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Abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

ARN : Acide ribonucléique

AFM : Microscope a force atomique (de I'anglaismaip force microscope)
BF : Basses fréguences

cf : Du latin confer, « se référer a » en francais

CHO : Ovaires d’hamster chinois (de I'anglais cem&amster ovary)

C. Parvum : Cryptosporidium parvum

CPE : Element a phase constante (de I'anglais aohphase element)
DEP : Diélectrophorese

DI : déionisé

E. Coli : Escherichia coli

e.g. : Du latin exempli gratia du latin, « par exde» en francais

EWOD : Electromouillage sur diélectrique (del'anglalectrowetting on dielectric)
Fc : Fréguence de coupure

HF : Hautes fréquences

H,O ppi : Eau pour préparation injectable

i.e. : Du latin id est, « c’est-a-dire » en frars¢ai

kDa : Kilodalton

ITO : Oxyde d’'indium-étain (de I'anglais indium toxyde)

Lf : Lactoferrine

MDCK : Cellulesépithéliales rénales canines (de I'anglais Madiaeb canine kidney)
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MEA : Réseaux d’électrodes multiple (de I'anglaigltinelectrode array)

MEB : Microscope électronique a balayage

MEMS : Microsysteme (de I'anglais micro-electro-rhanical systems)

MicroTAS : Microsystéme a analyse totale (de I'amgimicro total analysis systems)
min : Minutes

PBS : Tampon phosphate salin (de I'anglais phogpaffered saline)

PCR : Réaction en chaine par polymérase (de I'glaymerase chain reaction)
PEN : Polyéthyléneaphthalate

PEY : Polyéthylene téréphtalate

PDMS : Polydiméthylsiloxane

PMMA : Polymethylmethacrylate

QCM : Microbalance a quartz (de I'anglais quartznoibalance)

REM : Moulage de réplique (de I'anglais replica diog)

RIE : Gravure ionique réactive (de I'anglais reaeiion etching)

RPM : Rotation par minute

s : Seconde

SAW : Onde acoustique de surface (de I'anglaisasercoustic wave)

SPR: Résonance des plasmons de surface (de I'sisgldace plasmon resonance)
STM : Microscope a effet tunnel (de I'anglais saagrtunnel microscope)

TEER : Résistance électrique transépithéliale @wlais transepithelial electric resistance)
UV : Ultra-violet

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine

28

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Notation mathématigue

Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011
Notation mathématique

Constantes
Symbole Nom Valeur Unité
€0 Permittivité du vide 8,8541.16 F.mit
T Pi 3,14159265 -
Variables
Symbole Nom Unité
A Aire d’une section m
Aw Facteur d’amplitude de 05
A Q.s
I'élément Warburg
C .
Capacitance F
Ce. parmm Concentration en oocystes Oocystes/L
Conductance due aux
Cuislec SN )
propriétés diélectriques de =
I'échantillon
Ca Capacité de double couche
D Diametre m
Bo Champ électrique appliqué Vin
Fcar Fréquence de coupure en
basse fréquence
Hz
Fcqr Fréquence de coupure en
haute fréquence
Courant électrique A
Intégrale elliptique du
| aiiptique premier ordre -
Facteur d’amplitude d’un
K CPE S
L
Longueur m

© 2012 Tous droits réservés.
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N Nombre d’unité (électrode ou i
cellule)
p Pression hydrodynamique Pa
Q Débit volumique du fluide s
R Rayon m
R Résistance
R Résistance d’'une
g configuration paralléle
Résistance du aux propriétés
Reellule conductrices du milieu O
présent aux interstices
intercellulaires
R. Résistance électrique due aux
éch propriétés de conduction de
I'échantillon
Rint Résistance due aux
interconnexions électrique
Ry Résistance hydrodynamique Pad.m
R Résistance du aux propriétés
milieu conductrices du milieu Q
cellulaire
S Surface m
U Tension \
Um Tension transmembranaire \
v Volume n
X Réactance
X Réactance d’'une
configuration parallele Q
z Impédance
Zcpe

