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RESUME

La protéomique, c'est-a-dire 1’étude de la structure tridimensionnelle des protéines codées par
le génome et des modifications qu’elles subissent, sous 'influence de I’environnement, des
maladies et des médicaments, suscite un grand intérét pour la communauté scientifique. La
compréhension des changements dans 1’expression des protéines est un enjeu important car ils
pourraient étre utilisés comme un indicateur biologique pour la détection des maladies et
I’évaluation des effets thérapeutiques d’un médicament. Mais a ce jour, peu d’entre elles ont
été caractérisées, leur nombre considérable nécessitant des analyses plus rapides, par le
développement de dispositifs compatibles avec 1’automatisation et intégrant de nombreuses
fonctions : les laboratoires sur puce (LOC). La spectrométrie de masse apparait comme la
technique d’analyse la plus puissante pour les recherches en protéomique. Elle repose sur
I’ionisation d’un liquide émis par une source d’électronébulisation sous forme de fines
gouttelettes recueillies par un spectrometre qui procede a 1’identification des protéines
présentes. Cependant, les sources actuelles souffrent de nombreux inconvénients: dimensions
mal controlées, incompatibilité avec l'automatisation et les LOC. Dans ce contexte, les micro
et nanotechnologies ont été mises en ceuvre pour la fabrication en masse peu cofiteuse de
nouvelles sources miniaturisées en silicium, intégrables dans un LOC. Les caractérisations
montrent qu’elles offrent une meilleure sensibilité et une étude approfondie de I’émission des
gouttelettes est proposée afin de mieux controler I’électronébulisation en vue d’autres

applications comme 1’écriture directe par nanolithographie.

ABSTRACT

Proteomics, i.e. study of three-dimensional structure of proteins encoded by genome and their
alterations under the influence of environment, diseases and drugs, is of great interest for the
scientific community. Understanding of changes in proteins expression is an important
challenge as they can be used as a biological indicator for illnesses and drug therapeutic
effects estimation. But nowadays, only few of them have been characterized, their
considerable number requiring faster analysis, with the development of devices compatible
with automation and integrating numerous functions: lab on a chip (LOC). Mass spectrometry
appears to be the most powerful tool for proteomics researches. It relies on ionisation of a
liquid by an electrospray source emitting tiny droplets collected by a mass spectrometer which

carries out proteins identification. However, usual sources suffer from numerous drawbacks:
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poor control of dimensions, incompatibility with automation and LOC. In this context, we
have made use of micro and nanotechnologies for new low cost miniaturized silicon sources
mass fabrication, integrable in LOC. Characterizations show that these sources are more
sensitive and a thorough study of droplets emission is suggested in order to enhance
electrospraying control with the aim of other applications as direct writing by

nanolithography.

Mots-clés : microfluidique, biopuce, spectrométrie de masse avec ionisation électrospray,
protéomique, lithographie par faisceau d’électrons, gravure par plasma, microfabrication.
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INTRODUCTION

Hntroduction

Ces cents dernieres années ont été marquées par un développement technologique sans
précédent grace a l'apparition d’une science nouvelle : I’électronique. Fleming en est
Iinitiateur avec I’invention, en 1904, du premier composant: la diode, qui permet le
redressement du courant alternatif dans un tube a vide [Fle 04]. Il faudra ensuite attendre un
peu plus de quarante ans avant que le fruit du travail de William Schokley et de son équipe ne
révolutionne ce domaine en donnant naissance, en 1947, a un composant étrange, sorte
d’araignée a trois pattes, capable de remplir des fonctions diverses : le transistor (prix Nobel
en 1956) [Bar 50]. L arrivée de ce petit composant de faible consommation marque le départ
de la course a la miniaturisation. Afin de résoudre les problemes d’assemblage posés par les
transistors, de gros efforts technologiques sont alors entrepris et les premieres technologies
planaires voient le jour sous la houlette de Jack Kilby, qui en 1958, associe sur un support en
germanium des résistances et des condensateurs connectés entre eux : le premier circuit

intégré est né (prix Nobel en 2000) [Kil 64].

Des les années 70, ces technologies sont mises au service du développement d’un
nouveau type de dispositifs : les microsystemes. Le premier en son genre ayant vu le jour est
un accélérometre utilis€é comme capteur de déclenchement d’airbag qui équipe aujourd’hui la
majeure partie du parc automobile mondial. Depuis, ce nouveau domaine a suscité bon
nombre de recherches et trouvé de nombreuses applications comme par exemple les micro-
miroirs pour les vidéoprojecteurs ou encore les micro-interrupteurs pour les

télécommunications, etc.

