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Procédé de détection et/ou d’identification d’espéces chimiques ou biologiques a I'aide d’un guide d’onde

de type «sol-gel».

La présente invention concerne un procédé et un dis-
positif de détection et/ou d’identification d’une espéce chi-
mique ou biologique, appelée ligand, dans un milieu liquide
ou gazeux, dispositif comportant de fagon connue une
source de rayonnement (1) produisant un faisceau (2) mo-
nochromatique collimaté, une cellule recevant le faisceau
(2) de fagon a produire une réflexion totale interne et com-
portant notamment un guide d’onde (18), et un détecteur
de rayonnement (3), et caractérisé en ce que la cellule (10)
comporte un substrat transparent au faisceau (2) et revétu
sur 'une de ses faces d’'une premiére couche (15) compo-
sée d’un film métallique et d’'une deuxieme couche (186)
composée d’'un polymere constituant un guide d’onde et ou
sont fixés des recepteurs appropriés.
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. La présente invention concerne le domaine de la recherche ou de
I'analyse de matériaux par ['utilisation de moyens optiques, et plus
particuliérement un procédé et un dispositif de détection et/ou d'identification
d'une espéce chimique ou biologique dans un milieu liquide ou gazeux.

A toutes fins utiles, on rappelera qu'un récepteur est, par
convention, une architecture moléculaire immobilisée capable de lier de maniére
sélective et/ou spécifique une espéce chimique ou biologique libre, appelée
ligand.

On inclut dans les espéces biologiques toutes les cellules, y
compris les micro-organismes et virus, qui peuvent se lier de maniére spécifique
a un récepteur ou étre reconnues de maniére spécifique par un ligand gréce a
des récepteurs appelés communément marqueurs et servant par exemple au
typage de ces cellules, micro-organismes ou virus.

La détection d'une espéce chimique ou biologique peut étre
effectuée a I'aide de réactifs doués d'affinité pour ces substances. Par exemple,
les méthodes fondées sur la réaction antigéne-anticorps sont bien connues.
Généralement ces méthodes nécessitent des temps de réaction importants et la
mise en évidence de la liaison récepteur-ligand est indirecte, nécessitant
plusieurs étapes. Elle se fait par exemple & I'aide de marqueurs radioactifs ou
fluorescents, par précipitation ou encore au moyen d'une réaction enzymatique
adaptée.

La détection d'une espéce chimique ou biologique libre dans un
milieu, espéce appelée ligand, peut aussi étre effectuée a l'aide d'un récepteur
doué d'affinité avec le ligand et en utilisant des moyens optiques comprenant
notamment une source de rayonnement, un guide d'onde en partie recouvert
d'un revétement dans lequel est inséré le récepteur, et un détecteur, les liaisons
récepteur-ligand étant mises en évidence en analysant les variations d'indices de
réfraction et/ou d'épaisseur provoquées par ces liaisons a [l'interface
revétement-solution et/ou dans le revétement, en utilisant les propriétés de
I'onde évanescente générée en configuration de réflexion totale interne (TIR) a
l'interface du guide d'onde et du revétement.

Ainsi, le brevet US3939350 décrit un dispositif du type précité
dans lequel le ligand est lié & un groupe fluorescent. La fluorescence,



10

15

20

25

30

35

2 2707007

apparaissant sous l'effet de I'onde évanescente lorsque le ligand est li€ au
récepteur, est mesurée par le détecteur. La partie du rayonnement incident
réfléchie par le guide d'onde est absorbée dans un piége optique.

Le brevet US 4050895 décrit aussi un dispositif du type précité
dans lequel le guide d'onde est une fibre optique et le détecteur mesure
I'intensité du rayonnement sortant de cette fibre aprés de multiples réflections a
'intérieur de celle-ci, cette intensité étant fonction de la composition du
revétement et notamment du nombre de liaisons récepteur-ligand.

Cependant ces dispositifs sont complexes et leur mises en oeuvre,
mal aisée.

Le but de l'invention est de remédier a ces inconvénients en
proposant notamment un procédé, simple et sensible, et un dispositif associé,
de détection et/ou d'identification d'une espéce chimique ou biologique capable
de se combiner avec un récepteur, fondé sur des mesures de l'intensité d'un
rayonnement réfléchi sur un guide d'ondes particulier.

Selon l'invention, un dispositif de détection d'une espéce chimique
ou biologique libre dans un milieu, espéce que |'on appelera ligand, comportant
de facon connue une source de rayonnement produisant un faisceau
monochromatique collimaté, une cellule recevant le faisceau de facon & produire
une réflexion totale interne et comportant notamment un guide d'onde, et un
détecteur de rayonnement, est caractérisé en ce que la cellule comporte un
substrat transparent au faisceau et revétu sur I'une de ses faces d'une premiére
couche composée d'un film métallique et d'une deuxiéme couche composée
d'un polymére constituant un guide d'onde et ol sont fixés des récepteurs
appropriés.

Selon une caractéristique supplémentaire, le détecteur de
rayonnement mesure la valeur | de l'intensité du faisceau réfléchi par le film
métallique.

7 Selon une caractéristique, un dispositif selon I'invention comporte
des moyens de positionnement relatifs de la source de rayonnement, du
détecteur et de la cellule.
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. Selon une caractéristique supplémentaire, un dispositif selon
I'invention comporte un second détecteur de rayonnement ainsi que des moyens
de séparation des deux composantes transverse électrique et transverse
magnétique du faisceau réfléchi.

