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TP Biopuces

o 4 séances (2 jours)

% S1 = Lithographie et gravure de I'oxyde SiO2

< (matin) =  Gravure du silicium avec KOH

S = Nettoyage des plaques

o = [nduction dans le four d’oxydation

E:

o)

£ S2 = Caractérisation des plaques : alphastep, MEB
o (ap-m) = Hydroxylation de la silice de surface

£ » Silanisation

o

Sous-traitance CIME Nanotech : étuvage, ringage, séchage des plagues

33

(27 jour)

= Activation du silane
= (Greffage des oligonucléotides sondes sur le substrat

Sous-traitance CIME Nanotech : traitement post immobilisation

54
(3°™ jour)

Plateforme biotechnologies

= Hybridation
= Détection et analyse
= Denaturation
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Ecole Nationale Supérieure de Centre Interuniversitaire de
Physique de Grenoble Microélectronique de Grenoble
3*™ année de la Filiére Instrumentation pour les Biotehnologies

2001-2002

INSTRUMENTATION EN BIOTECHNOLOGIE :

REALISATION, ETUDE ET UTILISATION D'UNE BIOPUCE AA DN
SUR SILICIUM

Le cycle se déroulera en trois phases :

Phase 1( une journée) — Réalisation du substrat en b#dieche par micro-usinage de cuvettes
micro-réacteurs dans le silicium, et fonctionnaimade la surface gravée.

Phase 2(une demi-journée)— Immobilisation, par dépot deroagouttes, des sondes a ADN sur
des micro-réacteurs a I'aide d’un robot de dépb6t.

Phase 3une bonne demi-journée) — Analyse de I'échamtipar hybridation des cibles marquées
sur les sondes. Lecture des résultats sur la promigroscopie fluorescente, analyse et traitement
d’'image.

Ce cycle de TP fait appel, pour une bonne part,rations de biologie vues efiet 3™ annés et
également aux cours d&€"8année sur les Biocapteurs, la Physico-chimie ddace et les
Processus technologiques en microsysteme. llesstdrtement recommandé de revoir ces cours
pour tout ce qui pourra étre utile pour le cyclelée

Ce cycle a été mis en place avec I'aide du LETI/@EAGrenoble.
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PHASE 1: REALISATION DU SUBSTRAT PAR MICRO-USINAGE
ET FONCTIONNALISATION

| — Lithographie sur la couche de silice (480 nm)qur le masque de gravure du Si
Il — Gravure humide du masque de silice

[l — Gravure humide du silicium

IV — Oxydation de la surface gravée

V — Caractérisations du substrat (MEB, ellipsométre, profilométrie)

VI — Fonctionnalisation de la surface de silice (&inisation)

Préliminaires

Quelques détails pratiques:

- équipez-vous de chaussures de ville (plus prasigpour enfiler les chausses, que des
chaussures de ski!)

- arrivezZIMPERATIVEMENT suffisamment en avance (7THF@PUR POUVOIR
PENETRER EN SALLE BLANCHE IMPERATIVEMENT A 8 HEURES PRECISES.

Précautions a respecter en salle blanche:
Cette partie du TP se déroulera en salle blanchieundans lequel la chasse est faite aux
poussiéres (classe 100 = 100 particulesfpie@,5 microns, soit 1530 particule$/noir annexe I)
et ou une grande rigueur est de mise:

- tenue spéciale obligatoire (avec les cheveurment enfermés par la coiffe) a revétir
dans le sas. Les gants doivent étre revétus désdéedans la premiére salle.

- une trés grande propreté et un trés grand salispensables pour la réalisation de
structures micro-électroniques

- travailler avec beaucoup de rigueur, d’'une manp@sée et réfléchie en sachant
toujours ou se situe, dans la succession des ap&@atelle que I'on est en train d’accomplir.

- neJAMAIS saisir les plaquettes de silicium directement dgsa@oigts (méme gantés),
TOUJOURS AVEC LES PINCES

- attention a certains produits qui sont dange(poxt de lunettes obligatoire)

- flacons non utilisés toujours fermés, rincaggrs® des récipients apres usage, saisir les
flacons par le corps et non pas par le bouchon

- au moindre doute, s’'arréter et demander conseil

T@ T@ 90°

(1) type n (A (100) type n (100}
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Objectif

La structure a réaliser servira de substrat pogrdéfage et I'hybridation des oligo-nucléotides:

. 500 microns llane
<« > (fonctionnalisation)

0,

Si

Ce motif se répéte a la surface de la plaquetsglideum (<100> 2 pouces) tous les 2,25 mm.
Ces micro-cuvettes serviront de micro-réacteurs fogreffage des sondes ADN (une vingtaine de
bases) et I'hybridation avec la cible marquée.

Ces micro-cuvettes devront étre positionnées splialguette 2 pouces de maniére a ce que les
sondes ADN puissent étre déposées avec le rolotémi (Biorobotics). Lors de la lithographie
cela nécessitera un alignement précis du masqueequra a la gravure de la silice de surface.
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Succession des opérations

Oxydation (masque de gravure)

Si

<« résine

Dépot de résine N\

SiO,

Lithographie
sur résine

Gravure du
masque de silice

Gravure KOH
du silicium

Oxydation (480 nm) . SiO,

Si

—_—

Silanisation[{L-2 nm)
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| - LITHOGRAPHIE DE LA SILICE (480 nm)

Les plaquettes de silicium mises a dispositionébéiau préalable oxydées (par voie humide) avec
une épaisseur de silice d’environ 500 nm. Elles edentées <100>.

1 - Principe de la lithographie :
Voir ANNEXE VI
2 - Opérations a effectuer :

2-1) Dépbt la tournette.
Ouvrir I'azote, I'air comprimé, le vide.
Plaquette 2pouceg =5000t/min et t=30s.
a) Centrage plaquette avec le positionneur.
b) Mettre en rotation puis placer quelgues goutteprdmoteur d’adhérence.
Laisser tourner 30s.
c) Mettre la résine au centre tache de 1emviron.
d) Lancer dans la foulée
2-2) Recuit résine optique.
plaque chauffante T=120°C
t=2min30s.
a faire en arrivant placer la consigne a 120°C.
2-2) Insolation
mettre azote et air sur la machine.
MODE CONTACT : NE PLUS TOUCHER.
Mettre le masque face avant sur le chrome.

Si <100> tye n

séparation contact

2 alignements :
1-Alignement des 2 ergos tangentement au bordakgue.
2-Alignement du méplat sur le bas du peigne.
3-Enlever le support du masque.
-4-Supprimer le vide du masque.

Temps d’insolation de I'odre de qgs secondes
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2-3) Dévelopement

-Remplir le bécher de développeur. Minuteur t=908ifi & 1min 30). Panier en tournant.
-Ringage eau DI avec 2 bacs de ringage(vanne auweeztu DI).

- Séchage centrifugeuse ou sur la plaque.

2-4) Durcissement
- T=130°C t=2min 30sesur plaque. Contrdle litho au microscope optique.

2-5) Dépobt de résine face arriére sans utiliseckntreur
2-6) Durcir face arriere. ??2??????2?2?????????7?

2-7) Observation microscope optique

Il - GRAVURE HUMIDE DU MASQUE DE SILICE
(Consulter I'annexe 111)

HF bain thermosaté 30°C. Préparer a coté un baaghkge. Gants + masques de protection
Produit existe déja HF dilué/NH sinon la résine part aussi.

Mettre sol dans le becher T=30°C. Passer 10s UsS5min dans le bain thermostaté a 30°C
vitesse de gravure 0.1pm/min.

Surveiller petite bande. Démouillage: 3i@ydrophyle, Si hydrophobe

Observer méme couleur bord et centre des cuvdtiesit mieux surgraver c’est a dire démouillage
+20s. Ringage a I'EDI (12 Mohms.cm). Séchage &fdrdugeuse.

On peut mesurer I'épaisseur d’oxyde résiduelle.

I - GRAVURE HUMIDE DU SILICIUM

Produit de gravure : KOH (40% en masse — marqueEBTRORPORATION)

Masque : silice thermique. Température de graviseC

Mode de chauffage du produit de gravure : bain-&bguide (eau). Température affichée :79°C.
Démarrer le chauffage du bain marie et du produigrhvure 1,5H avant utilisation. Vitesse de
gravure :37um/h

Procédure de gravure

1)-Avant de graver le silicium, il faut éliminer &lice native a sa surface en plongeant les pkRque
dans un bain d'acde fluorhydrique (dilué a 5%) @endlOs a température ambiante, puis rincer
ensuite les plaques dans de I'eau EDI (résistk1i@MQ.cm) et les sécher ; cependant, les plaques
venant juste de subir une gravure d’oxyde pour iol@rmasque d’oxyde thermique, les cuvette
sont a priori sans oxyde natif.

2)-Graver le silicium en KOH. Rincer a I'eau EDégistivité >16M2.cm).

3)-Plonger les plaques dans un bain8./ H,SOy (1V/2V). 2????2?2?7?7?7?2?27?7?7?7?

Attention réaction tres exothermique

Mettre I'acide dans I'eau (moyen mnémotechnigueeiise du pastis). Introduire délicatement les
plaques

Rincer a I'eau désionisée puis sécher les plaguascantrifugeuse.

Conserver ce bain pour la suite.

Mesures
Mesurer I'épaisseur d’oxyde aprées gravure KOH
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IV — OXYDATION DE LA SURFACE GRAVEE ET HYDROXYLATIO N
1 - Le principe de I'oxydation thermique:
Voir ANNEXE IV
2 - La procédure d’oxydation:
Recette : WETOX 1050°C pendant 50min, donne unsggar proche de 500nm.
3 - L’hydroxylation (traitement PIRAHNA):

Le rble de I'hydroxylation est a la fois de créesdiaisons OH sur la surface qui permettront un
bon greffage de la couche fonctionnelle (le silaBd¥ permet également de supprimer les
contaminations organiques a travers l'action de KOH

1:H0O;: 1: SO, Attention réaction tres exothermique
Temps de réaction : 15min. Introduire délicatentesiplaques

V — CARACTERISATIONS DU SUBSTRAT
(MEB, ELLIPSOMETRIE, PROFILOMETRIE)

Des caractérisations seront effectuées en saleldasur les plaquettes au cours des opérations
guand cela sera possible. Il s’agira principalendent

- mesure de I'épaisseur des couches d’oxyde aprélifi@entes opérations (ellipsométrie).
Voir ANNEXE V

Cela permettra de déterminer la sélectivité dgdaure KOH du silicium vis a vis de la silice, et
de connaitre I'épaisseur de la couche d’oxydedisal laquelle seront greffées les séquences
d’ADN.

- mesure de la profondeur des cuvettes gravéetlgpnétrie)

- observation de la gravure au Microscope Electpomia Balayage

VI — FONCTIONNALISATION DE LA SURFACE DE SILICE (SI LANISATION)

Observation de la mouillabilité de la plaque (eoniB & 9°) avant silanisation

Greffage du silane:

Placer la plaquette dans une solutiory-@dd*S ((3-aminopropyl)triethoxysilane) a 10%ans EtOH
95% a température ambiante sous agitation rotabwte(de pétri, vitesse 25 rpm) pendamtuit.