Si le 20°™ siecle a été celui de la microélectronique, le 21°™ sidcle sera certainement
celui des nanosciences. En effet, d’autres domaines tels que la chimie, la biologie et la
médecine héritant de ces nouvelles technologies de micro-fabrication, ne sont pas en reste et
n’échappent pas a cette course effrénée a la miniaturisation comme en témoigne le nombre
faramineux de publications mondiales dans les revues scientifiques de référence (Analytical
Chemistry, Electrophoresis, Chemical Review, Nature, Science, Journal of Mass

Spectrometry, Biochemistry Journal, Journal of Chromatography, Cellular and Molecular Life

13
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Sciences...) et l’apparition du premier systtme miniaturisé d’analyse de gaz par
chromatographie (Cf. lexique) sur un substrat de silicium en 1979 : c’est le début de la
microfluidique [Ter 79]. 1l faudra ensuite attendre dix ans pour voir I’émergence du premier
laboratoire sur puce en 1990 [Man 90]. Dans le méme temps, la microfluidique commence a
investir notre vie quotidienne sans que I’on ne s’en apercoive forcément avec 1’application la
plus familiere : 'impression a jet d’encre qui révolutionne I’impression a domicile. Depuis,
I’évolution des technologies en microfluidique afin de développer des outils d’analyse
chimique et biologique pour les sciences du vivant et la médecine reflete celle de I’industrie
microélectronique dans la conquéte du dispositif “plus petit, plus rapide et moins cher” [Ver
00] [Lau 01] [Rey 02 a] [Rey 02 b] [Kri 01]. Cet engouement s’explique par le succes des
méthodes analytiques au format capillaire (électrophorese (Cf. lexique), chromatographie....)
qui a conduit a miniaturiser davantage les dispositifs afin d’améliorer la sensibilité et la
résolution des analyses. Par ailleurs, la course au séquengage du génome humain, rapidement
suivi par le protéome ont rendu nécessaire le développement d’outils d’analyse a haut débit

hautement parallélisables.

Le terme protéome d’origine anglo-saxonne a été inventé en 1994 par Mark Wilkins
de I’Université de Macquarie a Sydney pour décrire 1’ensemble des protéines (Cf. lexique)
exprimées dans une cellule, une partie d’une cellule (membranes) ou un groupe de cellules
(organe, organisme, groupe d’organismes) dans des conditions données et a un moment donné
[Wil 96 a]. Alors que les geénes codent les instructions, les protéines les exécutent pour
assurer le fonctionnement cellulaire. En effet, la plupart des fonctions biologiques sont
accomplies par les protéines et pour comprendre comment les cellules et notre organisme
fonctionnent, il faut étudier les protéines mises en jeu, ce qu’elles font et comment elles
interagissent entre elles. Cette nouvelle discipline appelée protéomique ou étude du protéome
inclut I’identification, la caractérisation et la quantification de I’ensemble des protéines
exprimées par le génome (Cf. lexique) durant la vie d’une cellule, d’un tissu ou d’un
organisme ainsi que la compréhension de I'influence des maladies et des médicaments sur
I’expression des protéines. Ce domaine intéresse donc de plus en plus la communauté
scientifique afin de mieux comprendre le fonctionnement cellulaire a partir de I’expression

protéique.

La protéomique est devenue un outil indispensable pour la recherche médicale que ce

soit a des fins thérapeutiques, pour établir un diagnostic ou la recherche sur les cellules. De

14
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nombreux projets sur le protéome consistent a générer des bases de données incluant des
cartographies de protéines de plasma humain, d’urine, de liquide cérébrospinal et des tissus
comme les seins, le coeur, la vessie, etc. Les applications biomédicales sont le développement
de nouveaux médicaments, la détection de troubles neurologiques, de troubles infectieux, de

troubles cardiaques ou encore des cancers.

En effet, la plupart des médicaments exercent leurs effets sur les protéines. Lorsqu’une
lésion spécifique génétique est identifiée, le changement résultant dans la structure, la
fonction ou I’expression de la protéine est mis en évidence de telle maniere qu’un
médicament pour corriger de telles aberrations soit congu [Dru 00].

Au niveau neurologie, le diagnostique neuropathologique de la maladie de Creutzfeld-
Jakob ne peut se faire actuellement que par autopsie du cerveau post mortem. L’objectif est
donc la recherche d’un diagnostic et de tests de dépistage qui pourraient étre utilisés avant la
mort. Ainsi, ’analyse du liquide cérébrospinal a permis de révéler deux protéines désignées
par “p130” et “p131” dont la présence pourrait €tre utilisée pour distinguer la maladie de
Creutzfeld-Jakob et les autres types de démence avec une sensibilité de 88% et une spécificité
de 99% [Har 86].

Concernant les maladies infectieuses, ’objectif de la plupart des études est la
recherche de nouveaux marqueurs de diagnostic, d’antigénes (Cf. lexique) pour les vaccins.
La bactérie responsable de la tuberculose est probablement le micro-organisme le plus étudié.
La tuberculose continue en effet de tuer plus de deux millions de personnes par an, par
conséquent une priorité internationale est d’améliorer le diagnostic et de développer un vaccin
plus efficace. Le vaccin communément appelé BCG a une efficacité allant de 0% dans le sud
de I'Inde a 70% au Royaume-Uni. Des groupes de recherche ont donc mené des études sur
des animaux pour développer un vaccin efficace en caractérisant les protéomes des micro-
bactéries, en particulier les protéines secrétées [And 95] [Wel 98] et apres plusieurs tests sur
le corps humain, plusieurs des antigenes identifiés lors de ces études ont maintenant été
incorporés dans les vaccins [Orm 99].