Selon une caractéristique particuliére, les moyens de séparation de
ces deux composantes comportent un prisme de Wollaston.

Selon une caractéristique supplémentaire, un procédé d'obtention
d'une cellule est caractérisé en ce qu'il consiste a:

- obtenir un gel en réalisant une hydrolyse compléte d'alcoolates,
dont une partie au moins comportent des fonctions actives, par une solution
acide aqueuse, suivie d'une polycondensation des produits hydrolysés,

- déposer une couche mince de gel ainsi produit sur un film
métallique recouvrant une surface du substrat,

- traiter thermiquement le substrat revétu du film métallique et de la
couche mince de gel.

Selon une autre caractéristique, un dispositif selon I'invention est
appliqué & un procédé de détection d'une espéce chimique ou biologique,
caractérisé en ce qu'il comporte les étapes suivantes :

- dans une premiére étape a diriger le faisceau (2) sur la couche
métallique (15) avec un angle d'incidence a, et a mesurer la valeur | de
I'intensité du faisceau réfléchi (4) par la couche métallique (15),

- dans une deuxiéme étape, aprés avoir mis en contact la deuxiéme
couche (168) de la cellule avec le milieu, & mesurer avec le méme angle
d'incidence a la valeur | de l'intensité du rayonnement réfléchi par la couche
métallique,

- dans une troisiéme étape, a en déduire la présence ou l'absence
du ligand suivant la variation ou non de la valeur | de l'intensité mesurée entre

les étapes une et deux.

Selon une autre caractéristique, un dispositif selon l'invention est
appliqgué a un procédé de détection d'une espéce chimique ou biologique,
caractérisé en ce qu'il comporte les étapes suivantes :

- dans une premiére étape a diriger le faisceau incident sur la
couche métallique avec des angles d'incidence successifs a1 a an et @ mesurer
la valeur | de l'intensité du rayonnement réfléchi par la couche métallique, et a
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déterminer.le ou les angles d'incidences ai pour lesquels la valeur | de l'intensité
est minimale,

- dans une deuxiéme étape, aprés avoir mis en contact la
deuxiéme couche de la cellule avec le milieu, & diriger & nouveau le rayon
incident sur la couche métallique avec des angles d'incidence successifs a1 a
an et @ mesurer la valeur | de l'intensité du rayonnement réfléchi par la couche
métallique, et & déterminer le ou les angles d'incidences ai pour lesquels la
valeur | de l'intensité est minimale,

- dans une troisiéme étape a en déduire la présence ou l'absence
du ligand suivant le déplacement angulaire ou non des valeurs minimales.

Selon une autre caractéristique, un dispositif selon l'invention est
appliqué & un procédé de détermination de la concentration d'un ligand dans un
milieu susceptible de le contenir, procédé caractérisé en ce qu'il comporte les
étapes suivantes :

- dans une premiére étape et pour au moins deux milieux différents
dans lesquelles la concentration de ligand est connue, & diriger le rayon incident
sur la couche métallique avec des angles d'incidence successifs a1l & an et a
mesurer la valeur | de I'intensité du rayonnement réfléchi par la couche
métallique, et & déterminer le ou les angles d'incidences ai pour lesquels la
valeur | de l'intensité est minimale,

- dans une deuxiéme étape a déterminer une relation entre le
déplacement angulaire des valeurs minimales d'intensité et la concentration du
ligand,

- dans une troisiéme étape, aprés avoir mis en contact le polymére
et le milieu & analyser, & diriger le rayon incident sur la couche métallique avec
des angles d'incidence successifs a1 & an et a@ mesurer la valeur | de I'intensité
du rayonnement réfléchi par la couche métallique, et & déterminer le ou les
angles d'incidences ai pour lesquels la valeur | de I'intensité est minimale,

- dans une quatriéme étape, a en déduire la concentration du ligand
dans le milieu & partir de la relation précédemment déterminée.

Parmi les couples récepteurs-ligands, pour lesquels un dispositif et
un procédé selon l'invention peuvent étre mis en oeuvre, on peut citer, par
exemple, les couples anticorps-antigene, hapténe-anticorps, ADN¢c-ADN, ADN¢-
ARN, poly-dT-ARN, eucaryote, enzyme-substrat, enzyme-inhibiteur d'enzyme,
lectine-glycoconjugué, marqueur de cellules {(ou de micro-organismes)-cellules
(ou micro-organisme), HCG-récepteur tissulaire, et T3-TGB et, d'une facon



10

15

20

25

30

35

5 2707007

générale, -les couples récepteur-ligand correspondant (ou agoniste ou
antagoniste). Selon les cas, I'un ou l'autre élément du couple pourra étre fixé
sur la couche de polymére, par convention le récepteur désignant la substance
immobilisée comme indiqué dans la définition.

Dans la suite de la description, on fera souvent référence, a titre
d'exemple et par commodité, au systéme antigéne-anticorps. Cette restriction
est purement conventionnelle et ne doit bien entendu pas étre considérée
comme limitative du champ potentiel d'application de ladite invention.