Le lendemain matin les plaquettes seront sortidsaily séchées, ringcées a 'EtOH et I'EDI,
séchées, et enfin étuvées a 110°C pendant 3H.pgestimns seront effectuées par le CIME.
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PHASE 2: GREFFAGE DES SONDESADN SUR LA SURFACE
FONCTIONNALISEE DES MICRO-CUVETTES

Observation de la mouillabilité de la plaque (ar3e50°)

Activation du silane (voir schémas des réactions eannexe II)
On reprend les plaquettes préalablement fonctigseed. L'activation est une opération qui permet
de rendre la couche de silane apte au greffagsatees ADN.

- 1% traitement :

Ce T' traitement n’est utile que lorsque la plaquetterestée plusieurs jours au contact du Qi@

I'air apres silanisation. Le CO2 agit sur les temaisons NH2. Il se forme NH2CO3 qui peut étre

enlevé avec KOH.

* Placer la plaquette dans KOH (0,1M) dans EDI pentiamin

* Rincer la plaque a la pissette EDI (rincage trgsortant). Sécher la plaque a la soufflette

2°Mtraitement

» Placer la plague dans une solution de glutaraldghyt0% dans EDI pendant 1h30 sous
agitation dans une boite de pétri ('agitation @i¢ én déposant sur le rotamax les boites de pétri
contenant la solution).

* Rincer la plague a I'EDI avec une pissette. Sétzhplaque a la soufflette

Greffage des sondes sur le substrat a I'aide du rob

On dispose de 3 séquences “"sonde” et d'une samuérible”:

- une séquence dite standare: > TTTTTGATAAACCCACTCTA
- une séguance standard avec un “mismatch*—> TTGATAAAGCCACTCTA
- une séguence standard avec deux “mismateh®: TNGATAAA GACACTCTA

- un échantillon “cible” inconnu marqué avec le dhophore Cy3

On répartira les trois sondes connues dans lesteswie la puce.

Pour effectuer le dépot il sera nécessaire deidéfiec soin la “grille” de dépot en fonction du
projet envisagé, du nombre et de la nature desesctndéposer, des caractéristiques
dimensionnelles du substrat de silicium et dessspatihaités. Il faudra ensuite programmer le robot
en conséquence, placer les microplagues portasbletes et les substrats structurés et lancer la
procédure.

Un pré-positionnement des aiguilles du robot pemmaefajuster les parametres du robot pour que
les gouttes de sonde soient déposées correcteméamichdes cuvettes.

Laisserl nuit a I'air et a température ambiante sous la hotte.

Le lendemain matin un traitement post-immobilisatst effectué:

- al'aide de NaBH dont le réle est de réduire la surface (CHQCH,-OH) et de stabiliser la
liaison N=C.

- al'aide ensuite d’'un détergent puissant qui élartisutes les sondes mal ou non greffées.

Ces opérations de post-immobilisation seront affees par le CIME.
10
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PHASE 3 : HYBRIDATION, DETECTION
ET ANALYSE DE LA FLUORESCENCE

| - HYBRIDATION (voir schéma des réactions en annee Il)

Les biopuces sont prétes a étre utilisées. Poaratetlispose d’'un échantillon inconnu avec lequel
une solution d’hybridation est préparée dans urptand’hybridation.

Cette solution d’hybridation est étalée a I'aiderd® lamelle sur toute la surface de la puce ou les
sondes ont été déposées. La plaquette est enkgé=mlans une chambre d’hybridation
(atmosphere humide) et le tout placé dans I'étld2°& pendant 45 minutes.

Un rincage est ensuite effectué avec une solugormngage de concentration décroissante.
Sécher a la soufflette
Conserver a I'abri de la lumiére

Il — PRISE EN MAIN DU MICROSCOPE ET DE LA CAMERA CC D,
DETECTION ET ANALYSE DE LA FLUORESCENCE

(Rédigée par P.PELETIE et P.BARRITAULT, LETI/CEA)

La suite consistera a observer, enregistrer eys@iala fluorescence des microcuvettes.
La détermination de la séquence présente dankl&aar résultera.

Au préalable une prise en main d’'une part du maops et d’autre part de la caméra CCD sera
nécessaire et permettra d’étudier les caractanesigle ces deux €léments importants pour
l'utilisation des biopuces a ADN

Avant de lire la partie relative a la mise en celexgerimentale qui suil, est indispensablede lire

la partie concernant les rappels fondamentauxasiludrescence, la microscopie, la détection CCD
reportée en annexe |.

11
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I1-1 Prise en main du microscope

Commencons par décrire et régler le microscope BXdae vous utiliserez pour analyser la
fluorescence des biopuces. Il s’agit d’'un microgcep réflexion pouvant également travailler en
épi-fluorescence. Il est composé d’'un systeme optdjéclairage, d'un jeu d’objectifs de
microscope, d’'un jeu de cubes dichroiques de feomece et d’'un systeme de visualisation. Sur la
figure 1, on nomme les différentes parties du nsicope, sur lesquelles nous reviendrons par la
suite.

Tirette et vis d'ajustement
Diaphgrame de champ Focalisation de la lentille
de collection

Q@) <~ g xi!@

e——
S

Centrage de la

)

N

sy
Sélection du

lampe a arc
: / e
filtre de fluorescence (e I ]
0
S‘% I '/ e b 0
/ e=r—x

oo Tournevis

0

Obturateur mécanique Tirette et vis d'ajustement

Diaphgrame d'ouverture

- Densités Optiques neutres

Figure 1

Sur la figure 2, nous présentons un schéma deipeigitl fonctionnement, d’un point de vue
optique, du microscope. Intéressons nous, plugcphérement a ce schéma.

12
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DO: Diaphragme d'Ouverture Oc:  Oculaire

DC: Diaphragme de Champ Lt:  Lentille de tube

L: Optique de l'illuminateur Obj..: Objectif corrigé a l'infini, de foyer image Fg
Ls.: Lame semi-réfléchissante Ech: FEchantillon observé

Remarque: La figure est un schéma de principe indiquant les différentes conjugaisons. Des lentilles
supplémentaires (usuellement accolées aux deux diaphragmes DO et DC) sont souvent ajoutées en pratique
pour améliorer les performances de l'illuminateur.

Figure 2

Systeme d’éclairagele systeme optique d’éclairage de I'échantillontpearaitre assez complexe,
il permet, grace aux différentes conjugaisons (Riprc— diaphragme d’ouverture infini

d’'une part, et diaphragme de champéchantillon, d’autre part) d’obtenir un éclairage
parfaitement uniforme de I'’échantillon. Ce princigiéclairage porte le nom de Kéhler. Nous allons
revenir sur I'éclairage Kdlher, un peu plus loiorsl de I'étape d’alignement de la lampe a arc, et
des diaphragmes d’ouverture et de champ.

Cube séparateura présence de la lame semi réfléchissante pdimhservation en réflexion a
travers l'oculaire. Il s’agit donc d’un microscoee réflexion, on dit alors que I'on travaille en
lumiere blanche. Ajoutons que si I'on remplaceektime semi réfléchissante par un cube
dichroique, on peut alors effectuer des observamfluorescence : la lame dichroique réfléchie
parfaitement a la longueur d’'onde d’excitation Wwfophore, et elle transmet parfaitement a la
longueur d’onde de fluorescence. Au niveau deglaré 1, on passe de la position lumiére blanche
(n°1 BF) a la position fluorescence (n°3 Cy3) ammant la molette désignée par « sélection du
filtre de fluorescence » sur la figure 1.

Remarque : Une description plus détaillée des culigwoiques est présentée en annexe.

Jeu d’objectifs 1.e microscope est muni de trois objectifs : *50, *20 . Vous commencerez par
sélectionner I'objectif *10.

Systéme de visualisation ‘observation se fait soit par les oculaires, gait la caméra, soit par les
deux en méme temps. On passe de I'un a l'autrgaent sur la tirette située a droite des oculaires

13
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(figure 1). Pour la phase de prise en main du ragope, vous observerez a I'oculaire : poussez la
tirette a fond.

Apres cette breve description du principe de famctement du microscope nous allons passer a la
phase expérimentale, qui commence par un réglagaatascope.

e Allumer I'alimentation de la lampe a arc (boiteridhe Olympus U-RFL-T). Vous prendrez
soin de lire les précautions d'utilisation sur ésslus de cette boite. Vous n’éteindrez pas cette
alimentation avant la fin du TP.

» Pour la phase de réglage, vous travaillerez enduntilanche : la tournette de sélection du filtre
de fluorescence est sur 1 : BF (figure 1).

* Poussez a fond les tirettes de réglage des depkrdigmes (figure 1).

» Positionné I'obturateur mécanique (figure 1) sypdaition rond blanc.

» A ce stade, vous devez observer de la lumieresartee de I'objectif de microscope.

1-1 Réglage du diaphragme de champ

Placez un morceau de feuille de papier blanc giléadrir le plateau porte substrat. Effectuez la
mise au point sur le quadrillage. La mise au pgigffectue avec la grosse molette située au pied du
microscopela mise au point s’effectue avec grand soin : assez-vous de ne pas venir taper
I'objectif de microscope sur le porte substrat.

Remarque : Si vous avez trop de lumiére a travecsilaire, vous pouvez mettre en place les deux
densités optiques neutres (figure 1) en les pousséond.

Fermez le diaphragme de champ (FS) en tirant diretée correspondante (figure 1). Vous voyez
apparaitre l'iris du diaphragme dans votre champisien. A l'aide du tournevis (figure 1) et des
deux vis de réglage du diaphragme de champ, cefitreau milieu de votre champ de vision.

Pour parfaire le réglage, on peut augmenter |leetdil diaphragme de champ de maniere a faire
tangenter I'image de l'iris et le bord circulaire champ de vision défini par I'oculaire (cf figug

Figure 3

Le diaphragme de champ est alors réglé. Vous pdaigser le diaphragme avec I'ouverture
décrite sur la figure 3.

On ne manquera pas de noter que le diaphragmeadepabst effectivement conjugué avec
I'échantillon. On remarquera également que le diagime de champ porte bien son nom, puisqu’il
permet de définir le champ que vous voulez éclaivemicroscope.

1-2 Réglage du diaphragme d’ouverture

Retirez la feuille de papier et remplacez la pa surface réfléchissante (plaque de silicium).
Effectuez la mise au point sur cette surface. @tesiite I'un des deux oculaires et observez
'image du diaphragme d’ouverture (pour cela ferteediaphragme : tirette (AS) de la figure 1). A
I'aide du tournevis et des vis ad hoc, centresliiu diaphragme d’ouverture.

Le diaphragme d’ouverture est alors réglé.

Notons que le diaphragme d’ouverture sert a régleverture du systeme c’est a dire,
pratiguement, a régler la quantité de lumiere eédewur I'échantillon. Pour une utilisation

14
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classique du microscope, on regle la tirette dpldi@gme d’ouverture a mi-course, pour avoir
suffisamment de lumiere sans toutefois risqueradértbrer I'échantillon.

1-3 Centrage de la lampe a arc et réglage de I'dormité d’éclairement

Utilisez toujours I'objectif *10 et placez le plate porte échantillon tout en bas. Ouvrez les deux
diaphragmes a fond. Vous observez alors sur leguafpas a travers I'oculaire) un disque
uniformément éclairé.

Pour régler la lampe a arc, on dispose de 3 vigglage (figure 1) :

* Une vis de focalisation de la lentille de collentio

* Deux vis de centrage de l'arc

Le réglage de I'arc se fait en deux étapes :

Centrage de l'arc

Tournez légérement la vis de focalisation de margevenir imager I'arc sur le plateau.