Les problemes cardiaques sont une des principales causes de mortalité dans les pays
développés. Les pathologies du dysfonctionnement cardiaque sont encore mal connues, mais
une approche basée sur la protéomique visant a caractériser tous les changements dans
I’expression des protéines lors des défaillances ou maladies cardiaques pourrait permettre de
comprendre le mécanisme cellulaire impliqué dans les dysfonctionnements cardiaques avec

des nouveaux marqueurs de diagnostic et de nouvelles opportunités thérapeutiques. Une
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centaine de protéines ont été identifiées et les études montrent que I’expression de ces
protéines est significativement différente et leur nombre diminue dans un cceur malade
comparé a un ceeur sain [Cor 98] [Kne 94] [Ple 97].

Enfin pour terminer, une multitude d’études basées sur les protéines pour la recherche
concernant les cancers [Ala 00], comme par exemple celui de la vessie [Ost 97] [Cel 99], ont
été menées et ont permis d’identifier les marqueurs tumoraux qui sont utilisés actuellement

afin d’établir un diagnostic [Sel 90].

Cependant, la nature versatile du protéome rend ces études complexes comparées a
celles ayant permis de réaliser la cartographie du génome. En effet, si le génome est plus ou
moins stable dans les cellules d’un organisme, le protéome lui est dynamique et varie
temporellement et spatialement en réponse a des stimulis internes et externes provoqués par
les interactions biochimiques avec le génome, I’environnement, les médicaments et les

maladies [Tye 03] (Figure 1).

Genes contain
instructions
for making
proteins

<%

Proteins act alone

or in complexes
perform many cellular
functions

U.S. DEPARTMENT OF ENERGY

Figure 1 : Représentation des interactions entre le protéome et le génome.

De ce fait, la taille et la complexité du protéome est bien plus importante que celle du
génome. Si le nombre total de genes chez ’homme n’est pas connu, il a été estimé entre
20 000 et 25 000 [Pea 03] et des études préliminaires montrent que chacun de ces geénes peut

N

étre a l'origine de la production de trois a six protéines différentes, ce qui signifie que le
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nombre de protéines produites serait compris entre 60 000 et 150 000 et le nombre de
protéines modifiées entre 500 000 [Wil 96 b] et plus de 2 000 000 [Spe 03]. Ainsi, la plupart

des protéines sont encore a ce jour inconnues.

L’identification et la caractérisation des protéines peuvent étre réalisées en utilisant la
spectrométrie de masse dont les prémices remontent aux études de Thomson [Tho 13] et de
son étudiant Aston [Ast 33] au début du siecle dernier. Il s’agit d’une technique utilisée afin
de déterminer la composition d’un échantillon grice a un spectre de masse généré par un
spectrometre. Elle repose sur le processus d’électronébulisation qui permet de produire a
partir d’une solution des gouttelettes de liquides microscopiques électriquement chargées et
contenant des biomolécules sous 1’application d’un champ électrique élevé [Fig 01]. C’est un
phénomene étudié par la communauté scientifique depuis plus d’une centaine d’années
maintenant.

Depuis sa découverte au milieu du 18°™ sidcle, 1’atomisation électrostatique d’un
liquide est passée du stade de curiosité scientifique au stade d’outil incontournable pour la
recherche en protéomique et a donné lieu en passant a de nombreuses applications dans
d’autres domaines tels que : la peinture, I'impression, la génération de nanoparticules [Kru
98] ou de points quantiques et le dépdt de fins films de matériaux inorganiques, organiques ou
biologiques [Che 96] [Hoy 96] [Thu 92] [Mor 98] [Mor 99] [Uem 04].

Des 1600, I’effet de I’électricité sur un liquide a été abordé par Gilbert qui a noté
qu’une gouttelette d’eau au repos adoptait une forme conique a proximité d’ambre ayant été
frotté [Gil 00].

En 1745, dans ses expériences menées avec des liquides électrifiés, Bose a noté qu’un
liquide s’écoule plus rapidement sous I’influence de I’électricité [Bos 45].

Nollet a conclu que I’électricité accélere I’écoulement des liquides a travers les
capillaires, cet effet devenant plus important avec la réduction du diametre du capillaire. En
1753, il a publié ses observations expérimentales menées avec un montage reprenant les
composants basiques de I’électronébulisation moderne [Nol 53].

En 1879, Lord Rayleigh a été le premier scientifique a étudier I’effet de I’électricité
sur les gouttes d’eau en vue d’applications en météorologie [Lor 79]. Des 1882, il a décrit
I’instabilité d’une gouttelette de liquide chargée [Lor 82].