D'autres avantages et caractéristiques de la présente invention
apparaltront dans la description d'une variante de réalisation en regard des
figures annexées parmi lesquelles :

- la figure 1 présente le schéma d'un dispositif selon un mode de
réalisation,

- la figure 2 présente une courbe de réflectivité obtenue avec ce mode de
réalisation,

- la figure 3 présente deux courbes de réflectivité, correspondant & deux
milieux différents.

- la figure 4 présente un schéma d'une variante du mode de réalisation,

La figure 1 présente un dispositif de détection d'une espéce
chimique ou biologique libre, appelée ligand, dans un milieu susceptible de la
contenir selon l'invention. Ce dispositif comporte principalement une source de
rayonnements 1 produisant un faisceau monochromatique collimaté 2, un
détecteur de rayonnement 3 ainsi qu'une cellule 10.

Cette cellule 10 est composée, d'un substrat 11 comportant une
lame de verre 12 et un prime 13 séparés par un film d'huile ou de gel 14, d'un
film métallique 15, et d'une couche mince 16 d'un polymére constituant un
guide d'onde, sur laquelle sont fixés des récepteurs, non représentés, ayant des
affinités avec le ligand.
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_ Dans la suite du texte, la couche mince 16 d'un polymére
constituant un guide d'onde, sur laquelle sont fixés des récepteurs, sera appelée

le polymeére.

Le prisme 13, le film 14 et la lame de verre 12 ont sensiblement le
méme indice de réfraction de facon & ce que la faisceau incident 2 ne subisse
aucune déviation ni réflection avant d'atteindre la surface 15a du film métallique
15.

Le prisme 13 est positionné sur un plateau tournant 20 piloté par
un moteur pas a pas 21 permettant, par exemple d'effectuer des rotations par
incrémentation de 1/100 de degré.

Le détecteur 3 est une photodiode positionnée sur un plateau
tournant 22 piloté en rotation sur quelques degrés par un moteur pas a pas 23.

Les éléments 20 a 23 permettent de faire varier I'angle d'incidence
a entre le faisceau 2 et la surface 15a du film métallique. Les moteurs 21 et 23
sont asservis de telle facon que la photodiode 3 intercepte le faisceau réfléchi 4
quelle que soit la position angulaire possible du plateau tournant 22.

La surface externe 17 du polymeére est susceptible d'étre mise en
contact avec ledit milieu via des moyens connus 18.

Le film métallique 15 est, par exemple, un film d'or ou d'argent
d'épéisseur voisine de 50nm déposé sur la surface 12a de lame de verre 12 par

évaporation sous vide.

Dans ce mode de réalisation, le polymere 16 est préparé par un
procédé du type sol-gel. Ce procédé permet |'obtention de couches minces
amorphes possédant des fonctions chimiques actives (OH, NH2, OCN, SH,

.COOH, COOR ...) sur lesquelies peuvent se greffer des récepteurs.

La méthode sol-gel est une technique d'élaboration de matériaux de
type oxyde & basse température. Qualifiée de chimie douce, sa mise en oeuvre
est faite en phase liquide, ce qui assure aux produits finaux une grande
homogénéité et rend la mise en forme aisée (monolithe, fibre, couche, poudre).
Aprés réaction et passage a I'état solide, la densification nécessite un traitement
3 une température relativement basse, voire dans certains cas a température
ambiante.
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La synthése par voie sol-gel s'initie généralement & partir
d'alcoolates de formule M-(OR)x, ol M est I'ion, souvent métallique, de I'oxyde
a4 réaliser et R une chaine carbonée. Il existe également des alcoolates
présentant des groupements organiques non réactifs (CH3-Si-(OR")3). En
solution alcooligue et en présence d'eau, ces produits peuvent subir différentes
réactions que nous allons décrire dans le cas précis des alcoolates de silicium :

- Hydrolyse :
=Si-OR + H20 ---> =Si-OH + ROH

Réaction au mécanisme activé par catalyse acide ou basique, elle

présente une vitesse minimale a pH7.
- Condensation :
=8i-OH + HO-Si= ---> =8i-0-Si= + H20

Ici, la vitesse de réaction est minimale vers pH2-3. A des valeurs
de pH élevées, la réversibilité de cette réaction devient importante. Par
modification du pH, il est donc possible d'observer des comportements trés
différents : en milieu basique, la croissance de particules de silice denses est
dominante. Celles-ci, chargées négativement et de taille pouvant atteindre 0,1
um, ne s'agrégént pas et se trouvent en suspension dans les solvants (sol). Par
addition de sels ioniques, il est possible d'écranter ces interactions
coulombiennes et de permettre la déstabilisation du sol : les particules vont
alors d'agréger pour former un réseau tridimensionnel solide : le gel. En milieu
acide, la croissance des particules denses est restreinte, la taille de celles-ci ne
dépasse guére 1-2 nm. On observe ensuite la croissance par agrégation d'amas
de faible densité, ceux-ci occupant une fraction volumique de plus en plus
importante, jusqu'a ce que cette derniére approche I'unité. Le liquide devient
alors visqueux, et finit par se figer : c'est la gélification. Le gel solide ainsi
obtenu est transparent, d'aspect vitreux. Il est en fait constitué d'un réseau de
polymeére de silice emprisonnant le solvant.