Remarque : on obtient une image plus nette si faame le diaphragme de champ. On pourra
enlever les densités optiques si I'on manque déehem

Actionnez les deux vis de centrage. Vous voyezesplateau deux images de l'arc. Le cube
d’éclairage qui contient I'arc est muni, en sondpod’'un miroir sphérique au centre de courbure
duquel se trouve l'arc. Ce que vous observez donegplateau, c’est 'image directement
transmise par la lentille de collection d’une grtimage réfléchie sur le miroir sphérique d’autr
part.

Pour optimiser le centrage de I'aroe faut pas superposer les deux imagekn effet si vous
superposez les deux images, vous re-concentramiarie réfléchie par le miroir sphérique sur
I'arc, ce qui a pour effet de détériorer I'arc trapidement (la durée de vie de I'arc est alorgssdey
par deux). Pourtant, il est clair que I'éclairagelus uniforme est obtenu lorsque les deux images
de I'arc sont superposées. Il faut donc trouvecampromis entre durée de vie de I'arc et
uniformité d’éclairement.

Centrez I'arc de maniére a rapprocher les imagesidex arcs le plus possible sans toutefois les
superposer.

Réglage de l'uniformité d’éclairement

Repositionnez le bout de papier sur le plateatepamhantillon et faite la mise au point dessus. Ré-
ouvrez le diaphragme de champ de maniére a éclaipdus grande zone observable possible (cf.
figure 3).

Observez une zone du papier uniformément blanchégkdr la focalisation de la lentille de
collection de maniere a obtenir un éclairage umfar

N’oubliez pas de redonner la bonne ouverture aphdéagme d’ouverture pour pouvoir commencer
les observations.

Le microscope est alors réglé.

[I1-2 Prise en main de la caméra et du logiciel

La caméra SPOT montée sur le microscope est unéraamonochrome numerique constituée
d’'une matrice de 1200*1600 pixels. Chaque pixathé un signal,ly codé sur 12 bits (soit 4096
niveaux de gris). Ce signal est linéaire (i.e. prtipnnel a I'intensité lumineuse incidente) sur la
quasi-totalité de cette plage de fonctionnementhrdit d’obscurité de la caméra (sqij £40)
jusqu’a son niveau d'intensité maximayjy £ 4095 (le pixel est ensuite sature). On peuspkaurs
modifier le temps d’intégration de la caméra (1msgd s) de maniére a pouvoir imager des objets
plus ou moins lumineux.
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La caméra est associée a un logiciel de traitedienage : ImageProPlus. Ce logiciel permet
I'acquisition d’images, et leur post-traitement guee d’intensité moyenne, de distances, de
surfaces...mais aussi traitement du signal : filtFés[, segmentation...).

Avant d’observer les biopuces, nous allons comnrgmeeapprendre a utiliser les fonctionnalités
de base du logiciel ce qui nous permettra de aaniaet la caméra SPOT. Nous déterminerons ainsi
son bruit d’obscurité puis nous évaluerons sonoumiité spatiale, ainsi que sa linéarité en fonction
de lintensité lumineuse incidente mais aussi extion du temps d’intégration.

Soulignons I'importance de ces étapes de caraaténmsqui sont indispensables pour s’assurer que
les mesures réalisées sur biopuces sont signifecati

2-1 Acquisition d'une image avec le logiciel Imad&oPlus

Sur le microscope, sélectionner le cube dichro@y@ (N°3) et I'objectif *5. Placer un bout de
papier quadrillé sous I'objectif de microscopeg#ectuer la mise au point (a travers I'oculaing) s
une croix du quadrillage. Mettez la tirette sitséele coté de I'oculaire en position intermédiaire
de maniére a observer simultanément avec I'ocuddite caméra. Allumez I'alimentation de la
caméra SPOT. Tournez vous vers le PC et lancegiei¢l ImageProPlus (icbne ipwin32).

La premiere chose qu'il est sage de faire, lorsqueecommence une nouvelle série d’expérience
avec un logiciel d’acquisition d'images, c’est déar un nouveau répertoire de maniére a pouvoir
stocker les nombreuses images que vous ne manqaseie sauvegarder. Le logiciel
ImageProPlus est muni d’'un systeme puissant deoged#t base de données, nous ne l'utiliserons
pas ici. Nous nous contenterons de créer un nouégautoire a partir du gestionnaire de fichier
Windows. Vous placerez votre répertoire sous laeac

C: TPbiopuce\JourMoisAnnée

Regardons maintenant d’'un peu plus pres le logigiageProPlus.
2-1-1 Fonctions élémentaires du logiciel ImagePrdis.

Au niveau de la barre des menus, vous disposefodesons classiques Windows : File, Edit,
Window et Help. Vous étes assurément parfaitenaniliers avec toutes ces fonctions, nous n'y
reviendrons donc pas. Toutefois, nous décrirormioes d’entre elles ponctuellement par la suite.
Intéressons nous, a présent, a un menu vital dcidbg’acquisition d’imagesAcquire

2-1-2 Le menu Acquire
Il est divisé en quatre sous-zones. Nous ne naésesserons qu’a la premiére. Les cing fonctions

constituant cette sous-zone sont accessibles einecit en cliquant sur I’ic@nei" Cliquer donc

sur cette icbne pour accéder au menu de parameétedtgrquisition.
2-1-3La fenétre Diagnostic Spot RT

Si vous n‘accédez pas a la fenétre décrite ci-dsssmis a une fenétre plus petite, cliquez, dans
cette petite fenétre, s@etup.
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=- Diagnostic Spot RT

Setup  Image |Preview| Acquirel Integrationl Macrosl
& Newlmage |

. - I Prampt for File Save
" Active Image

" Sequence [¥ | Display sequence during asguie

" File  Browse |C:‘\...TF‘U22BUB‘\SEHIESD.tif

X Sur cette fenétre, on peut régler les
différents parameétres pour I'acquisition
des images. On s’intéressera plus
particulierement a trois sous-menus :
Image, Preview, Acquird_e principe
d’acquisition d’'une image est simple. On

tultiple Images

[~ Enable Muliple Image Capture

Mumber of Images: |1D E
Time between mages: 100 Set Time |

I Wse mirimurm possible intenal

commence par visualiser en temps réel
I'image vue par la caméra. Lorsque I'on a
optimisé le réglage, on acquiére une photo.

Start Preview | Snap | Mimimal D ialogl Close

Figure 4

Sous-menu JImage

Dans cette fenétre, on peut sélectionner le tyjmeadje que I'on veut acquérir :
» Active Image: a chaque fois que I'on acquiere une nouvellggendimage précédente

est écrasée.

* New Image: I'image précédente n’est pas écrasée.
* Sequence cette fonction permet d’acquérir une série dijem a intervalles de temps
réguliers, de facon automatique. Nous reviendransette fonction plus tard.

* File : ne nous intéresse pas ici.
Remarque : Si vous cochézompt for File Savee logiciel vous proposera systématiquement devegarder la nouvelle image

acquise...ennuyeuxss décocher.

DécochelEnable Multiple Image Capture (Option associée a la foncti@equencget cocher

New Image

Sous-menus : Preview et Acquire.

= Diagnostic Spot RT x|

Setup | Image  Preview |Acquire| Integrationl Macrosl

— Exposure Time Binning
Hawrs: IU 3 Harz. |1 E
Minutes: IU E Wert, |1—3

Seconds: IU— E : .
Milsec: [718 =] Gan [T =

Apply |
— Preview frea
SetArea... | [0.0) - [1599.1159)
Final preview resolution: 1600% 1200

[T wiorkspace Preview

v Lock exposure times

Start Preview | Snap | tdinimal Dialogl Cloze

Figure 5

Sur ces deux fenétreBreview et Acquire), on peut
régler les temps d’intégratiof§xposure Time)
correspondant a la visualisation en temps eed\iew)
et a I'acquisition Acquire).

Si I'on cocheLock exposure timede logiciel prend le méme temps d’acquisition

pour Acquire et Preview..(cocher).
On ne s'intéressera pas aux options Binning et gaigui doivent rester a 1). Le

CCD pour plus d'informations.

lecteur intéressé pourra toutefois se reporter adinnexe technique sur les caméras
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Remarque : Si vous n'avez pas acces aux tempsuisiion dans la fenétrBreview aller dans le
menuAcquire, cliquer surAuto-Exposure Option®t sélectionnetser-Defined Exposure

Vous pouvez a présent cliquer sdinimal Dialog puis suPreview. Vous visualisez alors en

temps réel ce que voit la caméra. Vous pouvez neoddf temps d’intégration de maniére a obtenir
une bonne luminosité de I'image en fluorescencbaiu de papier. Vous pouvez arréter, a tout
moment la pré-visualisation en cliquant stop et revenir a la fenéti@iagnostic Spot RTen

cliguant surSetup. Si vous cliquez sU8nap, vous prenez une photo que vous pourrez sauvegarde
par la suite (dans votre répertoire en formaf.tiff

A ce stade, vous étes donc capable de prendrenagei..Nous allons a présent nous intéresser a
I'exploitation de cette image.

2-2 Exploitation d’une image.

Ce qui nous intéresse tout particuliérement a partid’'une image de fluorescence, c’est de pouvoir détminer I'intensité moyenne, I'écart
type sur cette image (pour toute I'image ou pour ua zone d'intérét de I'image).

2-2-1 Histogramme d’'une image.

Sélectionnez une image que vous voulez analyserdtiquer sur I’icf)n(Ilj .

La fenétre qui apparait alors représente I'histogna detoute 'image. Cette fenétre est munie de
plusieurs menus déroulants. Observer I'effet d#éréntes options dans les mermeport,

Update, Scaling.

On remarquera que cochgtatistics (nenuReport) permet de faire apparaitre la moyenne et
I'écart type associés a I'histogramme et doncradije. Cette fonction nous intéresse donc tout
particulierement.

Note importante : dans le menReport, on se gardera de cochetensity Cal, fonction qui

permet de faire des calibrations en intensité guious intéresse pas ici (I'utilisation d’'une telle
calibration fausserait ici toutes nos mesuresesibiopuces.). La fonctidBpatial Cal permet

guant a elle de faire une calibration métrique’idealge. Mais avant de pouvoir utiliser cette
fonction, il faut étalonner le microscope, ce qoasin’avons pas encore fait... (nous effectuerons
cette étalonnage plus tard). Pour I'instant, ngeil donc pas non plus cette foncti®patial Cal.

A ce stade vous étes donc capable de détermifiaotescence moyenne d’un échantillon et I'écart
type associé. Nous allons a présent apprendrectadi la méme opération sur une zone d’intérét
de I'image.

2-2-2 Définition d’'une AOI.

Comme son nom l'indique, il s’agit d’'une Area Otdrest. L'AOI peut avoir plusieurs formes :
rectangle, ellipse, quelconque. On se contentezdomes les plus simples. On créé une AOI en

cliquant sur 'une des ic@ne@ puis en la dessinant sur I'image. On peut effda€1 en
recliquant sur I'icone correspondante. Une fois cette AOI est définie, on peut, comme dans le
cas de I'image entiere, obtenir I'histogramme déec&OI. La moyenne et I'écart type associés
correspondent a 'AOI et non plus a I'image entiere
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Remarque : lorsqu’une image, une AQOI et un histogre sont ouverts, on peut déplacer I'AOI a
volonté sur I'image puis cliquer sur le meldpdate(qui porte bien son nom) de I'histogramme afin
d’obtenir les valeurs correspondant a la nouveltsiion de I'AOI.