Par la suite, d’autres scientifiques se sont intéressés aux comportements des gouttes

d’eau dans les orages. La rupture des gouttes est 'une des raisons de la séparation des charges
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dans les nuages conduisant a la formation des éclairs dans les orages. Zeleny a été le premier
a dépeindre la richesse du phénomene d’électronébulisation en 1914 a I’Université du
Minnesota. Lors de ses premiers travaux de recherche, Zeleny a introduit un liquide dans un
capillaire en verre ayant un diametre de 500um et soumis a une tension élevée et une faible
pression. Il a étudié les effets du liquide et du gaz environnant. Son premier compte rendu
présente une analyse complete du comportement du nébulisat en fonction de la tension
appliquée et de la pression du liquide [Zel 14]. Par la suite, il a identifié les gouttelettes de
liquide chargées comme étant a 1’origine du courant mesuré au niveau de la contre-électrode
[Zel 15]. Deux ans plus tard, il présente les premiéres photos instantanées de 1’équilibre entre
les forces hydrodynamiques et les forces électriques a I’extrémité d’un capillaire [Zel 17].

En 1941, la premiere application de I’électronébulisation est brevetée par Harold
Ransburg. Il s’agit du procédé de dépdt de peinture par voie électrostatique qui a rencontré un
succes immédiat dans 1’industrie automobile [Ran 41].

Dans les années 60, la production de systemes de propulsion spatiaux basés sur
I’électronébulisation a été a 1’origine de recherches intenses. La capacité des propulseurs a
délivrer des poussées de I’ordre de quelques micro-Newtons est nécessaire pour le contrdle
des petits satellites et mener a bien les missions spatiales pour lesquelles un positionnement
trés précis des engins spatiaux est requis.

En 1961, Edward Law a introduit 1’électronébulisation pour les pesticides afin
d’améliorer 1’efficacité des épandages et ainsi réduire les effets néfastes pour
I’environnement.

Quelques années plus tard, en 1964, Taylor [Tay 64] a été le premier & donner une
description analytique de 1’électronébulisation. D’autres 1’ont suivi des années plus tard [Gai
97] [Har 00] [Kel 78] [Har 98].

Un an plus tard, I’impression électrostatique a jet d’encre a été introduite par Sweet en
1965 pour I’enregistrement des ondes sur les oscillographes [Swe 65].

A la fin des années 60, a I’Université de Northwestern, Dole a été le premier a générer
par électronébulisation un faisceau moléculaire de macro-ions a partir d’une solution de
macromolécules en utilisant une aiguille hypodermique en acier inoxydable ayant un diametre
de 200pum [Dol 68].

En 1983, Bellan a suggéré d’électronébuliser le carburant dans le moteur diesel des
voitures. La réduction de la taille des gouttelettes injectées permet d’améliorer I’efficacité de

la combustion et réduire la formation de suie qui encrasse les moteurs [Bel 83].
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Ce n’est que dans le milieu des années 80 que le groupe de Fenn a I’Université de
Yale, a couplé I’électronébulisation a la spectrométrie de masse en utilisant des aiguilles
hypodermiques en acier inoxydable ayant un diametre de 100um (prix Nobel en 2002) [Yam
84 a] [Yam 84 b] [Fen 89].

Dans les années 90, le concept de nano-électronébulisation a été introduit par Wilm et
Mann qui ont utilisé des sources en forme d’aiguille a base de silice ayant un diametre de 1 a

10um permettant des débits de 25 a 100nL.min™! [Wil 94].

Ces évolutions ont révolutionné le domaine de la spectrométrie de masse par
ionisation reposant sur le principe d’électronébulisation en permettant 1’analyse structurelle de
masses moléculaires pratiquement illimitées [Aeb 03 a]. Cela en fait la technique la plus
puissante pour I’identification, la caractérisation et le séquencage des protéines et peptides
[Tye 03] [Aeb 03 b] [Aeb 01] [Ber 02] [Pen 01] [Fig 03] [And 00]. En effet, les études sont
menées sur de petites quantités d’échantillons biologiques obtenues apres des étapes
d’extraction et de traitement et par conséquent, nécessitent des techniques d’analyse tres
sensibles. La spectrométrie de masse par électronébulisation répond a ce critere de sensibilité
[Wil 96]. De plus, elle se montre particulierement intéressante pour travailler avec des
échantillons de protéines car c’est une méthode d’ionisation douce caractérisée par une faible
tension de fonctionnement (~1-2kV) et un bas débit (nL.min'l). Elle est donc parfaitement
appropriée a 1’étude de ces grosses biomolécules puisqu’il s’agit d’un procédé non destructif
permettant une analyse de macromolécules non fragmentées. En effet, les substances restent
biologiquement actives apres 1’électronébulisation si le courant reste inférieur a 500 nA. La
solution échantillon est introduite dans une source constituée d’un long tube capillaire effilé
en verre ou en métal. L’échantillon est ionisé en appliquant une tension entre le revétement
conducteur de la source contenant le liquide et I’entrée d’un spectrometre de masse. Cette
tension entraine a I’extrémité du capillaire la formation d’un cone de Taylor dont la base est
déterminée par le diametre externe de la source étant donné sa nature hydrophile (métal,
verre) [Tay 64]. Lorsqu’au sommet du cone de Taylor le champ électrique atteint une valeur
critique, les forces électrostatiques deviennent plus importantes que la tension de surface du
liquide résultant en I’émission de petites gouttelettes électriquement chargées (nébulisat) [Lor
82]. Apres I’émission des gouttelettes, une succession d’étapes d’évaporation des solvants et
de fissions coulombiennes s’enchalnent, donnant naissance a des biomolécules chargées en
phase gazeuse. Les ions sont ensuite séparés en fonction de leur ratio masse sur charge (m/z)