Aprés obtention du gel, il faut procéder a I'opération de séchage
pour éliminer les quantités importantes de solvant :

- soit dans des conditions classiques en étuve, auquel cas les
pressions importantes dues au déplacement de l'interface liquide-vapeur dans
les pores causent I'effondrement de la structure poreuse,

- soit dans des conditions hypercritiques en autoclave, auquel cas
on obtient un solide poreux.
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L'élaboration du polymére comprend les étapes suivantes :

a) la solution de départ est formée d'un ou plusieurs alcoolates en
présence d'un alcool & chaine courte.

Les alcoolates sont :

- au moins un alcoolate de formule R';-Si-{OR)4.; ot R est un
groupement alkyl ayant 1 a8 7 atomes de carbone. R' est au moins un
groupement organique non hydrolysable (comme par exemple un groupement
alkyl ayant 1 @ 7 atomes de carbone ou un groupement phényle) portant une ou
plusieurs fonctions chimiques actives : OH, NHp, OCN, SH, COOH, COOR...
Citons par exemple :
3-Aminopropyltriéthoxysilane HopNCHoCHoCH2Si(OEt)3 ou APTES
3-lsocyanatopropyltriéthoxysilane OCNCH9CHoCH2SIi(OEt)3 ou ICPTES
3-Mercaptopropyltriéthoxysilane HSCH2CHoCH2Si(OEt)3 ou MPTES
Aminophenyltriméthoxysilane HoN®Si(OMe)3 ou AQTMS
3-Aminopropylmethyl diethoxysilane HoNCH92CH2CH2SiMe(OEt)2 ou APMDES
Mercapto-méthyl-méthyldiéthoxysilane HSCH2SiMe(OEt)2 ou MMMDES

- un alcoolate de formule M-(OR)x, ot M représente au moins un
élément choisi parmi le silicium, le zirconium IV, le titane lv; I"hafnium IV et
I'aluminium et R un groupement alkyl ayant 1 @ 7 atomes de carbone.

- un alcoolate de formule R";-Si-(OR)4., o0 R est un groupement
alkyl ayant 1 a 7 atomes de carbone. R" est au moins un groupement organique
non hydrolysable (comme par exemple un groupement alkyl ayant 1 a 7 atomes
de carbone ou un groupement phényle ou un groupe vinyle).

Citons par exemple :

Méthyltriéthoxysilane MeSi(OEt)3 ou MTEOS
Vinyltriéthoxysilane CHoCHSIi(OEt)3 ou VTEOS
Phenyltriéthoxysilane ®Si(OEt)3 ou PTEOS

b) on réalise un hydrolyse compléte du ou des alcoolates par une
solution aqueuse acide (le pH est fixé par addition d'un acide minéral).

c) l'activité acido-basique est alors partiellement ou totalement
neutralisée par addition d'une solution agueuse basique.

d) le liquide obtenu est déposé en couche mince sur un substrat
(verre, silicium, silice amorphe, métal ...) en utilisant par exemple la technique
de la tournette.
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e) le film est séché a l'air ou dans des conditions hypercritiques
(par exemple & température de 250°C et pression de 70 bars) et éventuellement
recuit & |'air @ une température inférieure @ 500°C.

Exemples :

Exemple 1
Les réactifs de départ sont les suivants :

- 0,05 moles de Mercapto-méthyl-méthyldiéthoxysilane HSCH2SiMe(OEt) ).
-11,2 cm3 d'éthoxyde de silicium (Si{OC2Hg)4 ou tétraéthoxysilane soit 0,05
mole.
-18 cm
chlorhydrique.
- 35 cm® d'éthanol soit 0,6 mole.

Les différents constituants sont versés, a I'air libre, dans un flacon,

3 d'eau, soit 1 mole, dont le pH est ajusté a 2,5 par addition d'acide

avec agitation magnétique. Aprés 30 minutes, ['activité acido-basique de la
solution est partiellement neutralisée par addition de 10-4 mole d'ammoniac.
Aprés une heure, on. obtient un liquide visqueux qui est dé'posé en couche
mince sur un substrat de verre, en utilisant la technique de la tournette.
L'épaisseur de la couche de polymére est de 6um aprés un séchage de quelques
heures a ['air.

Exemple 2
On opére comme a |I'exemple 1, mais en utilisant comme alcoolates

de départ 0,05 mole de Méthyltriéthoxysilane MeSi(OEt)3 et 0,05 mole de 3-
Aminopropyltriéthoxysilane HoNCH2CH2CH9Si(OEt)3. Le liquide obtenu est
déposé en couche mince sur un substrat de verre, en utilisant la technique de la
tournette. L'épaisseur de la couche de polymeére film sec est de bum.

Exemple 3
On opére comme a I'exemple 1, mais en utilisant comme alcoolate

de départ 0,1 mole de 3-Aminopropyltriéthoxysilane HoNCH2CH2CH2Si(OEt)3.
La couche de polymére obtenue a une épaisseur de 3um et un indice optique de
1,4876 (633nm) (mesures de réflectivité).

Exemple 4
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. On opére comme & l'exemple 1, mais en utilisant comme alcoolate
de départ 0,1 mole de 3-Isocyanatopropyltriethoxysilane 3-
OCNCH2CH2CH2SIi(OEt) 3.