Sauvegarde d’'une AOI.

Il peut étre intéressant de sauvegarder une AQir(pouvoir la réutiliser d’'une image a l'autre par
exemple). La procédure est la suivante.

» Tracer votre AOI sur une image.

* Dans la barre générale de menus du logiciel, ddesEdit/AOI . Une fenétre apparait.
Cliquer surAdd.

e Donner un nom personnalisé a votre AOI puis ferarigolite de dialogue.

* Remarque :ll n’est pas besoin de sauvegarder.

Rappel d’'une AOI

On peut ensuite rappeler son AOI préférée lorsiquettaite une autre image. La procédure est la
suivante : Dans la barre générale de menus duéhgaier dan€dit/AOI . Une fenétre apparait.
Sélectionner votre AOI puis cliquer stet

A ce stade vous étes donc capable de détermifiablascence moyenne et I'écart type associé de
n’importe quelle zone de I'image. Nous allons feraknt nous intéresser a une méthode qui permet

de stocker aisément dans un méme tableau les saftéressantes correspondant a plusieurs
images.

2-2-3 Data Collector

Dans le menu déroulaMeasure sélectionneData Collector (qui porte décidément bien son
nom).

i Data Collector |
I .-'fxutcum..atu: Data List | Statisics  Lawout | Expart | Optionz |
Collection. i ;
Data zource/D ata ikems: Selected items:
Callect Mo | [Dbl-click or > to select] [Dbl-click or << to remove]
Delete Last Hiztogram - Mean Hiztagram
—I I J Std.Drew. Hiztagram
Delate Al Min.
—I (L
tean
_I':":'SE Std.Dev.
#1
e <4
Yalue at =1 —I
Walue at =2
Range
Range area
X frea
Values

Figure 6
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Accédez au menuayout puis, comme indigué sur la photo ci-dessus, sélautz Mean et
Std.Dev.Une fois cette opération effectuée, accédez awmata List. Si vous cliquez alors sur
Collect Now, vous enregistrez automatiquement les valeuideatn et Std.Devcorrespondant a
I’histogramme que vous avez sélectionné. Vous poewnsuite passer a un autre histogramme et
collecter, dans le méme tableau, les nouvellesivsle

Cette fonction peut s’avérer trés utile lorsqua lB50 histogrammes a traiter a la suite. En &dfet
tableau ainsi constitué est directement exportaimd=xcell. Pour cela, aller dans le mé&xport
(fenétreData Collector) et exporter ldataList versExcell DDE.

Vous étes a présent en mesure de qualifier la @amér

I1-3 Caractérisation de la caméra Spot

3-1 Verification de I'uniformité de I'éclairement sur I'échantillon.

Positionnez I'étalon de fluorescence sur le plagate échantillon. Il s’agit de la lame de verre
colorée de couleur orange ; elle posséede la ptépie fluorescer dans la méme gamme de
longueur d’onde que le Cy3. Effectuez la mise aatpmtessus et prenez une image. A partir de
cette image, évaluez I'uniformité de I'éclairemeant I'échantillon.

Remarque : on pourra utiliser la fonctiduine Profile du logiciel ImageProPlus. On accede a cette

R |

fonction en cliquant sur I'icbne——

3-2 Vérification de la linéarité de la caméra.

Nous allons a présent vérifier la linéarité dedenéra en fonction de I'éclairement puis en fonction

du temps d’intégration. pour ce faire, nous utitiees une autre source lumineuse constituée :

* D’une alimentation (Polytec) réglable par un patangtre.

e D’un guide de lumiere.

« D'un diffuseur parfait, ou diffuseur lambertien,iquosséde la propriété d’avoir une luminance
uniforme. L’éclairement produit par cette sourcelaicaméra est donc parfaitement uniforme.

N’éteignez pas la lampe a arc, vous pouvez la goaipéermant I'obturateur mécanique du

microscope.

Repassez en éclairage fond blanc, mettez le diffuse place, effectuez la mise au point.

Vérification de la linéarité de la caméra en fonctin de I'éclairement.

Mettre en place le puissance-metre a la placeodelhire. Pour un temps d’intégration fixe, faire

varier I'éclairement au potentiometre. Relevez,rpme dizaine de valeurs, la puissance vue par le

puissance-meétre ainsi que I'intensité moyenne \andgpcameéra. Tracez I'une en fonction de

l'autre.

Vous pouvez recommencer I'opération pour d’auteesas d’intégration.

Vous devez obtenir un faisceau de droites ce qus y@rmet de vous assurer de la linéarité de la

caméra. L’ordonnée a I'origine de ce faisceau déel correspond a I’ ‘offset’ de la caméra. Cet

offset est d0 aux imperfections de la caméra ; ptus d’informations sur les différents bruits

concernant une caméra CCD, le lecteur pourra setez@ I'annexe.

Vérification de la linéarité de la caméra en fonctin du temps d’intégration.

Placez le potentiométre pour produire un éclairémeyen. Enregistrez plusieurs images en

faisant varier le temps d’intégration. Tracez Binsité moyenne vue par la caméra en fonction du

temps d’intégration.
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Mesure du courant d’obscurité.

Le courant d’obscurité se mesure a partir d’'unegende noir. Otez donc le diffuseur parfait.
Enregistrez plusieurs images du noir en faisanevér temps d’intégration. Tracez l'intensité
moyenne vue par la caméra en fonction du tempsgédiiation.

Vous devez obtenir une droite dont 'ordonnée ediae correspond a l'offset de lecture et la pente
correspond au courant d’obscurité.

Mesure du bruit d’obscurité et du bruit de lecture.

A partir des mesures effectuées dans le parag@gli tracez I'écart type (mesure des images de
noir) en fonction du temps d’exposition.

Vous devez obtenir une droite dont I'ordonnée Edioe correspond au bruit de lecture et la pente
correspond au bruit d'obscurité.

[I-4 Etalonnage métrigue du microscope.

Placez vous en lumiére blanche, objectif *5, effeztla mise au point sur le micrométre objet.
Prenez une image. Dans la fenétre générale de Rnalgkeis, sélectionnez le menu
Measure/Calibration/Spatial. Vous voyez alors apparaitre une fenétre de dialog partir de

cette fenétre, vous allez pouvoir calibrer, d’'umpde vue spatial le microscope, et ceci pour
chacun des trois objectifs. Commencez par effages les calibrations précédentes (tousbke

All). Cliquez ensuite siMew puis donnez un nom a votre calibration (5x pangXe).

Sélectionnez ensuite I'unité dans laquelle voudamtravailler (um par exemple). Cliquez ensuite
surimage Sur I'image que vous avez prise apparait un segrResitionnez-le, et allongez-le
éventuellement, de maniére a ce qu’il correspongie iatervalle de votre micrométre. Répondez a
la question ‘Reference represents how many unianide fermer la fenétre. Les mesures
métriques que vous effectuerez par la suite (lomgukametre, surface...) sont a présent calibrées
pour I'objectif *5.

Effectuez la méme opération d’étalonnage métrique fes deux autres objectifs.

Vous pouvez a tout moment choisir votre calibraf{gelon I'objectif utilisé) dans le menu
Measure/Calibration/Select Spatial

[I-5 Mesure de la densité de puissance sur I'échslhon.

Toujours en lumiére blanche, objectif *5 , fermeallaphragme de champ de maniere a ce qu'il
apparaisse sur I'image de la caméra CCD. Prenemmage. A partir de celle-ci, déterminer une

Al

valeur de la surface éclairée. Pour cela, on cteygar I'icone .
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Figure 7

A partir de cette fenétre Measurements, sélectiotiiméne correspondant au polygone. Puis sur
votre image tracez le contour du diaphragme de ph&tous avez alors acceés a la surface
correspondante, dans la fen@#teasurements(cf. Figure 7).

Remarque : assurez-vous que vous avez sélectienodlibre correspondant a votre objectif de
microscope.

Retirez le micrometre objet et placez le puissané&e sous I'objectif. Déduisez-en la densité de
puissance sur I'échantillon.

Mettez en place le cube dichroique Cy3 et recomerhapération.

Que vous inspirent ces résultats ?

Déterminez la densité de puissance pour les detrgsaabjectifs. Comment évolue la densité de
puissance ? Le résultat est-il attendu ?

I1-6 Observation des biopuces.

Mettez votre biopuce en place, effectuez la mispant (objectif *5) et prenez une image.

6-1 Soustraction du bruit de fond

Dans le paragraphe précédent, vous avez pu détmrhufiset de la caméra. Si I'on veut effectuer
des mesures précises de fluorescence, il est iargateé soustraire ce bruit de fond des images de
fluorescence, et ceci de maniere systématique.

Commencons donc par enregistrer une image de de f@nmez I'obturateur mécanique du
microscope. Enregistrez une image. Vous disposeg de deux images : une image des plots
fluorescents et une image du bruit de fond. Volez aoustraire cette derniére de la premiére. Allez
dans le men®rocess/OperationsA l'aide de la fenétre de dialogue qui apparalis/pouvez
effectuer différentes opérations sur les imagegods de jouer.

Cette opération de soustraction du bruit de foméhelsspensable si I'on veut effectuer des mesures
précises en fluorescence. Critiquez cette phrésede des niveaux de fluorescence auxquels vous
avez a faire.

22



CIME

Nnanotech

.,

6-2 Uniformité de fluorescence d’un plot
A partir de I'image d’un plot fluorescent, évalusm uniformité.

6-3 Moyenne de fluorescence des plots
Déterminez une valeur moyenne de fluorescence) étart-type, pour les différentes séries de
plots fluorescents. Commentez vos résultats.

6-4 Mise en évidence du photoblanchiment.

Nous allons finalement mettre en évidence un problamportant, qui entache d’erreur les mesures
de fluorescence sur les biopuces : le photoblaretinPour plus de précisions, voir I'annexe.
Acquisition d’une séquence d’images

Vous utiliserez I'objectif *20, dans un premier tesn Effectuez la mise au point sur I'un des plots
les plus fluorescents. Fermez I'obturateur avanirdea suite. Vous allez utiliser la fonction

G'ill

sequencgqui porte bien son nom)...Cliquez sur l'ic de maniére a accéder a la fenétre de

= Diagnostic Spot BT x|

Setup  Image |Preview| .-‘-‘-.u:quirel Integratinnl Mau:ru:usl

£ New Imags
: - [ Prompt for File Save
£ Active Image
{* Sequence ¥ Dizplay sequence during acquire

" File  Browse |I::"\...TF'DEEEEIEHSEFEIESEI.tif

— Multiple Images

¥ Enable Multiple mage Capture
MNumber of Images: |'| 0 E
Time bebween images: 000 00 02 . 000 Set Time |

[™ Usze minimum possible interval

Start Preview Shap tdirnimal Dialog Cloze

dialogue représentée sur la figure 8.
FIGURE 8

SélectionneSequencele logiciel est alors configuré pour prendre ertan nombre d'images
avec un intervalle de temps défini par l'utilisatéune image toutes les 2 secondes, pour un tetal d
10 images, sur la figure 8). On lance la prise satjelle en cliquant suBnap.