dans I’analyseur de masse et le détecteur enregistre leur abondance relative (Figure 2).
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Figure 2 : Représentation schématique du procédé de spectrométrie de masse
par ionisation reposant sur le principe d’électronébulisation.

La forme et le procédé de fabrication des sources utilisées dans le monde entier
comme interface standard pour les analyses en spectrométrie de masse par électronébulisation
n’ont pas été changés depuis plus de dix ans. Ces sources sont produites par chauffage,
étirement et rupture d’un tube capillaire en verre ou en silice afin d’en effiler I’extrémité puis
recouvertes d’un revétement conducteur. De telles techniques donnent des sources présentant
un orifice de sortie ayant un diameétre de I’ordre de 1 a 10um [Wil 94] [Wil 96] [Val 95] [Val
96] (Figure 3).

Figure 3 : Photo de sources d’ionisation commerciales standard fabriquées
par chauffage, étirement et rupture d’un tube capillaire de verre.
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Cependant, ces sources capillaires présentent un certain nombre de faiblesses. Tout
d’abord, le procédé de fabrication n’est pas trés bien controlé et conduit par conséquent a la
production de sources peu robustes, dont les dimensions ne sont pas reproductibles pouvant se
refléter dans la qualité des analyses par modification des conditions expérimentales. En effet,
lors de son utilisation, la source est d’abord chargée avec I’échantillon en utilisant une micro-
pipette. Afin de permettre I’analyse de 1’échantillon, elle est ensuite placée devant ’entrée du
spectrometre de masse sur laquelle I’extrémité est cassée résultant en un profil irrégulier de
I’orifice et des dimensions aléatoires [McL 98]. Cette méthode d’ouverture de 1’extrémité de
la source est un procédé hasardeux non reproductible entrainant un débit non calibré de
I’échantillon [Fen 00]. Cet inconvénient peut étre réduit en incluant une étape de micro-
usinage laser, cette technique permettant d’améliorer la reproductibilité et la qualité des
sources. Cependant, cette opération n’est pas envisageable sur un grand nombre de sources et
entraine un accroissement du coiit de fabrication de celles-ci. Le micro-usinage laser n’est
donc pas utilisé de maniere systématique dans les laboratoires pour les analyses. Un deuxieme
inconvénient est la détérioration du revétement conducteur au point d’application de la
tension élevée lors de I'utilisation [Fen 00] [Nil 01]. Différentes améliorations concernant la
qualité des sources ont été proposées dans la littérature. Des revétements plus stables ont été
mis en ceuvre mais ces améliorations ne résolvent pas le manque de reproductibilité¢ des
conditions d’analyse [Bar 99] [Gos 91] [Kri 95]. Un troisi¢eme inconvénient de ces sources en
forme d’aiguille est leur géométrie qui impose un processus entierement manuel pour le
chargement de 1’échantillon et nécessite par conséquent des personnes expérimentées pour la
préparation des analyses [McL 98]. En effet, I’analyse peut étre affectée par la présence
d’éventuelles bulles d’air qui entraine la perte du signal. Ces sources se montrent donc
incompatibles avec I’automatisation des analyses, cruciale pour la protéomique. Ensuite, ces
sources n’étant pas compatibles avec la production de masse, c’est-a-dire la fabrication de
plusieurs dispositifs sur un seul support, leur colit de production reste relativement élevé.
Enfin, elles présentent de faibles possibilités d’intégration avec les laboratoires sur puce car
elles ne sont pas compatibles avec les microtechnologies employées lors de la fabrication des
microsystemes [Mog 04].