Les récepteurs peuvent &tre fixés sur la couche de polymére 16
ainsi préparée, soit par simple adsorption : on connalt par exemple les propriétés
adsorbantes des silanes fonctionnalisés qui sont largement utilisés en
chromatographie, soit par covalence en utilisant un agent de couplage
bifonctionnel capable de réagir & la fois avec les groupements fonctionnels de la
couche de polymére et avec le ligand. Dans ce dernier cas les récepteurs sont
immobilisés a I'intérieur et/ou & la surface de la couche de polymére 16.

S'il s'agit de coupler un polymere 16 et un récepteur possédant
chacun des groupements aminés, il est possible d'utiliser, par exemple, des
agents homobifonctionnels tels que le glutaraldéhyde ou des bisimidoesters
comme le diméthylpimélimidate (DMP). Si, au contraire les deux groupements a
ponter sont différents il convient d'utiliser des agents hétérobifonctionnels :

- Par exemple, pour un pontage SH/NH2 :

Les imidoesters comme le 2-iminothiolane

Les N-hydroxysuccinimide esters comme le N-succinimidyl 3-(2-
pyridlyldithio)propionate (SPDP).

- Pour un pontage NH2/COOH, peuvent étre cités :
Les carbodiimides
L'isobutylchloroformate (IBCF)
Le N-éthylbenzisoxazolium fluoroborate (EBIZ)

Exemples :

Exemple 1
Pour un polymére 16 contenant de I'APTES c'est-a-dire des

groupements NH2, le protocole suivant peut étre envisagé pour I'immobilisation
d'une immunoglobuline :

- La lame supportant la couche mince de sol-gel est incubée & température
ambiante avec un solution de glutaraldéhyde & 1 % en tampon phosphate 0,1M
pH®6,8 pendant 24 heures.
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- Aprés rincage, la lame est immergée dans la solution contenant l'anticorps a
0,1 mg/ml en tampon phosphate 0,1M pHG6,8, et incubée a température
ambiante pendant 24 heures.

- La lame ainsi obtenue est rincée et peut étre conservée en tampon phosphate

0,TM pH6,8 a + 4°C.

Exemple 2
Pour un polymére 16 support sol-gel contenant du MPTES c'est-a-

dire des groupements SH, le protocole est semblable & celui utilisé dans
I'exemple 1 :

- La lame supportant la couche mince de sol-gel est incubée a température
ambiante avec un solution de SPDP 20 mM en tampon en tampon phosphate
0,1M-NaC10,1M pH7,5 pendant 24 heures.

- Aprés rincage, la lame est immergée dans la solution contenant l'anticorps a
0,1 mg/ml en tampon phosphate 0,1TM-NaC10,1M pH7,5 pendant 24 heures.

- La lame ainsi obtenue est rincée et peut étre conservée en tampon phosphate
0,1M pH6,8 & + 4°C.

Le fonctionnement du dispositif est le suivant :

Le faisceau Ilumineux 2 collimaté, monochromatique dont la
polarisation est Transverse Electrique (T.E.) ou Transverse Magnétique (T.M.)
traverse le prisme 13, le film d'huile 14 et la lame 12, se réfléchit sur la surface
métallique 15a et parvient a la photodiode 3 placée a la sortie du prisme 13.
Pour un ou plusieurs angles d'incidence a, la lumiére incidente pénétre dans le
polymére 16 sous forme de mode guidé. L'excitation d'un mode guidé dans le
polymére est révélée par la présence d'un minimum d'intensité du faisceau
réfléchi 4.

La mesure de la valeur | de cette intensité, pour des valeurs
d'angles d'incidence subissant aprés chaque mesure une incrémentation de un
centiétme de degré, permet de construire une courbe du type de celle
représentée a la figure 2. Dans le cas d'un polymére 16 susceptible de propager
trois modes guidés, on observera la présence de trois minima sur la courbe de
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réflectivité. Les positions angulaires de ces minima de réflectivité sont sensibles
a toute modification superficielle pouvant apparaitre a la surface du guide
d'ondes. Ainsi, par exemple, si le milieu extérieur est constitué d'une solution
tampon contenant des anticorps susceptibles d'étre adsorbés sur la surface du
guide, on observera un déplacement des pics de réflectivité dont la valeur | est
directement liée au nombre d'anticorps fixés. De méme, si l'indice de la solution
change, on pourra déterminer sa valeur par la mesure du déplacement angulaire.
On notera que le sens du décalage angulaire traduit une augmentation ou une
diminution du paramétre ayant provoqué ce déplacement. L'adsorption ou la
désorption des molécules biologiques sur la surface du guide constitue un
exemple. Ce dispositif permet donc de suivre les cinétiques d'adsorption et de
désorption des molécules fixées au cours du temps.