Impédance d’'un CPE

© 2012 Tous droits réservés.
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ZcpEcellule CPE du aux propriétés
diélectriques des cellules
_ Q
Zo CPE du aux propriétes
CPEmilieu diélectriques a l'interface
avec le milieu
€ Espace entre deux électrodes m
f Fréquence Hz
h Hauteur m
K Module de l'intégrale i
elliptique du premier ordre
I Largeur m
: Facteur de phase d’'un CPE
a Facteur de dispersion du
modele de Cole-Cole
& Permittivité diélectrique -
relative
. Permittivité diélectrique
BF relative aux basses
fréequences
. Permittivité diélectrique
HF relative aux hautes
fréquences
n Viscosité du liquide Pa.s
b Constante de cellule ™
¢ Phase Degré
o Conductivité électrique de S it
I'échantillon '
obc Conductivité électrique S it
statique '
t Temps de relaxation S
® Pulsation Hz

© 2012 Tous droits réservés.
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Lexique

Apoptose:
Mort programmée d’une cellule, réaction qui peug¢ §rovoquée par le manque de facteurs

de croissance cellulaire, des dommages subis ABN’'ou simplement le manque de contact
avec les cellules environnantes ou avec la magiteacellulaire. Ce genre de réaction en
cascade peut donc étre facilement provoqué parédetifs cytotoxiques (détériorant le noyau

cellulaire).

Aptameére :
Courtes séquences d’ADN ou ARN synthétisesitro.

Biomatériau :

Matériau artificiel destiné a étre greffé sur I'nme

Boite quantique:

Matériel semi-conducteur utilisant la propriété gieantifications des niveaux d’énergie des
électrons de valence pour confiner leur mouvemdiide de barrieres de potentiel présentes
dans les trois directions de I'espace. Ces bagiédeepotentiel sont physiquement créées avec

les dimensions nanométriques de la boite semi-aride.

Capteur a base de cellule

Capteur utilisant des culturesvitro de cellules pour mesurer 'effet de réactifs possnent
cytoxiques. Ces expériences font parti d’'un ensend® contrbles permettant I'analyse
exhaustive des conséquences physiologiques d’ageintsques.

Confluence:
Situation d’un tapis cellulaire ou le substrat détwre est entierement recouvert par les
cellules et ou les cellules sont donc toutes cértg
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CPE (Elément a phase constante)

Composant électronique fictif dont l'impédance muoles une phase constante avec la
fréquence et une amplitude inversement proportibm@aela racine n-ieme de la fréquence. n

étant un réel compris entre 0 et 1.

Cristaux photonigues:

Matériau correspondant a la juxtaposition nanomeédriet périodique de matériaux d’indices

optiques différents pour confiner spatialemeniplestons.

Cytotoxicité :
Propriété d’un réactif a détériorer les cellules.

Constante de dissociation a I'équilibre (Kd).

Cette constante est égale a la concentration reéoeske protéines pour que la moitié des
sites récepteurs du ligand soient occupés. Pliis cetstante est faible, plus I'affinité entre

une protéine et son récepteur est donc élevée.

Cytomeétre en flux:

Outil d’'analyse biologique consistant a faire passa flux de cellules marquées par

fluorescence au travers d’'un laser excitateur plétecter la fluorescence émise.

Diagramme Cole-Cole:

Diagramme ou la partie imaginaire de I'impédancagiexe est représentée en fonction de sa
partie réelle. Chaque point constituant le grapireespond a une valeur de la partie réelle et
de la partie imaginaire obtenue a une fréquenceifgpée. Sur ce type de graphique,

I'évolution fréquentielle de la courbe doit donoeéprécisée.

Dispersion alpha:

Dispersion diélectrique mesurée sur des suspenbioimiques causée par la diffusion des

ions et contre ions.
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Dispersion beta:

Dispersion diélectrique mesurée sur des suspenbiotmiques est due aux phénomeénes de
relaxation apparaissant a l'interface des membragakslaires (effet Mawell-Wegnerdu a la
différence de permittivité diélectrique entre la miwanaire cellulaire et le milieu de

suspension).