Le phénomeéne de photoblanchiment est ‘relativement. (nous relativiserons ce ‘relativement’
un peu plus loin). Etalez donc la séquence sudizane de minutes, avec une mesure toutes les 30
secondes.

Une fois les parameétres réglés, prenez la sequiimebliez pas d’ouvrir I'obturateur...
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Exploitation de la séquence d’'images.

Apres la prise de cette séquence, vous avez l#jiéde la revoir comme au cinéma... Que
constatez-vous ?

Afin de quantifier ce que vous n'aurez pas mangeeconstater, nous allons mesurer la
fluorescence moyenne de chacune des photos quitaens cette séquence. Dans le menu
Acquire/Sequence ToolssélectionneExtract Frames. Le résultat obtenu est mieux visualisé si
I'on sélectionne ensuite le meldindow/Cascade ImagesPour chacune des photos que vous
venez de prendre, mesurez la moyenne et I'écagtdiyme zone d’intérét que vous aurez choisie.
Tracez la courbe représentant l'intensité de flsogace en fonction du temps d’exposition. Que
constatez vous ? Commentez.

Recommencez I'opération en utilisant I'objectif Bue constatez-vous ? Commentez.
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ANNEXE I: RAPPELS THEORIQUES

(Rédigée par P.PELETIE et P.BARRITAULT, LETI/CEA)

| - Biopuces a ADN et fluorescence

La détection de I'hybridation d’'une sonde ADN aw cible ne se fait pas aujourd’hui
directement (mesure électrique, absorption, UVEi@ajue les systémes de détection ne sont
pas assez sensibles pour cela.

Aussi la solution quasi-universelle est la détectiorecte d’un marqueur accroché soit sur la
sonde, soit sur la cible.

Au début, on a utilisé des marqueurs radioactifourd’hui remplacés par des traceurs
fluorescents qui demandent moins de logistigueeguierent une mise en ceuvre moins
onéreuse.

Un traceur fluorescent est une molécule qui éclp@éun rayonnement lumineux émet des
photons dans une longueur d’onde supérieure awoplaexcitation.

Il existedeux grands types de systemgmur lire une puce a ADN :
= Le microscope a balayage laser.
= Le microscope équipé d’'une caméra refroidie peanetie faire une image de la puce.

v’ Le premier systéme consiste a balayer un faisceser Isur la puce (ou balayer la
biopuce sous un faisceau fixe), et on lit 'émissde fluorescence sur un détecteur de
type photo-multiplicateur.

Ce systeme est le plus souvent confocal, c’esteaglie la présence d’'un diaphragme
devant le détecteur élimine toute lumiere en detlorglan de mise au point. De plus ce
systeme est trés résolu et permet de descendre réstdutions de quelques microns, il
est particulierement adapté a des puces forméesellides épaisses en verre ou
plastique (qui souvent fluorescent) et avec desloesibiologiques génant I'observation
d’un plan ou sont accrochés les molécules d’ADNqués.

v L'autre type de systéme est un microscope stanuard d’'une caméra CCD refroidie
et ou I'éclairage est soit un laser de longueund&®approprié, soit une lampe blanche
(lampe a arc a vapeur de mercure) filtrée pourravme bande d’excitation adéquate.

Lorsque la puce est constituée de plots discratépendants de taille > 50 um, ce
dispositif est suffisant et beaucoup moins cher dgemicroscope confocal a
fluorescence et balayage laser.

C’est ce dispositif que vous utiliserez au courg Bu

Il - Fluorescence

La fluorescence est un phénomene connu et utiliséclemie analytique en solution
homogene la plupart du temps.

Beaucoup de molécules sont fluorescentes et laapluilisés en biologie et pouvant se
greffer sur des acides nucléiques sont des mokoutganiques.

Une molécule fluorescente (cf. diagramme de Jakipabsorbe un photon d’énergie hv qui
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permet a la molécule de passer a un état exgiv& une certaine énergie de vibration et
rotation (absorption en 107s).

Par des phénoménes non radiatifs, la moléculeyrepu d'énergie et retombe en 19, 10
195 3 I'état |, puis revient a I'état fondamentad En émettant un photon d’énergie hv’

V' <V = )} > A (loi de Stokes).

La moléculereste a I'état i pendant un temps appelé durée de vie de fluorescence. Ce
tempsr est de I'ordre de quelques ns.

Deux autres parametres sont importants a conndéreoefficient d’absorption molaikeet le
rendement de fluorescenge

Diagramme de Jablonski

DIAGRAMME DE JABLONSKI

1 Non radiatif

hv hv' VM Emission de photo

Ainsi pour une intensit& Id’excitation, le flux lumineux absorbé dans unkigon suit la loi
de Beer-Lambert.

labs = } (1 — e~
| = épaisseur traversée
¢ = concentration molaire (Moles/I)
Le rendemenp est le rapport entre les photons émis et les pisatosorbés
D fluo=plo (1 - e ™)
or¢lc est trés faible devant2 1 — e~

elc

~¢glc.
= Ifluo=plp elc

La fluorescence est une méthode beaucoup plusbéegie la mesure d’absorption, il n'en
reste pas moins que l'intensité de fluorescencéoagiurs tres faible par rapport a I'intensité
d’excitation.
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Spectre de fluorescence

SPECTRE DE FLUORESCENCE

Courbe ) exc max A émi max Spectre N
d’excitation d’émission

Les 2 spectres sont symétriques si les moléculasreffcentes n’interferent pas avec
'environnement et présentent un maximum qui estiollgueur d’onde d’excitation et
d’émission spécifiée dans les documentations.

Phénomenes parasites de la fluorescence

= Quand on excite les fluorophores (de préférence ane bande étroite autour desxc
max), on aura une diffusion importante a cette ey d’onde, diffusion plus importante
sur surface solide que dans une solution homod@aelus, entre excitation et émission,
on trouve un spectre « parasite » qui est le Raheda solution dans laquelle se trouve le
fluorophore

A exc Raman A em fluorescene

= Un autre phénomene affaiblissant la fluorescentéees Quenching » : extinction de tout

27



CIME

Nnanotech

SRR to

ou partie de la fluorescence par interaction detfliorophore et son environnement.

Signalons que ce quenching est toujours présensudastrat solide, car le fluorophore a
tendance a céder ses électrons au substrat.

On peut le mettre en évidence en regardant la d&armce de fluorescence.

Ainsi, en l'absence de quenching, la décroissanee fldorescence suit une loi
exponentielle de type | 5 &~

S'’il y a quenching, une partie des molécules vearaurée de vie fortement atténuée et le
résultat sera une loi multi-exponentielle.

Sans quenching

/.

0

Avec quenching

To,Tq

Une déconvolution de ces courbes permet par exedigoleir :

v/ Sans quenching To=3ns

v Avec quenching 10 % & = 3 ns (c.a.d. 10% des molécules qui fluorescent
Normalement)

80% at;, = 500 ps (80% des molécules qui ont une
fluorescence tres

faible)
10 % extinction totale
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Il - Microscopie de fluorescence

Un microscope est un instrument d’optique capabléescendre a des résolutions de l'ordre
du micron voire un peu en dessous.

On peut travailler en transparence (objets tramspg)y ou en réflexion (c’est le cas des objets
utilisés dans le TP), les voies excitation-émisssont alors communes sur une partie du
trajet ; on parle alors d’épi-illumination.

Oculaire

Objectif
Objet —_—

Transmission

Condenseur
Lampe

- Lampe
Epi-illumination

Objectif

Objet

» Les caractéristigues du microscope dépendent ferieme I'objectif qui est I'élément
central pour former I'image.

L’objectif est caractérisé par :
v' Son grandissement 10X, 20X, 50X, 100X

G*" 10 20 50 100
v' Son ouverture numérique
ON 0,3 0,46 0,8 0,95

ON = n.sinx

wd

29



CIME

Nnanotech

T, o
= CNFM
de Grenoble

v’ Sa distance de travail Wd
10X Wd =10,1 mm
20X Wd <5 mm

L . . . 1225
v’ La résolution au sens critére de Rayleigh est aiePéN—

La plupart des objectifs aujourd’hui renvoie l'ineag I'o, cette image est reprise par une
lentille de tube qui forme l'image réelle sur lareaa (ou bien cette image réelle est
reprise par les oculaires qui en donnent une imageelle).

Ainsi un objectif 10X sera marqué 10X/ 0,3
o /0,07

0,07 signifie que l'objectif travaille dans des ddgions normales avec une lame couvre-
objet d’épaisseur 0,07 mm.

Eclairage

Pour éclairer correctement en fluorescence orsatié plus souvent une lampe a vapeur de
mercure a arc (quelquefois une lampe Xenon). Gapda ont un spectre large permettant
de couvrir le spectre depuis I'UV jusqu’au procRe |

mﬂ SPECTRAL |RRADIANCE DATA —

bt |

FAMANACE IT L |

Afin d’avoir un éclairage homogene et contrélé & yeux diaphragmes sur le trajet et une
lentille dite de collimation.

Le diaphragme d’ouverture sert a limiter le flux, fluorescence il peldtre totalement
ouvert (au détriment de la qualité de I'image).

Le diaphragme de champ sert a limiter le champ s#olation et il apparait net dans le
plan objet. En fluorescence, ce diaphragtoi étre réglé de facon a illuminer seulement
la zone d’observation.
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En effet, la lumiére hors de la zone utile conteitzua créer un flux parasite.

Nous rappelons que pour travailler correctemeggldirage a un réle important sur la
qualité de I'image, méme si I'objectif est un deEgments essentiels du microscope.

Enfin la lentille de collimation sert a avoir unachp éclairé assez homogéene, en aucun cas
on ne doit travailler avec I'image de l'arc interse centre du champ et les bords de
champs sombres.

Cube dichroique

Pour séparer I'excitation de I'émission et éviter mrojeter sur la caméra une diffusion
importante de type Rayleigh, on utilise un cubéi@ue.

Filtre d’arrét L
Emission

A A

| —Filtre d’excitation

Lame dichroique

Eclairage

Ce cube est formé de 3 éléments :

v’ Le filtre d’excitation sert a limiter la bande spete utile (est fonction du fluorophore
utilisé).

v La lame dichroique réfléchit la lumiére d’excitatiet transmet la lumiére d’émission.

v Le filtre d’arrét supprime toute longueur d’ondedassous d’une certaine valeur.

Ainsi pour chaque fluorophore, on trouve un culshiique spécifique.
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IV - Principaux fluorophores

Les plus utilisés en biologie sont les suivantfla en nm):

Les Alexas Alexa 488 lexc 488 rem 520
Alexa 532 rexc 532 rem 580
Alexa 633 rexc 633 rem 680
Les Cyanines CY2 rexc 488 rem 520
CY3 rexc 550 rem 580
CY5 rexc 650 rem 680
Fluorescéine et Calcéine rexc 490 rem 520

Les Rhodamines FA

rexc 488 rem 520
R110
JOE
ROX
TAMRA rexc 540 Aem 580
La phycoérythrine rexc 480-550 2em 580

(bande d’absorption tres large).

On peut remarquer que la plupart des longueursdd’atiexcitation sont « calées » sur des
raies laser :

= Argon 488, 514 nm

= Krypto 650 nm

» Yag doublé532 nm

= Laser semi-conducteur 633 nm

Chaque fluorophore est donné avec son coefficiasdrption et son rendement.