La mise en oeuvre du dispositif précédemment décrit est le suivant:

Sur la surface 17 du polymére 16 est plaquée une cuve 18 munie
de deux ouvertures permettant une mise en contact manuelle ou automatisée
du milieu avec le polymére 16 sur/dans lequel sont greffés les récepteurs. Les
pics de réflectivité (TE et TM) sont enregistrés en fonction de I'angle
d'incidence a avant cette mise en contact. Cette opération est réalisée en
disposant le prisme 13 sur le plateau tournant 20 puis en pilotant la rotation de
ce dernier par incrémentation avec le moteur pas a pas 21, ainsi que celle du
plateau 22 avec le moteur 23. Une incrémentation de 1/100 de degrés est
largement suffisante pour mesurer la position angulaire des minima. Aprés la
mise en contact du polymére 16 avec le milieu, la mise en oeuvre du dispositif
peut étre réalisée de deux maniéres différentes :

- la premiére consiste & travailler a une incidence située sur l'une
des deux parties linéaires 25 et 26 d'un pic de réflectivité 27, et & mesurer la
variation de l'intensité réfléchie, éventuellement en fonction du temps. Ce
dernier mode de fonctionnement est utilisé lorsque I'on souhaite suivre la
cinétique de fixation d'une couche en formation. L'adsorption des anticorps-
antigénes correspond a ce type d'expériences ol les molécules biologiques
s'accrochent & la surface au cours du temps. De fagon similaire, les cinétiques
de désorption peuvent étre enregistrées.

- la seconde consiste & enregistrer a nouveau la réflectivité en
fonction de I'angle d'incidence. Ce mode est utilisé & toutes les étapes de la
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formation du complexe anticorps/antigéne aprés chaque relevé de la cinétique
d'adsorption/désorption. La comparaison des différentes courbes de réflectivité
obtenues aprés chaque étape, permet d'évaluer I'importance de la fixation des
molécules. L'accord des courbes expérimentales avec les modéles théoriques
permet de quantifier les propri€étés optiques des couches adsorbées. Un modéle
théorique approché fournit le nombre de molécules fixées.

Le milieu dans lequel est susceptible de se trouver le ligand peut
étre liquide ou gazeux. Deux courbes de réflectivité, I'une avec un milieu
constitué par de l'air et I'autre avec un milieu constitué par de l'eau, sont
présentées respectivement en figure 3a et 3b. Elles ont été réalisées avec un
dispositif selon I'invention dans lequel la couche de polymére est constituée de
APMDES + MTEOS (Méthyl - amino - propyl - diéthoxysilane + méthyl -
triéthoxysilane).

La sensibilité du dispositif peut étre améliorée si la couche de
polymére est congue pour pouvoir supporter un mode de propagation T.E. et un
mode T.M.. Ceci est obtenu en réalisant une couche de polymére 16
d'épaisseur faible. L'intérét de disposer de deux modes de prdpagation permet
de suivre séparément |'évolution de la concentration et de ['épaisseur de la
couche superficielle en formation. La figure 4 présente un dispositif, selon
I'invention, permettant de traiter les deux modes de propagation. Ce dispositif
comporte les éléments précédemment cités ainsi qu'un prisme de Wollaston 30
et un deuxiéme détecteur 3, en l'occurrence, une deuxiéme photodiode.

Le fonctionnement de ce dispositif est le suivant :

Le faisceau incident monochromatique collimaté est polarisée a 45°
du plan d'incidence. Aprés réflexion sur le film métallique, la partie réfléchie du
faisceau lumiére réfléchie traverse un prisme de Wollaston 30 dont le r6le est de
séparer angulairement les deux composantes transverse électrique 4a et
transverse magnétique 4b. Ainsi séparés, les deux faisceaux sont enregistrés
par deux photodiodes.

_ La sensibilité du dispositif optique peut aussi étre considérablement
améliorée si le polymére bimode est dopé par un composé, tel le titane,
permettant d'augmenter l'indice de réfraction sans réduire la fonctionnalité de la
surface du guide.
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En outre, la sensibilité des mesures est fonction d'une part de
['épaisseur relative de la couche de polymére 16 greffée par des récepteurs et
de celle du ligand, d'autre part de la variation d'indice entrainée par la fixation
du ligand sur le récepteur. D'une maniére générale la variation d'épaisseur est le
phénoméne qui engendre la plus grande variation du signal. Il est possible dans
certains cas d'augmenter la sensibilité du systéme & l'aide de divers artifices
basés sur le principe d'empilement. Par exemple, lorsque le ligand comporte
plusieurs sites de liaison d'affinité, on peut ajouter un second ligand qui viendra
se fixer & son tour sur les sites d'affinité encore libres du premier ligand qui
fonctionnera alors comme récepteur. Ce second ligand peut étre fixé
successivement ou simultanément & la fixation du premier ligand. Le second
ligand peut &tre identique ou non au récepteur immobilisé sur le polymére . Ce
second ligand peut lui-méme &tre couplé & une macromolécule ou une particule
capables de se maintenir en suspension dans un milieu liquide.

Le liquide vecteur des ligands peut étre toute solution tampon
compatible avec le systéme utilisé. Le pH du milieu liquide peut étre compris
entre 2 et 11. Les interactions non spécifiques par échange d'ions ou par
interactions hydrophobes peuvent étre combattues par des tampons de force
jonique appropriée contenant éventuellement des détergents utilisés
classiquement a cet effet.

La mesure peut étre réalisée, par exemple pour la détection des
protéines, par reconnaissance directe a I'aide d'un anticorps spécifique greffé
sur la phase solide. Une amplification telle que décrite ci-dessus peut ou non
étre réalisée, par exemple a l'aide d'un second anticorps.