Face a I’ensemble de ces problemes et a I’accroissement rapide du nombre
d’échantillons a analyser, la communauté scientifique a ét¢ amenée a développer de nouveaux
dispositifs d’analyse a haut débit automatisables [Tye 03] [Aeb 03 a]. Ainsi, |’utilisation des
microtechnologies afin de fabriquer des microsystemes d’analyse totale ou laboratoires sur

puce est apparue comme étant la clé du probleme [Rey 02 a] [Aur 02] [And 03] [Fig 01]
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[Vol 99] [Aeb 03 a] [Sho 90] [Van 93] [Ric 97]. Ces dispositifs miniaturisés présentent un
grand intérét car ils nécessitent peu de manipulations, les étapes de traitements préalables a
I’analyse (dessalage, chromatographie...) pouvant étre intégrées avec la source sur le systeme
[Mar 03] [Lio 03]. En plus de I’automatisation, la réduction des dimensions permet
également d’augmenter la cadence des analyses grace a |’utilisation de plus petits volumes de
réactifs et a la parallélisation des analyses [Fig 00] [Gue 00] [Mou 01] [Kha 02]. D’autre
part, le colit de revient des analyses est amoindri grace a la réduction de la consommation et

des contaminations des échantillons.

Ainsi, I'utilisation des microtechnologies afin d’améliorer le processus de fabrication
des sources d’ionisation s’est rapidement développée [Gri 02] [Lin 99]. Les principaux
avantages des sources micro-usinées par rapport a leurs homologues en borosilicate sont en
terme de fabrication: (i) la production sur un méme support de sources reproductibles de
grande qualité prétes a I’emploi en grande quantité [Xue 97] [Liu 00], ce dernier point est
particulierement important en terme de coit [Man 01], (ii) une compatibilité avec les
laboratoires sur puce grace au choix de la géométrie et a la richesse des matériaux, concepts et
procédés envisageables afin de permettre leur intégration avec d’autres composants
microfluidiques (ex : colonne de chromatographie) [McC 00] [Har 93] [Jac 95] [Boo 02]
[Ros 02]. Les avantages en terme de performances sont: (i) de meilleures conditions
d’analyse, (ii) une plus grande sensibilit¢ de détection, (iii) une réduction du volume des
échantillons et des réactifs consommés liée a la géométrie éliminant les volumes morts et a la
diminution de la taille de la source a des dimensions microniques ou submicroniques
améliorant I’efficacité d’ionisation [Rey 02 a] [Kha 02] [Lau 01] , (iv) une reproductibilité
d’une analyse a l’autre, (v) une compatibilité avec la robotisation grice a une géométrie

adaptée, (vi) la possibilité de disposer de systeémes complexes portables.

Un certain nombre de sources microfabriquées ont déja été décrites dans la littérature.
Elles sont constituées de différents matériaux et résultent de procédés technologiques variés.
Cependant, il ne s’agit que de prototypes de laboratoire, parmi celles-ci, aucune n’apparait
comme ’interface d’électronébulisation idéale satisfaisant a tous les criteres exigés par la
protéomique permettant d’envisager une commercialisation et une utilisation massives. Par
conséquent, le développement de nouveaux outils compatibles avec ['utilisation de la
robotique est indispensable afin de pouvoir mener la multitude d’analyses par spectrométrie

de masse permettant de faire progresser la recherche en protéomique [Aeb 03 a]. Ainsi, a
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I’heure actuelle, la fabrication par la voie des microtechnologies d’interfaces
d’électronébulisation fiables présentant des performances similaires ou meilleures que les
aiguilles usuelles a base de silice reste un défi majeur, que ce soit d’un point de vue

scientifique ou technologique.

Ce travail de these porte donc sur des développements dans le domaine de la
microfluidique avec la conception et la mise en ceuvre de sources d’ionisation intégrables
avec les laboratoires sur puce dédiés a une analyse a haut débit d’échantillons protéomiques
(peptides (Cf. lexique), protéines, etc.) par spectrométrie de masse reposant sur une ionisation
par électronébulisation. Il a été réalisé a 1’Université des Sciences et Technologies de Lille
(USTL) au sein de I'Institut d’Electronique, de Microélectronique et de Nanotechnologie
(IEMN, UMR CNRS 8520) dans I’équipe “Microsystemes Silicium” devenue “NAMG6”.

Nous proposons une nouvelle approche de ce probleme par le développement de sources
d’ionisation microfabriquées présentant des géométries originales fonctionnant dans des
conditions de nano-électronébulisation, c’est-a-dire dans le pire cas sous I’application d’une
tension de ’ordre de 1kV et avec des solutions de concentration de 1’ordre de lumol.L™. La
fonction basique de cette source est d’amener une solution test contenant des macromolécules
non identifiées vers une pointe qui, sous I’application d’une tension élevée, gé€nérera un
nébulisat de macromolécules ionisées contenues dans des gouttelettes qui seront accélérées
vers I’entrée d’un spectrometre de masse afin d’€tre analysées. L’idée essentielle est le
chargement de I’échantillon en utilisant I’action capillaire dans un micro et/ou nanocanal. La
réduction de la taille de I’extrémité de la source est un point essentiel afin d’améliorer les
performances en spectrométrie de masse, la dimension de celle-ci étant directement liée a la
sensibilité de ’analyse par la taille des gouttelettes qu’elle génere [Wil 96] [Val 95] [Em 94]
[Gal 93] [Wil 94]. La miniaturisation d’objets macroscopiques existants ne suffit pas car les
échelles micronique et submicronique présentent des différences avec 1’échelle
macroscopique d’un point de vue de la physique. En effet, certains principes ne sont plus
valables a aussi petite échelle et il faut tenir compte d’autres phénomenes qui deviennent
prépondérants comme par exemple les phénomenes de surfaces dus au rapport surface-volume
élevé. Or, ce domaine est mal connu surtout dans les systemes nanofluidiques qui en sont pour
I’instant aux balbutiements de la recherche [Mog 04]. L’enjeu de ce travail repose donc ici sur
la manipulation de liquides a treés petite échelle de 1’ordre du micron voire de quelques