Dispersion gamma:

Dispersion diélectrique mesurée sur des suspenbiotimjiques est due aux phénomenes de

relaxation apparaissant avec les milieux polaitesjaeux.

Double couche électrique

Le phénomene de double couche électrique apparaitdqune électrode est placée dans un
liquide chargé. Cet effet est di a I'attraction svdes électrodes des contres-ions de
I'électrolyte (ions de polarité opposée a cellel'dectrode) et des molécules polaires de
I'électrolyte qui s’orientent selon la polarité dékectrodes. Entre ces charges issues de
I'électrolyte et les charges issues des électroalésine charge n’est présente. Une capacité
dite de double couche apparait alors a l'interidqe® électrodes et de I'électrolyte. Comme les
distances séparant les charges issues de I'élgetretl les charges issues des électrodes sont
tres faibles (quelques angstroms), les capacitédoddble couche sont élevées (quelques
uF/cnf). Cette double couche électrique comprend unehmiige d’'ions et de molécules
adsorbées a la surface du métal (couche de Stewnghe qui est indépendante de la
concentration en ions de I'électrolyte, et une teumobile et diffusive qui dépend de la
concentration de I'électrolyte en ions (la couckeGbuy).

ECso:
Concentration nécessaire d'un réactif pour obtedi¢o d’'un effet cellulaire.

Element Warburg :

Composant électronique fictif dont I'impédance @uoles une phase de 45 degrés constante
avec la fréequence et une amplitude inversementoptiopnelle a la racine carré de la

fréquence.
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GEP (Protéine fluorescente verte)

Ces protéines servent de marqueurs fluorescenteétigeés en méme temps que la protéine
d’intérét. Pour cela, le géne a 'origine de cettatéine est fusionn@-vitro au géne codant la
protéine étudiée. Cet ADN recombinant est ensuitégré au génome de la cellule qui
synthétisera ainsi la protéine d’étude en méme sequie la protéine fluorescente. Ce type de

protéine est donc artificiel et est appelé protéi@adusion.

ICso:
Concentration nécessaire d'un réactif pour ob&hito d’'un effet cellulaire inhibiteur. Cette

mesure est donc comparable a lgg@ais pour un effet inhibiteur.

Immunomarquage :

Technique biologique consistant a repérer une p@i& 'aide d’anticorps spécifiques et des

liaisons anticorps-antigenes.

In sSitu :

Expression qualifiant 'analyse d’'une cellule dams organe intact. Cette expression est
intermédiaire a I'analysen vitro etin vivo puisque pour ce type d’étude, I'organisme n’est

pas maintenu en vie.
Invitro :
Expression qualifiant une analyse effectuée hasa drganisme ou d’'un organe mais dans un

environnement contrélé et artificiel (e.g. boitesREtri ou bioMEMS).

Invivo:

Expression qualifiant une analyse effectuée darmganisme vivant.

FRET (transfert d'énergie par résonance de type Forster)

Techniqgue de marquage utilisant deux fluorophorean: fluorphore donneur qui va

transmettre son énergie a un autre fluorophoreptece
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Longeur de Debye:

La longueur de Debye correspond a la zone autaur diatériau dans laquelle des charges
extérieures peuvent influencer le déplacement tasges mobiles circulant intrinsequement
dans ce matériau. Concernant les charges circulans une électrode plongée dans un

électrolyte, cette longueur correspond a la zongodible couche.

Microscope confocal a fluorescence

Microscope permettant d’atteindre des profondewrsckdamp tres faible (600 nm) et de
localiser précisément au sein d'une cellule lesgueurs fluorescents. Pour atteindre cette
résolution optique, un laser est utilisé comme s@udie lumiére et un sténopé placé devant le

détecteur permet de ne pas recevoir de lumiérpldas adjacents au plan focal.

Parafilm :
Le Parafilm est un film couramment utilisé en bgwo pour sceller des boites de pétri ou
autre contenant. Il est flexible, déformable, inmpéable a I'eau et tres Iégérement perméable

aux gaz.

