12/αUBC12 :
pour cette raison, les solutions cibles n'ont pas
été réinjectées avant la solution de régénération

suivante.

10, 11, 12 Glycine/NaOH
pH = 9

Léger e�et de régénération observé.

13 Ovalbumine 10 µg/mL
(160 nM)

Contrôle positif ;
signal d'amplitude plus faible par rapport à

l'injection n ◦3.

14 UBP14 5 µg/mL
(80 nM)

Signal d'amplitude plus faible par rapport aux
injections n ◦5 et 6.

15 UBC12 2 µg/mL
(32 nM)

Signal d'amplitude plus faible par rapport à
l'injection n ◦4.

16, 17 Glycine/HCl
pH = 3

La régénération semble e�cace.

18 Ovalbumine 10 µg/mL
(160 nM)

Contrôle positif ;
signal d'amplitude comparable à l'injection

n ◦13.

suite du tableau à la page suivante
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suite du tableau de la page précédente

Numéro

de

l'injection

Solution

injectée

Concentration

injectée
Commentaire

19 UBC12 2 µg/mL
(32 nM)

Signal d'amplitude comparable à l'injection
n ◦15.

20 UBP14 5 µg/mL
(80 nM)

Signal d'amplitude comparable à l'injection
n ◦14.

21, 22 Glycine/HCl
pH = 3

La régénération semble e�cace.

23 Ovalbumine 10 µg/mL
(160 nM)

Contrôle positif ;
signal d'amplitude comparable à l'injection

n ◦18.

24 UBC12 2 µg/mL
(32 nM)

Signal d'amplitude comparable à l'injection
n ◦19.

25 UBP14 5 µg/mL
(80 nM)

Signal d'amplitude comparable à l'injection
n ◦20.

26, 27 Glycine/NaOH
pH = 10

Léger e�et de régénération observé.

28 Ovalbumine 10 µg/mL
(160 nM)

Contrôle positif ;
signal d'amplitude très faible.

29 UBC12 2 µg/mL
(32 nM)

Pas d'interaction détectée.

30, 31 Glycine/NaOH
pH = 10

En raison des faibles signaux observés lors des
injections n ◦28 et 29, l'antigène UBP14 n'est

pas réintroduit pour éviter une
décongélation/recongélation inutile des aliquots
de solution mère restants, stockés à −24 ◦C.

32 Ovalbumine 10 µg/mL
(160 nM)

Contrôle positif ;
signal d'amplitude très faible : �n de la

séquence d'injections.

L'in�uence des di�érentes conditions de régénération est illustrée par la Figure D.7. Les
cinétiques extraites dans le cas du contrôle positif (ovalbumine) ainsi que des marqueurs potentiels
UBC12 et UBP14 correspondent, comme précédemment, à la moyenne des 6 réplicats sondes,
calculée après soustraction des contrôles négatifs.

Dans le cas de l'antigène UBP14, les deux premières injections ( n ◦5 à 2 µg/mL, et n ◦6 à 5
µg/mL) sont tracées à la suite a�n de mettre en évidence la perte de signal après régénération à
pH 4 et pH 9.

En raison de l'absence de résultats sur les deux couples UBC12/αUBC12 et UBP14/αUBP14,
les régénérations à pH 10 ne sont pas présentées.
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(a) Cinétiques superposées des injections
d'ovalbumine n ◦3 et 13 (10 µg/mL).

(b) Cinétiques superposées des injections
d'ovalbumine n ◦13, 18 et 23 (10 µg/mL).

(c) Cinétiques superposées des injections de
l'antigène UBC12 n ◦4 et 15 (2 µg/mL).

(d) Cinétiques superposées des injections de
l'antigène UBC12 n ◦15, 19 et 24 (2 µg/mL).

(e) Cinétiques superposées des injections de
l'antigène UBP14 n ◦5 (2 µg/mL), 6 (5 µg/mL)
et 14 (5 µg/mL).

(f) Cinétiques superposées des injections de
l'antigène UBP14 n ◦14, 20 et 25 (5 µg/mL).

Figure D.7 � Cinétiques enregistrées pour le contrôle positif (ovalbumine) et les marqueurs
potentiels UBC12 et UBP14 lors des expériences de régénération. Les données présentées correspondent
à la moyenne des signaux extraits sur les 6 réplicats sondes, après soustraction des contrôles négatifs.
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Résumé

Dépistage du VIH, test de grossesse, mais également surveillance des eaux, analyse de conta-
minants agro-alimentaires : la biodétection est au coeur des problématiques de santé actuelles.
Dans ce contexte, les biocapteurs plasmoniques connaissent depuis quelques années un essor par-
ticulièrement important : de plus en plus de sociétés, telles que HORIBA Scienti�c, proposent
des prototypes commerciaux, destinés tant à des utilisateurs du domaine de la recherche que de
l'industrie.

Basée sur le phénomène de résonance des plasmons de surface (communément appelé SPR) la
biodétection plasmonique repose sur l'extrême sensibilité d'une onde évanescente se propageant à
l'interface entre un �lm d'or, la biopuce, et le milieu diélectrique couvrant, siège des interactions
biomoléculaires étudiées. De manière plus concrète, toute adsorption de matériel biologique se
produisant à cette interface entraîne une modi�cation importante des propriétés optiques d'un
faisceau de lumière ré�échi par la biopuce : le principe de transduction par SPR consiste alors à
mesurer directement ces variations. A l'heure actuelle, di�érents modes d'interrogation, o�rant
des performances intéressantes, mais également des limitations propres à chaque con�guration.

Pour répondre aux exigences de précision et de dynamique de mesure posées par de nom-
breuses applications, un développement théorique et instrumental, présenté dans ce document,
a été initié dans le but de proposer un nouveau un nouveau mode d'interrogation des biopuces
plasmoniques : l'interrogation multi-spectrale. Les résultats obtenus par cette technique ont été
exploités pour concevoir et réaliser une source multi-spectrale à base de LEDs, particulièrement
avantageuse vis-à-vis des con�gurations existant à l'heure actuelle. La caractérisation du sys-
tème développé dans le cadre du diagnostic génétique (mucoviscidose) et celui du cancer, ouvre
la voie à une nouvelle génération de biocapteurs performants, compacts et de coût relativement
raisonnable, présentant un potentiel industriel certain.
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Abstract

Biodetection is at the core of the current health concerns, as shown through the variety
of applications to HIV screening, food contaminant analysis or water quality monitoring. In this
�eld, plasmonic biosensing is a well-established label-free technique on the market : commercial
systems from HORIBA Scienti�c are currently available for both research and industrial users.

Based on the surface plasmon resonance (SPR) phenomenon, plasmonic biodetection uses the
high sensitivity of an evanescent wave propagating along a metallic �lm (forming the biochip)
and the surrounding dielectric medium interface. More speci�cally, the adsorption of biomolecules
onto the metal surface induces a strong change in the optical properties of a light beam re�ected
by the biochip : the main principle of plasmonic transduction consists in measuring these physical
changes. Several interrogation techniques have therefore been developed to access such optical
information, but they fail in meeting the most demanding user requirements for precise, real-time,
high-throughput measurement.

Initiated by these issues, the instrumentation work presented in this document has led to the
development of a novel SPR interrogation technique, referred to as multi-spectral interrogation.
Moreover, the promising results obtained have been pushed forward to propose a multi-spectral
illumination system based on LEDs, providing attractive performances compared to existing
con�gurations. The biosensing potential of the developed system, demonstrated through appli-
cations to genetic diagnosis and cancer detection, opens the door to a new generation of compact,
high-performance, low-cost SPR sensors.
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