dizaines ou centaines de nanometres.
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Le premier chapitre de la these retrace 1’état de I’art du développement des interfaces
d’électronébulisation pour la spectrométrie de masse en technologie microsysteme afin de
nous positionner et permettre le choix d’un dispositif original dans le chapitre suivant.

Le deuxieme chapitre présente le fonctionnement physique de la source suivi d’une
description détaillée des différentes architectures des structures et des voies technologiques
mises en ceuvre pour leur fabrication.

Le troisieme chapitre sera consacré a la présentation des caractérisations expérimentales par
spectrométrie de masse et a I’étude de la cartographie de la trace laissée par le nébulisat sur
une surface.

Pour terminer, les conclusions et perspectives seront tirées de cette étude afin de proposer de

nouvelles orientations sur le sujet.
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Chapitre 1

Couplage des systemes microfluidiques a un
spectrometre de masse : Etat de PArt

Resume

Ce chapitre présente un apercu couvrant la période de 1997 a 2007 de I’état de I’art
concernant le couplage des dispositifs microfluidiques a un spectrometre de masse grace a une
interface constituée par une source d’ionisation par électronébulisation. Un certain nombre de
systemes tirés de la littérature y sont décrits. IIs sont constitués de différents matériaux (verre,
polymere, nitrure de silicium, silicium...), et résultent de procédés technologiques variés
(gravure humide, gravure seche, photolithographie, ablation laser,...). Ces dispositifs peuvent
étre répartis en trois catégories en fonction de la nature de l’interface utilisée entre le
laboratoire sur puce et le spectrometre de masse : (i) 'interface est constituée par la section de
sortie d’un microcanal, (ii) I’interface est une source standard insérée dans un microcanal, (iii)
I’interface consiste en une structure en forme de pointe usinée a 1’extrémité d’un microcanal.

Cependant, apres analyse, ils présentent tous des inconvénients, en particulier ils ne
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fonctionnent pas réellement en régime de nanoélectronébulisation. En effet, la tension
d’ionisation nécessaire est souvent supérieure a 1kV. Ils n’apportent donc par conséquent pas
de solution satisfaisante a la problématique posée par les recherches en protéomique qui
nécessitent des interfaces peu cofiteuses, trés sensibles, pouvant étre produites en masse et
automatisables afin de pouvoir faire face a la demande croissante d’analyses indispensables a

I’étude du protéome.

Introduction

Un grand nombre de publications concernant les systeémes d’analyses microfluidiques
couplés a un spectrometre de masse sont apparues au cours de ces dix dernieres années. Les
premieres revues incluent celles de Karger [Xue 97 a], [Xue 97 b] et Ramsey [Ram 97]. Plus
récemment, des articles se concentrant sur les domaines d’application de la spectrométrie de
masse microfluidique tels que la protéomique (Cf. lexique) [Lio 03 a] [Fre 06], I’analyse des
glucides [Zam 05] et les analyses multiplexées [For 06] ont été publiés, attestant de la
croissance rapide de la recherche et du développement de ce domaine de la microfluidique.
Lazar a publié une vaste revue a ce sujet en 2006 [Laz 06]. Sung en a écrit une autre en
choisissant de se focaliser sur les micro-dispositifs couplés a un spectrometre de masse en

2005 [Sun 05].

La Figure 1.1 présente le nombre de publications sur ce sujet en fonction de 1’année de
publication. Ce graphique montre que Dintérét pour ce sujet a toujours grandi
progressivement. Les publications de cette figure décrivent les nouveaux designs et procédés
de fabrication des puces et sources de nébulisation. Des produits commerciaux d’Advion
Biosciences, Agilent et Phoenix S&T ont été introduits sur le marché et ont eu un grand

succes pour une large gamme d’échantillons.
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Figure 1.1 : Nombre de publications relatives au couplage de puces microfluidiques a
un spectrometre de masse par ionisation par électronébulisation en fonction de I’année
de publication [Kos 07].

Les publications utilisant les puces d’Advion Biosciences sont nombreuses, mais
traitent plus de 1’application que des modifications apportées a la puce elle-mé&me. Seules les
premieres publications sont par conséquent inclues dans la Figure I.1. Un apercu des
publications concernant I’utilisation des puces d’Advion Bioscience est par ailleurs donné
dans la revue de Zhang [Zha 04]. Mais si celles-ci avaient été inclues, on aurait observé sur la

figure 1.1 une courbe exponentielle.