Patch clamp:
Méthode consistant & mettre en contact une micetigipcontenant une électrode baignant

dans un électrolyte avec la membrane d’'une cellaléacon hermétique, permettant ainsi une

mesure électrique isolée d’'un unique canal ionique.

Profondeur de champ:

Distance a partir de laquelle l'intensité du chagtgrtrique est divisée par deux

Protéine G:

Récepteurs représentant la famille de récepteursbmamaires la plus importante chez les
mammiféres. Les protéines G sont des protéines magraioes qui s’'activent en se fixant a de
la guanosine triphosphate (GTP) et se désactivesedixant a de la guanosine diphosphate

(GDP) pour déclencher ou inhiber des reactionshioicjues intracellulaire, d’ou leur nom.
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OCM (Microbalance a guartz):

Cette microbalance utilise les propriétés piézdataes du quartz dont la fréquence de
résonance est extrémement sensible a sa massgp&de détecteur peut étre utilisé pour
repérer avec une grande sensibilité I'adhésion leat@a de protéines sur sa surface

préalablement fonctionnalisée.

Résistance électrigue transépithéliale (TEER)

Mesure électrique de I'espace intercellulaire. €atesure permet de quantifier la confluence

des cellules.

SAW (Onde acoustigue de surface)

Les SAW utilisent des matériaux piézoélectrigudéledaque le quartz, le niobate de lithium
ou tantalate de lithium (LiTagppour déplacer a leur surface des ondes acoustggreerées

et mesurées le plus souvent par des électrodesdigitées en contact direct avec les
substrats. L'onde est atténuée et déphasée lolegeietre en contact avec les particules

biologiques.

Sécrétion exocrine

Sécrétions s’écoulant en dehors du sang commealaqeles muqueuses.

SPR (Résonance des plasmons de surface)

Cette méthode consiste a utiliser le phénoménedd’@vanescente apparaissant a I'interface
d’'un métal et d’un milieu diélectrique, ici le nali biologique, lorsqu’'une onde optique se
réflechit sur le métal. Cette onde évanescentetreandodifiee par la fixation de particules
biologiques a la surface du métal et cette modiboase répercutera sur I'angle de réflexion
de l'onde optique. On peut donc quantifier de fagmécise la fixation de molécules

biologiques a la surface du métal fonctionnalisénesurant les variations de cet angle.

Volume mort :
Volume contenu dans les capillaires. C’est ce velaui limite le temps d’acces des réactifs
aux biodétecteurs. Plus généralement, un volumé coorespond a un volume qui doit étre

traversé par les réactifs mais qui n’intervient gass le processus de détection
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Zone apicale:
Zone de la cellule exposée au milieu de culinrdgtro et a I'intérieur de I'organi-vivo.

Zone basale

Zone de la cellule en contact avec le substratuttare in-vitro et en contact avec le liquide

interstitielin-vivo.
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Les sciences techniques arrivent aujourd’hui &amefour de leur histoire. Tous les
domaines scientifigues se doivent dorénavant deirse@mmuniquer entre eux et d’échanger
leurs informations afin de développer un seul emmélangage scientifique. Les différentes
sciences techniques doivent se « deécloisonner >s’a@tvrir aux autres domaines de
connaissance tout en faisant I'effort de les comghre. Le défi de beaucoup de chercheurs est

dorénavant de savoir étre interdisciplinaire.

Depuis une petite vingtaine d’année, des cherch@eirglus en plus nombreux essayent de
conjuguer des domaines aussi variés que la biglgehimie, la physique et I'électronique a

des échelles de l'ordre de la cellule biologiquétirds par les micro-technologies et les

applications inédites rendues possibles par letilisations transversales, de plus en plus de
biologistes se mettent a exploiter ces techniqugtem

Leurs études biologiques, chimiques ou environnéatesutilisent des outils fabriquées avec
les techniques de la microélectronique. Ces méneebnigques qui étaient jusque la

principalement utilisées pour les domaines de dlimfation et des télécommunications

(développement de transistors de plus en plus eapide systémes de communication

intégres).