Pour mesurer une concentration de petites molécules (hapténe) la
méthode dite par compétition peut étre préférable. Elle peut étre réalisée, par
exemple, en greffant I'hapténe sur le polymére 16 par I'intermédiaire d'un agent
chimique de couplage. Il joue alors le rble de récepteur. Le ligand sera
représenté, par exemple, par un anticorps spécifique de I'hapténe et présent
dans la phase liquide le contenant. L'affinité de ce ligand pour le récepteur sera
d'autant plus faible que ['hapténe libre sera concentré. Cela se traduira donc par
un signal d'autant plus important que la concentration en hapténe libre sera
faible.

Une méthode équivalente et inverse consistant a greffer un
anticorps et & utiliser un hapténe conjugué @ une macromolécule ou une grosse
particule peut également é&tre utilisée. La compétition est alors réalisée
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simultanément ou successivement entre I'hapténe conjugué de concentration
connue et |'"hapténe libre inconnu.

Cette méthode est particulierement adaptée a la caractérisation de
cellules, de micro-organismes ou de virus et a leur typage en raison de leur taille
qui peut entrainer des variations importantes du signal & analyser. Les domaines
d'application recouvrent donc notamment, par exemple, I'ensemble des
méthodes de caractérisation antigéniques et épitopiques de cellules, de micro-
organismes ou de virus, de protéines ou d'hapténes.

La méthode proposée est également applicable & un capteur
régénérable, le récepteur pouvant étre réactivé par une méthode appropriée qui
consiste, par exemple, & laver successivement la surface 17 du polymére 16
avec une solution acide puis avec une solution destinée & rééquilibrer cette
surface pour une nouvelle utilisation.

Un dispositif selon I'invention se préte bien a des déterminations
multiples sur un seul échantillon, que ce soit par exemple pour la recherche
d'anticorps, d'antigéne ou d'hapténe ou pour le typage cellulaire. Toutes ces
investigations peuvent étre effectuées simultanément, et en quelques minutes,
grdce a une surface composée d'une mosaique de plaquettes support de la
couche de polymeére, et correspondant aux ligands & rechercher ou & doser. Une
ou plusieurs plaguettes témoins sont destinées & évaluer le niveau du bruit de
fond.

En plus des exemples d'application déja mentionnés, on peut
ajouter |'application d'un dispositif selon I'invention pour la détection de micro-
organismes pathogénes dans un échantillon résultant d'un prélévement
biologique, de lI'environnement ou de toute autre nature.

Un autre exemple trés important d'application concerne la mise en
évidence d'hybridation d'une sonde nucléique sur sa cible. Du fait de la taille
des ADN et ARN, une variation de signal importante peut étre attendue aprés
hybridation entre un oligonucléotide fixé sur le polymére (sonde) et l'acide
nucléique portant la séquence complémentaire (cible}. Le signal obtenu peut étre
amplifié de maniére analogue & I'amplification décrite pour un systéme antigéne-
anticorps, une deuxiéme sonde elle-méme conjuguée & une macromolécule ou
une particule pouvant étre utilisé.

De nombreuses modifications peuvent étre apportées, tout en
restant dans le cadre de I'invention. Ainsi des déterminations quantitatives, telle
que la détermination de la concentration de ligand dans le milieu, peuvent étre
réalisées. Pour cela, il suffit d'étalonner le systéme a l'aide de préparations
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normalisées, tant en ce qui concerne les surfaces de polymére qu'en ce qui
concerne le montage optique et les solutions utilisées, afin d'obtenir une relation
_entre le déplacement angulaire du pic de réflection et la concentration du ligand
dans le milieu. Des quantités connues peuvent alors étre dosées de maniére
reproductible.
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REVENDICATIONS

1. Dispositif de détection d'une espéce chimique ou biologique libre
dans un milieu, espéce que l'on appelera ligand, comportant de fagcon connue
une source de rayonnement (1) produisant un faisceau (2) monochromatique
collimaté, une cellule recevant le faisceau (2) de fagon & produire une réflexion
totale interne et comportant notamment un guide d'onde (16), et un détecteur
de rayonnement (3), dispositif caractérisé en ce que la cellule (10) comporte un
substrat transparent au faisceau (2) et revétu sur l'une de ses faces d'une
premiére couche (15) composée d'un film métallique et d'une deuxiéme couche
(16) composée d'un polymére constituant un guide d'onde et ol sont fixés des
récepteurs appropriés.

2 Dispositif de détection selon la revendication 1, caractérisé en ce
que le détecteur (3) mesure la valeur | de l'intensité du faisceau (4) réfléchi par
le film métallique (15).

3 Dispositif de détection selon I'une quelconque des revendications
1 et 2, caractérisé en ce qu'il comporte des moyens de positionnement relatifs
de la source de rayonnement (1), du détecteur (3) et de la cellule (10).

4 Dispositif de détection selon I'une quelconque des revendications
1 a 3, caractérisé en ce qu'il comporte en outre un second détecteur de
rayonnements (3) ainsi que des moyens (30) de séparation des deux
composantes transverse électrique et transverse magnétique du faisceau
réfléchi (4).

5 Dispositif de détection selon la revendications 4 caractérisé en ce
que les moyens (30) comportent un prisme de Wollaston.