La premiere partie de ce chapitre présente succinctement les procédés de fabrication et
les matériaux les plus couramment utilisés pour faire des puces microfluidiques. La seconde
partie, présente les premieres approches qui ont été adoptées afin de coupler les puces a un
spectrometre de masse en nébulisant un liquide a partir de la tranche du substrat jusqu’aux

derniers développements qui integrent totalement les émetteurs dans le procédé de fabrication.
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1- Matériaux et procédés de fabrication
utilisés afin de reéaliser des puces
microfluidiques

La communauté microfluidique a adopté un certain nombre de procédés de micro-
fabrication de salle blanche utilisés dans I’industrie du semi-conducteur depuis le début des
années 60 afin d’usiner plusieurs types de matériaux pour la fabrication de puces. Ces
procédés ont été optimisés pour le silicium qui est le matériau de choix pour les composants
électroniques tels que les transistors et bien d’autres. Par conséquent, parmi les premiers
dispositifs microfluidiques, nombreux sont ceux qui consistaient en des canaux
microfluidiques de silicium. Cependant, les mémes techniques basiques de photolithographie
ont également été utilisées avec succes pour la micro-structuration des surfaces de verre et de
quartz, aussi bien que pour la réalisation de micro-canaux directement dans de la résine
photosensible. Durant la premiere décade (1990-2000) de recherche concernant les
laboratoires sur puce, I’intérét du verre comme substrat pour les applications microfluidiques
arapidement grandi. En effet, ce matériau est chimiquement inerte, a des propriétés de surface
bien définies et peut étre utilisé afin de générer un écoulement électro-osmotique (Cf.
lexique). La popularité du silicium est en baisse a cette période en large partie parce qu’il
n’est pas compatible avec I'utilisation d’importants champs électriques pour la génération
d’écoulements électro-osmotiques. Cependant, le silicium continue d’étre utilisé pour les
applications employant des écoulements controlés par une pression ou des micro-structures
complexes pour lesquelles les techniques de fabrication n’existent pas avec d’autres
matériaux. Advion Bioscience a par exemple sur le marché une puce ESI (Electro Spray
Ionization) en silicium constituée d’un réseau de micro-sources [Advion Bioscience]. Les
substrats en plastique ont récemment gagné en popularité. Agilent a introduit une puce ESI en
polyimide (Cf. lexique) réalisée par ablation laser [Agilent]. Phoenix S&T a une puce ESI sur
le marché faite en polypropylene (Cf. lexique) par moulage par injection [Phoenix S&T]. Les
tables 1.1 et 1.2 en annexe présentent un apercu de tous les matériaux qui ont été utilisés pour
réaliser des sources d’électronébulisation et les technologies employées pour le micro-usinage
respectivement. La table 1.2 en annexe distingue les approches technologiques qui nécessitent

une salle blanche de celles pouvant en faire abstraction.
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Plusieurs méthodes sont apparues dans la littérature pour coupler une puce
microfluidique & un spectrometre de masse en utilisant 1’électronébulisation comme technique
d’ionisation. Elles peuvent &tre réparties en trois types d’approches. La premiere approche,
apparue a la fin des années 90, est monolithique avec un nébulisat généré directement a partir
de canaux microfluidiques ouverts sur la tranche d’une puce. Bien que cette approche soit
simple, la position du nébulisat sur le coté de la puce est difficile a contrdler. Afin de
surmonter ce probleme, de nombreux groupes ont adopté une seconde approche qui implique
I’insertion directe de capillaires en silice a I'extrémité des canaux de la puce afin d’étre
utilisés comme source d’électronébulisation. Cette approche s’avere techniquement difficile a
réaliser. C’est pourquoi les chercheurs ont développé une troisieme approche consistant a
intégrer les sources dans le procédé de fabrication de la puce.

Ces trois générations de sources sont décrites dans ce chapitre a I’aide d’exemples tirés

de la littérature. Les avantages et inconvénients de chaque approche seront examinés.

2- Evolution des sources d’ionisation

2-1 Sources d’ionisation constituées par la sortie dun
microcanal ouvert sur la tranche d’un substrat

Les premiers groupes a explorer les possibilités de couplage des dispositifs
microfluidiques d’analyses avec la spectrométrie de masse sont ceux de Karger de I’Institut
Barnett de Boston [Xue 97 b] et Ramsey du Laboratoire National d’Oak Ridge [Ram 97].

Ces deux groupes ont présenté a peu pres en méme temps, des puces microfluidiques

permettant 1’ionisation par électronébulisation a partir de la sortie d’un canal.

Le groupe de Karger était en avance sur la plupart des autres groupes parce qu’en plus
de coupler des puces a un spectrometre de masse, il a été le premier a fabriquer des puces
avec des canaux multiples a partir desquels différents échantillons peuvent étre analysés. Il a
proposé un dispositif sur du verre constitué de neuf canaux 