Il est ainsi possible théoriquement de calculdhiarescence émise dans un volume donné de
concentration donné (si il N’y a pas de phénomébassorption de la lumiére d’excitation
et/ou d’émission et s’il N’y a pas de quenching).
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Exemple de cube dichroique pour CY3

. o Dichroique
Filtre d’excitation q

<«— Filtre d’arrét

540 580 A

V - Caractérisation d’'une caméra numerique.

V-1 Linéarité
On s'assure que le niveau de gris est proportianélx lumineux, en tracant la courbe
suivante pour plusieurs valeurs de puissance dféatant données :

4 Niveau de gris
Max

X ..
— Chaque point est obtenu en

moyennant les pixels d'une image

»

" tps d’exposition

Remarques :

- Si I'éclairement de la caméra n’est pas parfaiteanm@mogéne, il faut mesurer la moyenne
d’'une région centrale de I'image

- il convient de faire beaucoup de points de mesarss da région proche de la saturation pour
vérifier gqu’un éventuel dispositif d’anti-bloomimge pose pas de probleme.

S'assurer également que le niveau de gris maxinsuraspond au maximum de dynamique du

convertisseur analogique-numerique. (ex. : niveagrés maximum = 4095 pour le

convertisseur 12 bits de la caméra Spot)
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Interprétation :

Si la fin de la courbe n’est pas linéaire, celatpégnifier que la caméra est équipée d’'un
dispositif anti-blooming (anti-aveuglement). Seseigner aupres du constructeur pour vérifier,
sinon, il y a un probleme.

V-2 Pas de quantification :

C’est une donnée essentielle. C'est le nombrecttétes par niveau de gris pour un pixel. On
montre qu'il correspond au coefficient directeutaddroite:
niveau gris = qo?

aveco = _1 écart-type [imagel—-image2]

2
Pour cela, en faisant varier I'éclairement, onglaadroite suivante en prenant 2 images pour
chaque valeur d’éclairement. Chaque point est olbé@ncalculant I'image obtenue par

différence de 2 images et en calculant son |'é§2|aﬁ/\/§

ordre de grandeur : ~ 6 e-/niveau (caméra Spot)
On peut calculer alors le rendement quantique dar@éra pour une longueur d’onde donnée :
Soit My le niveau de gris ; Y= (1/9) . N = Qe (1/9) Non
Ceci exprime que le niveau de gris est proportibanenombre d’electrons par pixele, Nt ce
nombre est lui-méme proportionnel au nombre degtsotegus, P, par I'intermédiaire du
rendement quantique.Q
Or les nombres d’électrons et de photons suiverst dieux des lois de Poisson ; donc la
variance sur le niveau de gris s’exprime de la grasuivante :
Var Mg = (1/cf Jvar No = (1/cf )Ne et My, = (1/q) N
De ces deux relations on en tire :
dvi/ var M
ete Qqu/ Nph

. Niveau de gris
écart-type (imagel-image?2)

o=_1
T

pas de quantification
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Bruit de lecture
I'efficacité du transfert de charge

llestdda: <: +
amplification analogique

Ce bruit est obtenu en mesurant I'offset de laleewwuivante :

0'2
4 O =_1 écart-type (noirl-noir2)
Bruit d’obscurité
Bruit de e
lecture 7 .
Lo temps d’exposition

»
»

Chaque point est obtenu en calculant I'image oletqrar différence de 2 images de noir et en

calculant son I'écart typeJ2
0g : bruit de lecture ~ 40 e- (caméra Spot)
bruit d'obscurité ~ 10 e- /pixel /seconde

Bruit d'obscurité
Selon certaines sources, il s'agit d’électronsdméa spontanément a la matrice. Selon d’autres
du rayonnement de corps noir. Enfin, certains astél considerent comme le bruit photonique
associé au courant d’obscurité

Courant d'obscurité
Méme courbes que le bruit d'obscurité mais ce pa&sun phénoméne aléatoire ! C'est
'augmentation naturelle du niveau de noir en fanrctlu temps d’exposition
On le mesure de la maniére suivante :

A

\‘/ Courant d’obscurité

»
»

Offset de lecture ¢

Chaque point est obtenu en calculant la moyennaiserimage de noir a un temps d'exposition
donné.
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Offset
DO aux imperfections de la camera (pré-charge dD)COn l'obtient en mesurant I'ordonnée a
l'origine de la courbe précédente. Ce n’est égalepes un phénomeéne aléatoire.

Bruit de PRNU
Traduit une différence de sensibilité entre lesédints pixels du CCD. Il n'est pas aléatoire. On
peut mettre en évidence un probleme de PRNU &l'délla courbe suivante

o
A

" ¥~ Probléme de PRNU

» hiveau de gris

Caro = ./ 02PRNU+ 0?2 photonique

Or o PRNUvarie en fonction du carré des niveaux de gris
et ophotoniquevarie proportionnellement au niveaux de gris

=> une linéarité en fin de courbe traduit un probleled®RNU et nécessite une étude approfondie.
Bruit photonique

Il est indépendant de la caméra! Il est di au da# toute source régulée émet un nombre de
photons par seconde dépendant d’'une statistiquBoigson. Il varie en terme d’électrons en

|/ (signaleng * pasdequantificaion

pas de quantification
Bruit de quantification

Il correspond a la perte d’information sur le sighenineux qui a lieu lors de la conversion des
charges accumulées par la CCD en niveaux de gris.

2
Sa contribution exprimée en électrons vi@ avec = pas de quantification (cf.

précédemment)

Conclusion

Le niveau de grisd’un pixel donné correspond au produit :

(nombre de photons incidents * rendement quantiguas de quantification)
+ offset de lecture + (courant d’obscurité * tpgpex/ pas de quantification)
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Il convient tout de méme de prendre garde a I'avdlg présence d’'un filtre d’entrée, et au taux de
remplissage incomplet du CCD. Penser égalemerhiadompte du coefficient de remplissage des
pixel du CCD.

Dans le cas d'une caméra présentant un problemBRMU, il faut appliquer un coefficient
dépendant du pixel considéré (obtenu a I'aide djplage de lumiére uniforme).

L’incertitude sur ce niveau de gris correspond a la somme RMiBwieles bruits précédemment
décrits.

\/0 lecture’ + (o obscurité* tpsexpo)? + o photoniqué + o quantificaion?

capacité de puits maximum

bruit
Elle est parfois exprimée en dB (calculer 20* lgdnthme décimal du rapport précédent)

La dynamique est le rapport

Le rapport signal sur bruit (S/B) n’est pas une valeur figée : elle dépend du sigoakidéré.
Ainsi, les forts signaux auront un meilleur S/B defaibles. Il est également parfois donné en dB.
Attention ! Le constructeur donne souvent une vdiiee, généralement égale a la dynamique, mais
il se place dans le cas le plus favorable : calusignal donnant le niveau de gris maximum. C’est
par exemple le cas de SPOT qui annonce une dynarde60dB (1000) et un S/B de 60dB.

VI- . Calcul de I'éclairement sur une camér&&CD

Cette partie montre qu’en connaissant la puissdancelente et le facteur d’instrument du
microscope choisi, on peut comparer les valeurfudbeescence d’'un systéme a l'autre (quel que
soit le microscope et la caméra utilisée pourvuellgusoit linéaire).

Schéma en épi-illumination

Caméra CCD

L]

Optique réductrice

X1;X0,5;%035 | >

Cube dichroique Iy

Objectif
Ouv.num. = nsirx :

Biopuce

Loi de Beer-Lambert : I'absorption d’'une mince coeicde concentration ¢ donne :
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| = 1p.10°° | : épaisseur de la couche;; coefficient d’absorption molaire.
Sur une surface plane, on peut transformer la faransi :

| = lo.e°™ ny : densité de fluorophores/émd : épaisseur de la couche ; section
efficace (en cm?).

o est relié & par la relation 6 — 3,82. 13 ¢

Il est intéressant de calculer la densité de flemerce par surface, donc on va partir d’'une
densité de puissance incidente que I'on noteya? |

s2 représente le champ objet illuminé.

La densité de fluorescence émise dans un objedifvdrture numérigue ON = nsinest
alors :

DIt = nks (Io/s?) o ng d (sin®)  (n=1, puisque lI'on est dans I'air)

Ou n est le rendement de fluorescence jeedt un coefficient < 1 qui tient compte d’'une
anisotropie de fluorescence et éventuellement gienching partiel.

Un pixel caméra de taillexRcorrespond a un pixel objek pel que R = Gp; G est le
grandissement du microscope.

Si I'on considére que la fluorescence est unifosuaeune petite zone, I'éclairement sur un
pixel caméra sera l'intégrale de cette formulelawurface du pixel, soit :

Er — nks (Io/s?) o ng d (sin®) p,@

Le niveau de quantification pour le type de cam@@® que nous utilisons est proportionnel
au nombre de photons recus par pixel : 0 £M095 (puisque nous avons des caméras 12
bits) :

Mq = C.n;.Nph

C’est le coefficient de conversion; est le rendement quantique de la caméra a la éamgu
d’onde d’émission de fluorescence g Nst le nombre de photons regus sur un pixel.

Ce nombre de photons est égal a :

dP.Ti: M(hc) ; dP est la densité de puissance dans leqtig, Ty est le temps d’intégration
sur la caméra.

En remplacant ,ppar R/G, et en introduisant un facteur de transmissies filtres T, on
trouve :

Mg (par pixel) = (C.aP?) (k.o ng d) (T; Sina/G2) (Dp. Tnt.A/NC)

Cette formule permet de voir que le signal quaisfir la caméra dépend de 4 ensembles de
facteur :

Le premier facteur dépend de la caméra (coeff.otearsion, rendement quantique, taille du
pixel).

Le deuxiéme facteur dépend du fluorophore (rendémieriluorescence, anisotropie, section
efficace, densité de greffage et épaisseur dedahs).

Le troisieme facteur dépend du microscope (trarsonisdes filtres, ouverture numérique de
I'objectif et grandissement).

Enfin, le dernier facteur tient compte des condsiale mesure (densité de puissance, temps
d’intégration et longueur d’onde).
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Pour une biopuce formée de plots distincts, un géotaille p donne une image de taille Gp,
correspondant a un nombre de pixels N ; on peut dorire : Gp = NR soit N = GP/Px

Si on intégre la fluorescence sur tout le plot,davra (en supposant le plot homogene),
multiplier Mg par N2 et I'on trouve alors :

Fluorescence intégrée sur le ptof{C.n..P2) (nk¢ 6 ng d) (T;.sin) (Dp.Tin.A/hc)
Seul le grandissement a disparu, ce qui est logique
Les conclusions que I'on peut tirer de cette foemul

Pour comparer les mesures entre plots et entre plezes différentes, il est nécessaire de tenir
compte de la densité de puissance, qui peut vduierentre du champ au bord du champ et
aussi qui peut varier au cours du temps.
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EN SURFACE DU

ANNEXE Il : DETAILS DES REACTIONS CHIMIQUES

SUBSTRAT

HYDROXYLATION

OH o OH OH OH OH OH
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-Réle du CO, atmosphérique. ACTIVATION

-Formation de Silane.