6 Procédé d'obtention d'une cellule (10), caractérisé en ce qu'il
consiste a: ’

- obtenir un gel en réalisant une hydrolyse compléte d'alcoolates,
dont une partie au moins comportent des fonctions actives, par une solution
acide aqueuse, suivie d'une polycondensation des produits hydrolysés,

- déposer une couche mince de gel ainsi produit sur un film
métallique (15) recouvrant une surface (12a) du substrat (11),
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fraiter thermiquement le substrat (11) revétu du film .n{étallique
(15) et de la couche mince de gel.

7 Procédé d'obtention d'une cellule (10) selon la revendication 6,
caractérisé en ce qu' au moins une paritie des alcoolates a pour formule R',-Si-
(OR) 4-; ou R est un groupement alkyle ayant 1 & 7 atomes de carbone. R' est au
moins un groupement organique non hydrolysable (comme par exemple un
groupement alkyle ayant 1 a 7 atomes de carbone ou un groupement phényle)
portant une ou plusieurs fonctions chimiques actives : OH, NHp, OCN, SH,
COOH, COOR.

8 Procédé d'obtention d'une cellule (10) selon l'une quelconque des
revendications 6 et 7, caractérisé en ce qu'une seconde partie des alcoolates a pour
formule M-(OR)y, ol M représente au moins un élément choisi parmi le silicium, le
zirconium 1V, le titane IV et I'aluminium et R un groupement alkyle ayant 1 a 7
atomes de carbone.

9 Procédé d'obtention d'une cellule (10) selon l'une quelconque des
revendications 6 a 8, caractérisé en ce qu'une autre partie des alcoolates a pour
formule R";-Si-(OR)4.z ot R est un groupement alkyle ayant 1 & 7 atomes de
carbone et R" est au moins un groupement alkyle ayant 1 a 7 atomes de carbone, un
groupement phényle ou un groupement vinyle).

10 Procédé d'obtention d'une cellule (10) selon l'une quelconque des
revendications 6 a 9, caractérisé en ce que le film métallique (15) est déposé sur le
substrat (11) par évaporation sous vide.

11 Application d'un dispositif selon l'une quelconque des revendications
1 & 5 a un procédé de détection d'une espéce chimique ou biologique, caractérisé en
ce qu'il comporte les étapes suivantes :

- dans une premiére étape a diriger le faisceau (2) sur la couche
métallique (15) avec un angle d'incidence &, et @ mesurer la valeur | de l'intensité du
faisceau réfléchi (4) par la couche métallique (15)

- dans une deuxiéme étape, aprés avoir mis en contact la
deuxiéme couche (16) de la cellule avec le milieu, a mesurer avec le méme angle



10

15

20

25

30

35

19 2707007

d'incidence a la valeur | de l'intensité du rayonnement réfléchi par la couche
métallique,

- dans une troisiéme étape, & en déduire la présence ou l'absence
du ligand suivant la variation ou non de la valeur | de I'intensité mesurée entre
les étapes une et deux.

12 Application d'un dispositif selon I['une quelconque des
revendications 1 @ 5 & un procédé de détection d'une espéce chimique ou
biologique, caractérisé en ce qu'il comporte les étapes suivantes :

- dans une premiére étape & diriger le faisceau incident (2) sur la
couche métallique (15) avec des angles d'incidence successifs a1 & an et a
mesurer la valeur | de l'intensité du rayonnement réfléchi (4) par la couche
métallique (15), et & déterminer le ou les angles d'incidences ai pour lesquels la
valeur | de I'intensité est minimale,

- dans une deuxiéme étape, aprés avoir mis en contact la
deuxiéme couche (16) de la cellule avec le milieu, & diriger & nouveau le rayon
incident (2) sur la couche métallique (15) avec des angles d'incidence
successifs a1 a an et & mesurer la valeur | de l'intensité du rayonnement réfléchi
(4) par la couche métallique, et & déterminer le ou les angles d'incidences ai
pour lesquels la valeur | de I'intensité est minimale,

- dans une troisiéme étape a en déduire la présence ou l'absence
du ligand suivant le déplacement angulaire ou non des valeurs minimales.

13 Application d'un dispositif selon |'une quelconque des
revendications 1 & 5 & un procédé de détermination de la concentration d'un
ligand dans un milieu susceptible de le contenir, caractérisé en ce qu'il comporte
les étapes suivantes :

- dans une premiére étape et pour au mois deux milieux différents
dans lesquels la concentration de ligand est connue, & diriger le faisceau
incident (2) sur la couche métallique (15) avec des angles d'incidence
successifs a1 a an et a mesurer la valeur | de I'intensité du rayonnement réfléchi
par la couche métallique (15), et & déterminer le ou les angles d'incidences ai
pour lesquels la valeur | de I'intensité est minimale,

- dans une deuxiéme étape a déterminer une relation entre le
déplacement angulaire des valeurs minimales d'intensité et la concentration du
ligand,
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- dans une troisiéme étape, aprés avoir mis en contact la couche
(16) de polymére et le milieu a analyser, a diriger le rayon incident (2) sur la
couche métallique (15) avec des angles d'incidence successifs al & an et a
mesurer la valeur | de l'intensité du rayonnement réfléchi (4) par la couche
métallique (15), et & déterminer le ou les angles d'incidences ai pour lesquels la

valeur | de l'intensité est minimale,
- dans une quatriéme étape, a en déduire la concentration du ligand

dans le milieu & partir de la relation précédemment déterminée.
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