A

(o I

/ OH"

A

~

NH;

|
(CH)s

| |
@si0 @sioo

m

, " OH-
~Sa NH,  NH, NHCOO" NH,CO0" NHCOO" NH,CO0" NH,
CT co, (e (cns (o (o (o,
@ éil:l @soo @ éil:l @ éil] o @ éil] @ éil:l )
a ER a4 o
| | | | | | |
NN N <oH  RGAMIMARN KRN
si si ——> si
GLUTARALDEHYSATION
I NHe  NH2
OHC(CH2)3CII IEC g (Ch
@ lsu: @ ISiD o
OHC(CH)3COH r)| r)|

I

Si

40



(0]

=C-H O=C-H
| |
(Ch);  (Ch)s
| |
CH CH
Il [
N N
| |
(Ch)s  (Chs

| |
@siO0 @sioo

|
o)
|

|
o)
|

A\

Si

 — s

L L
"NH "™
| |

CH cH CH

| |

(CHs  (Ch)s (Ch)z
| | |

Chl CH CH

| | |
NH NH NH
| | |
(CHs  (Chs (Ch)s

@sio0 @sioo

CIME

Nnanotech
T i
S
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Le role de I'hydroxylation est a la fois de créesdiaisons OH sur la surface qui permettront un
bon greffage de la couche fonctionnelle (le silan&p silanisation permet ensuite de grefferdu
APS (3 aminopropyl triethoxysilane) sur la plague recuit permet ensuite de solidifier le
polymere, de le rendre plus stable mécaniquemestigprimant les liaisons hydrogene Si-O-Si.
- Deux phénoménes peuvent se produire pendantkepte stockage :

1) Instabilité de NH qui réagit avec le CQatmosphérique pour donner du NEOO

2) Instabilité des liaisones O-Si-O qui s’hydrolys®ir donner du Silane.

| 0 OH
R-CHzNH, + R-CHzC X > R-CH NH|C CHR
amine aldéhydeH i

H

_ : NaBH, ,
E = R-CHzN=C- CH>R ——~~ R-CH,-N-CH,- CH»R
H>,O Imine instable ,&mine S able2

Hydrures ou silanes.

De formule générale $,+2, les silanes sont les équivalents siliciés desdoatbures.

Le silane (SiH), appelé aussi monosilane et silicométhane, egaard'odeur nauséabonde, tres
toxique, préparé par réduction du tétrachlorursiligium par I'hydrure mixte de lithium et
d'aluminium (LiAIH,).

L'hexasilane (SH14) est un liquide qui se décompose lentement a teatyré ordinaire.
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ANNEXE Ill :  CRISTALLOGRAPHIE DU SILICIUM
ET GRAVURE ANISOTROPE

(David PEYRADE)

1- STRUCTURE DIAMANT DU SILICIUM

®o
®
y

-.@-1w.

e
®

U
hal—

Figl. Réseau diamant du silicium construit a partirde deux réseaux cfc imbriqués.
Un atome de silicium forme 4 liaisons covalentes &ant un tétrahédre.

Le silicium est un semiconducteur intrinseque dedlanne 1V. Le réseau du silicium est
celui du diamant constitué de deux réseaux cubifpoes centrées, imbriqués, décalés I'un de
l'autre du quart de la diagonale principale (FiglLg maille primitive contient deux atomes de
silicium en position (0,0,0) et (1/4,1/4,1/4). Chacatome a une coordination tétrahédrique et
établit des liaisons covalentes avec chacun dgqussse voisins . Le parametre de la maille cubique
est a=0.543nm. Les plans denses sont les plan$.{111

2- LES PLAQUETTES DE SILICIUM

(111 type n (111 oype p (100 type n (100 oype |

Fig 2. Orientation cristallographique d’'une plaquete de silicium

A partir d'une charge de polysilicium purifiée, gralise un lingot de silicium
monocristallin suivant la méthode de « Czochradskin tirage progressif du lingot dans des
conditions thermodynamiques trés précises (tem@stu creuset de charge fondue, de
I'enceinte, gradient de température, transfertrddenr, vitesse de tirage d’'un germe monocristallin
etc ....) permet d’obtenir un lingot monocristall®e lingot est ensuite découpé en plaquettes.
-Les principaux parametres qui définissent chadaguette Fig2.) sont:

-le diamétre en pouce&gouce=2.54 cin

-le type de dopage Bore oun Phosphore).
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-la résistivité dépendant du dopage (@Ba 10 2.cm).
-I'orientation cristalline indiquée par 1 ou 2 méfs.
Nous disposons de plaquettes présentant les castigiées suivantes :
Plaguettes : 2pouces (épaisseur de 275um)
Dopage : type n
Résistivité :  0.2-0.4Q2.cm
Orientation : <100>

3- LA GRAVURE DU SILICIUM

Suite a la définition du motif (microcuvettes etaderes alphanumériques) par lithographie
optique, développement de la résine, et gravuneidel (HF/NHF) du masque de silice, le motif
doit ensuite étre transférer dans le silicium.

3-1 Principes généraux de gravure
M B masque
couche a graver

substrat
4-/ (a) \
Graviire Gravure
I [
—_ = ™ \ /
(b) (c) (d)

Fig3. Différents types de profils de gravure idéaux

La figure 3 présente les différents profils de gravobtenus idéalement suivant le type de gravure
(seche ou humidgque subit le matériau.

-Gravure humide : elle consiste a plonger I'échantillon dans une tsmhupour y subir une
attaque chimique dans les zones qui ne sont pdégées par le masque. Les molécules de la
solution vont réagir avec la surface et former amposé qui sera arraché a la surface. Dans ce cas,
le profil de gravure généralement obtenu est ipatrgig3(b)), I'attaque chimique a lieu dans
toutes les directions et le motif défini par le onas n'est pas respecté. Si le matériau a graver
présente une structure cristalline, la gravure péetors d’obtenir un profil anisotrope, les viess
de gravure suivant les directions cristallograpbgjétant différented={g3(d)). Comme nous le
verrons par la suite, la gravure du silicium dame solution de KOH est anisotrope.

-Gravure seche :Un bati de gravure séch€&ig4) est composé d’'un réacteur dans lequel
sont introduits des gaz a basse pression. Uneatigcitélectromagnétique permet d’ioniser les gaz
en présence d'afin de créer plasma dans I'enceinte. Les ions formés sont ensuitelécEs par
une différence de potentiel entre deux électrod&thantillon placé sur une des deux électrodes
est ainsi soumis a un bombardement ionique. Captitie mécaniquede la gravure. De plus,
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certaines espéces (radicaux) réagissent avec lEcutes du substrat afin de former des espéces
volatiles, c’est Igartie chimique de la gravure. Un bon contrdle de ces deux phénespermet
d’obtenir des profils anisotropesig3(c)).

_wicrowave
gas S .
J l % ] @ -~ coils

| I diffusion l
\\ ‘ Plasma

|
(- .
pump pump @1 pump
Ion Beam Etching (IBE ou RIBE) Reactive Ton Etching (RIE) High density plasma (ECR)

Fig4. Trois grands types de réacteurs de gravurefaisceaux d’ions, RIE et ECR.

La gravure ionique réactive du silicium se fait @&tement dans un plasma fluoré; Sk
chloré SiCl.

-Les parametres importants lors de la définitiamddrocédé de gravurd={g.5) sont :

-L’anisotropie . A:]-'(Vatéralelvvenicale)
-La sélectivité  : S=Vitesse_de_gravure_de_la_dmutVitesse_de gravure_du_masque
-Le facteur de forme :  F=a/h

Perte de co
| |
: .~ Consommation du masc

h ¢ :<I /: Gravure latérale

Fig5. Profil de gravure réel

3-2 Gravure humide KOH du silicium

Le tableau ci-dessous présente les principalegi@atuchimiques utilisées pour graver le
silicium.
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Solution de gravure Conditions Application, vitesseale gravure, remarques

5HNG;, 3HF, 3CHCOOH T=25°C Isotrope Vg ~25pum/min

Amincissement

Tetramethyl ammonium T=90°C Anisotrope (100)/(111) = 1:40 Vg <100> ~1um/min
hydroxyde (TMAH)
KOH (40%) T=75°C <100% Anisotrope (100)/(111) = 1:400 Vg <100>.40m/min
type n
MEMS, NEMS

Nous utilisons une solution de KOH pour graver teiroréacteurs et les caractéres
alphanumériques. La gravure chimique est forteraeigotrope, le rapport des vitesses d’attaque
suivant les plans {100} et les plans {111} étanbgire de 400. Elle révéle les plans denses {111}.

4 <110>

Si <100>tye n

<11G&

Fig6. Orientations plaquette {100} <1105 0011 | /1111}

{111}
<1103 pgmmmmmmmmmmmmmmmommmomoomoooooo- |

N

| {110}

[100]

[010]

<110>
<110>

Fig7 . Plaquette {100} de silicium avec référece au cube unité et ses plans principa
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Le profil gravé dans un plan de coupe {110} est s@etion en V ou en U dont les flans (plans
{111}) présentent une pente de54.7°. La tolérance sur cette pente est déternagéa précision
d’alignement lors de la lithographie optique emérenotif et les directions <110> du cristal.

{111}

{110} -

: t
AccY SpotMagn Det WD ———— 20um
15.0kV 38 984x SE 239 SE4b5-1_8
R

Fig 8. Révélation des plans {111} du silicium lorde la gravure KOH

La largeur de silicium gravée au fond des cuvetig§ig.8) suivant une direction <110> est
totalement déterminée par la profondeur gravéa largeur du masque W\ét le profil de la pente:

Wb =Win—+/2h
Ainsi, la largeur initiale du masque définit la fmodeur a atteindre pour que les plans {111}
s’intersectent et forment un profil en V mettanasjment fin au procédé de gravure. Ce profil en V

apparait lorsque le rapport hj\W0.7.

(@)

—  e— —  —

(b) 7 ©

Fig9. Trois exemples de gravure anisotrope sur un@aquette de silicium <100>

La figure 9 présente trois exemples de gravureotnoige qui different par la géométrie du masque
de gravure (zone grisée) ou son orientation pgar@ux directions du cristal de silicium.
-Lorsque les c6tés du motifs sont orientés pamteht aux directions <110> (Fig9. (a)), la gravure
génére dans le silicium une pyramide renverséesa terrée définie par le motif. Il n’y a pas de

Ssous-gravure.
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-Si le méme motif subi une rotation de 45° (FigQ(ld pyramide gravée dans le silicium est
identique a celle obtenue dans le cas précédepta@une sous-gravure du masque.
-Enfin, un motif présentant des angles connexeg(E)) permettra de réaliser des structures
suspendues tel que des micro-leviers en utilisanisbtropie de la gravure.

MASGBUE CHMOS KOH 22%
Xl SUK Zu.@»

La figure 10(b) présente un exemple de sous-gradumasque de silice. Seuls les motifs définis
suivant les directions <110> ne présentent pa®dg-gravure. Les plans {111} sont clairement
définis.

En résumé, la gravure chimique KOH du siliciumfesiement anisotrope [1,2]. Elle permet de
réveler les plans denses {111} du réseau diamarsilahium qui se grave 400 fois moins vite que
les plans {100}. La définition du motif a lithogt@pr doit tenir compte des différentes orientations
cristallographiques de la plaquette et un alignetrait étre effectué lors de la lithographie. Dans
certaines conditions (désalignement du masque/glagumotif présentant des angles connexes),
une sous-gravure du masque apparait qui peut éise enprofit pour réaliser des structures
particuliéres (microleviers, membranes etc.. o)

Ce type de gravure est abondamment utlllsee damsrimme des « MEMS [2] et plus

récemment des « NEKIS [3] pour réaliser différents types de composdatxélérométres,
capteurs de pression, micro-miroirs etc ............ ).

La figure 11 présente un exemple I'état de I'art atiel dans la fabrication de microsystéemes
couplant gravure KOH et gravure ionique réactive dusilicium.

! MEMS : Micro Electro Mechanical System
2 NEMS : Nano Electro Mechanical System
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Figl0. Réplique silicium de la guitare « Fender Satocaster » réalisée par des techniques de
nanofabrication. Sa longueur est de I'ordre de 10unet le diamétre d'une corde est voisin de 50nm.
Image : Dustin W. Carr and Harold G. Craighead, Université de Cornel
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ANNEXE IV : OXYDATION THERMIQUE

Introduction

L'oxydation du silicium peut étre effectuée de uss manieres :

- a haute température (700 a 1250°C) en présennedurant gazeux oxydant (oxyde thermique),
- a basse température par dépo6t chimique en plapseivCVD (oxyde déposeé).

Principe de I'oxydation thermique:
On forme une couche de silice 3i®la surface de la plaquette de silicium par okgdadans un
four a haute température (fig.) parcouru par urramiugazeux oxydant. On distingue deux types
d'oxydation selon la nature de l'oxydant :
- 'oxydation seche est réalisée en présence duract gazeux d'oxygéne sec, selon :
<Si> +O - <SiIO>

- l'oxydation humide, beaucoup plus rapide, otolerant d'oxygene est chargé en vapeur d'eau qui
réagit aussi avec le Si suivant:

<Si>+2HO - <SIO>+2H
Au cours de l'oxydation, il y a consommation deeBpar conséquent l'interface Si/S&& déplace
vers l'intérieur de la plaquette, pendant que ttasa de I'oxyde se déplace en sens opposé. On
admet en premiére approximation que :

esi = 0,44 ey
esi = épaisseur de Si consommeée - surface de départ
€ox = épaisseur d'oxyde formé 55%M@ direction de SiO du silicium
Pour avoir 10 nm de S{O 45%Y) croissance :
thermique, on consomme environ : Si
5 nm de Si. 0

Les températures élevées ainsi que la consommétisilicium font que I'oxydation thermique
n'est pratiquée qu'au cours des premiéres étapa®dessus technologique (oxyde épais) sous
peine de modifier profondément les structures amiss.

Pour les oxydes minces, de I'ordre de quelquestiings, I'oxygene sec donne des taux de
croissance encore relativement élevés. Pour biemdter les faibles épaisseurs, on utilise alors
I'effet de dilution de I'oxygéne dans un gaz neugleque I'azote ou l'argon.

Cinétique de croissance :

La cinétique d'oxydation du silicium dépend essdietnent de deux phénomenes :

- laréaction a l'interface Si/S©O <Si> +G - <SiO>

- la diffusion de l'oxygéne a travers la couchexytie déja formée.

L'épaisseur d'oxyde formé évolue alors avec le sesnjvant une loi parabolique (modele de Deal

et Grove):

e2

e+ Ae=B.t = t=S4+_C
B B/A
ou e est ['épaisseur d'oxyde formé
t la durée de l'oxydation
B une constante qui caractérise la diffusion del&hs SiQ

B/A  une constante qui caractérise la réactiomteiface.
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Pour les faibles épaisseurs (jusqu'a00 nm), la ou la réaction a l'interface Si/gi@évaut, la loi
de Deal et Grove surestime la durée de I'oxydaticgst préférable dans ce cas de ne considérer

gue le deuxieme terme de I'expression dE[ﬂ:WeA

Les parametres B et B/A (courbes page suivantd)lig&snau dopage, aux conditions de température
et de pression des gaz et sont tres différents sgle I'oxydation est séche ou humide. C'est ainsi
qu'a 1000°C, il faut 8h pour obtenir une épaisseu?000A en oxygeéne sec, alors qu'une méme
épaisseur est obtenue en moins d'une heure entaxytiamide. Les figures (page suivante)
permettent de déterminer la constante B et le b en fonction de la température et des
conditions d'oxydation.

Qualité de l'interface Si/SIG, :

La tension de claguage de i€t de I'ordre de 12MV/cm (soit, pour une épaisdeu'oxyde de
grille de 60nm, 72V théorique). Toutefois, cettéeva n'est atteinte que si l'interface Si/Si€st
parfait ce qui suppose une bonne qualité "mécahigiuéectrique du Si©formeé qui est en général
fortement dépendant de la procédure de nettoyagelakirat avant I'oxydation. De plus, afin de
diminuer la densité des charges a la surface,auitrinal est réalisé (10 min a 1050°C sous azote)

Contréle de I'épaisseur :

Le contrdle de I'épaisseur d'oxyde peut étre r@alis differentes méthodes, telles que I’Alpha-step
ou l'ellipsométrie. Une premiere indication de dliggseur est donnée par la couleur réfléchie par la
plaquette de silicium recouverte de silice, écag€observée en lumiere blanche sous incidence
normale (cf. tableau).

Couleur Epaisseur (en microns)

Gris 0,01

Brun 0,05

Bleu 0,08

Violet 0,10 0,28 0,46

Bleu 0,15 0,30 0,49 0,65
Vert 0,18 0,33 0,52 0,68
Jaune 0,21 0,37 0,56 0,72
Rouge 0,25 0,44 0,62 0,75
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Evolutions de B et de B/A en fonction de la temjpéegoour différents types d’oxydation

(pour Si 100B.E. Deal and Grove, Journal of Applied Physicsl.\36, page 3770 (1965)
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ANNEXE V: L’ELLIPSOMETRIE

L'ellipsométrie est une méthode non destructivendsure de I'épaisseur et de l'indice de trés fines
couches diélectriques.
Considérons une trés fine couche de silice sur wbstsat de silicium. Une onde lumineuse
monochromatique plane, polarisée rectilignemeniyaanrt sur ce systéme peut étre considérée comme
la somme de deux composantes :

- 'onde p, paralléle au plan d'incidence,

- 'onde n, normale au plan d'incidence.
Le déphasageéy,-¢n entre les deux composantes est nul.
Aux interfaces air-Si@et SiQ-Si, les coefficients de réflexion et de transmoisssont différents pour
les deux composantes. Il en résulte que la lundigrergente provenant des réflexions multiples sur le
deux interfaces possede une polarisation elliptiqDette polarisation est caractérisée par deux
parametres angulairédsetW définis comme suit :

- Y est lié au rapport des amplitudes - A est le déphasage entre les d
des ondes n et p par: ondes n et p:
A =pp-bn
W= arctarEij
A,

De la mesure da etW, il est possible de déduire I'épaisseur e etited de la couche diélectrique.
PRATIQUE :

Pour des raisons de commaodité, on préfere, pounnaes et W, envoyer sur I'échantillon une lumiére
polarisée elliptiguement en ajustant I'orientatitas axes de I'ellipse et son excentricité (dépleaSpg
de telle facon que la lumiére émergente soit E#arrectilignement. Cette disposition ne change en
rien le principe de mesure, mais seulement la dispo des parties constituantes d'un ellipsométre.

En pratique, un ellipsometre comporte les élémsuiants :
- une source lumineuse monochromatique de longliende connue,
- un polariseur P permettant de polariser la lueigcidente selon un angle variable,
- une lame quart d'onde induisant un déphasage Bimde p et I'onde n de la lumiéere incidente (ce
déphasage est ajusté en ajustant I'orientatioa tderie quart d’'onde par rapport au polariseur P)
- un porte échantillon,
- un analyseur A permettant d'éteindre la lumiemnergente lorsqu'elle est polarisée rectilignement,
- un photomultiplicateur jouant le réle de détect#axtinction.
La technique de mesure consiste a recherchenbéigihn complete de la lumiere émergente en agissant
sur:
- I'orientation du polariseur P par rapport a ladaquart d'onde. La lumiere polarisée elliptiqueimen
qui est envoyeée sur I'échantillon doit étre telle p lumiére émergente soit polarisée rectiligmgme
- l'orientation de I'analyseur A qui doit assurer schantillon
I'extinction de la lumiére émergente. lame quart d'onc "
Ces deux réglages sont convergents.
Il'y a en principe 16 couples d'orientation
(A,P) qui assurent l'extinction. Cependant,
le relevé de deux d'entre eux, judicieusement
choisis, permet de détermingret ¥ sans
ambiguité. Un programme d'acquisitioR
et de traitement des données couplé
I'ellipsomeétre permet alors de remonter a I'épaissa/et a l'indice de la couche connaissant kordr
de grandeur de I'une des deux valeurs.

polariseur | analyseur /

détecteu
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ANNEXE VI: PHOTOLITHOGRAPHIE

La photolithographie est I'opération qui consistgaver selon un certain motif une couche mince d'u
matériau donné. Le motif a graver se trouve idti@nt (en positif ou en négatif) sur un support
appelé masque. Il s'agit d'une plague de verre cdent une couche de chrome ou de gélatine sur
laguelle a été gravée le motif que l'on veut repired L'élaboration d’un circuit nécessite en gahér
plusieurs niveaux de masquage, permettant de déficcessivement les zones associées a chaque
élément de la structure: zone diffusée, régionsyd® mince, prises de contact et interconnexioas. L
positionnement des masques successifs doit doriairseavec un alignement rigoureux entre les
différents niveaux de masquage.

ETALEMENT D 'UNE RESINE PHOTOSENSIBLE sur la couche a graver par centrifugation. Laysttg est
plaguée par aspiration sous vide sur un suppomaoti (& environ 4000t/min); quelques gouttes de
résine sont déposées au centre ; la force cerdritege la résine en un film ayant une épaisseur de
l'ordre du micron suivant la fluidité de la résine.

SECHAGE DE LA RESINE : 3 min sur une plaque chauffante & 120°C.

EXPOSITION DE LA RESINE A UN RAYONNEMENT U.V. (lampe a vapeur de mercure) a travers le
masque a reproduire. La résine est exposée andsalu spectre d’émission du Hg mais elle est
sensibilisée par deux longueurs d’onde du speuatiég] situées dans l'ultraviolet:

- 405 nm avec une intensité de 10 milliwatt$/cm
- 365 nm avec une intensité de 5,3 milliwatt$/cm

Le mécanisme de sensibilisation est basé sur
labsorption du rayonnement UV (figure) qui
modifie la structure des molécules organiques et
permet ainsi I'attaque chimique. Les deux fleches
indiquent la longueur d’'onde des raies ultraviekett
de la lampe utilisées pour la lithographie

DEVELOPPEMENT : la plaquette est placée dans un bain de dévelapygi@d base de soude) qui va
dissoudre la résine insolée (résine positive) au ingolée (résine négative). On reproduit de cette
facon les motifs du masque mere sur la résineobaentration du développeur ainsi que le temps de
trempage dépend du type de résine utilisée. Legipties sont ensuite rincées et séchées.

CONTROLE VISUEL (au microscope) des motifs développés.
DURCISSEMENT DE LA RESINE (polymérisation) : 3 min sur une plaque chauffanie0°C.
ATTAQUE DE LA COUCHE A GRAVER dans les régions non protégées par la résine.

ELIMINATION DES RESIDUS DE RESINE de maniere chimique (dans un bain de remover)laida d'un
plasma oxygéne. La plaguette est alors préte pwuautre étape.
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