Ce domaine peut étre désigné par le terme de BioBlEM désigne l'utilisation de Micro
Electro Mechanical Systems (MEMS, micromachines wicrosystemes), systémes
micrométriques combinant mécanique et électroniqueles fins biologiques. Pour ces
composants, la partie mécanique correspond majeritant a de la mécanique
microfluidique. La manipulation d’élément biologgimplique en effet I'utilisation réguliére
d’éléments microfluidiques (continue ou digital€n retrouve aussi souvent le terme de
biodétecteurs bien que cette notion ne précisdapadisnension du composant de transduction

(microscopique ou macroscopique).

L’'acces des biologistes a ces technologies d'iatémy leur a permis de miniaturiser des
meéthodes déja couramment employées de facon mapiqee dans les laboratoires, comme
par exemple la chromatographie (0-1) ou la diébpttorese (0-2). Elles ont également
permis de mettre en parallele des systemes de eseBimogiques complexes afin d’atteindre
des débits d’analyse extrémement rapides (0-350:®). Le développement des puces a
ADN pour la course au séquencage du génome humastd’'un de ses meilleurs exemples.

Ce genre de systeme est aussi appelé laboratoifgusa (lab-on-chip) du fait gqu’il integre
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sur un méme substrat difféerentes étapes d'analgseédctifs que I'on trouve dans un
laboratoire de biologie (ce qui peut ne pas étreaked’'un bioMEMS miniaturisant une seule

étape d’'une analyse biologique).

Les microtechnologies ont également été utilisées des recherches sur les biomatériaux (cf
lexique) afin de comprendre plus finement l'intéi@c des cellules humaines avec de tels
substrats.

Enfin, globalement, dans ces différentes applioatidutilisation de volume de plus en plus
petit permet de réduire le temps et le colt de/sesm biologiques. Des applications récentes
sont méme directement liées a I'environnement, cerfandétection de métaux lourds ou la

purification de I'eau.

Pour les biologistes, un des principaux attraitscde techniques davantage issues de la
physique ou de la biochimie que de la biologie,ledait qu’elles permettent des analyses

sans marquage et non invasives.

En effet, pour suivre des réactions impliquant deltules biologiques ou des protéines, les
biologistes utilisent encore principalement des quaurs fluorescents ou radioactifs. La
détection de ces réactions se fait ensuite patetimédiaire de microscopes confocaux (cf
lexique) pour la fluorescence ou de liquides sikamtis et d’autoradiographie pour la

radioactivite.

La fixation de ces marqueurs se fait de facon eawdegar le biais d’anticorps qui iront

s’attacher spécifiguement a des antigenes au seila dellule ou de facon exogéne par
lintroduction directe de fluorophores ou de mamgseorganiques. Seulement, le trafic
informationnel cellulaire étant extrémement complakn’est jamais certain que ces fixations
n'induisent pas elles-mémes une modification dunph#&ne observé. C’est pourquoi ce type
d’analyse avec marqueurs est dite invasive. Cémigges de marquages et leurs limitations

sont présentées plus en détail dans'letapitre.

Les techniques d’ingénierie biomédicale intégréas amené différents domaines de la
physique a étre appliqués en biologie. Différenfses de détecteurs non invasifs et sans
marqueurs ont ainsi été développés. Dans ce préambous les présenterons de fagon
simplifiée en les regroupant par domaine physigespectif. Nous pouvons citer les

détecteurs utilisant des techniques issues dadioptde la mécanique, de 'acoustique et de
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I'électronique. Les détecteurs électroniques soéggntés de facon plus exhaustive dan§'le 1

chapitre, ils ne seront donc pas ici évoqués.

Il faut étre prudent et précis quand on évoquedigecteurs optiques dans le domaine des
laboratoires sur puce. En effet, de nombreux mispaitifs utilisent de facon pratique des
systemes optiques qui ne sont pas intégrés et/oarnespondent pas au systéme de détection
méme. Dans ce cas, la détection ou la capturefigpéride matériel biologique se fait en
amont par des méthodes miniaturisées électriquésamgues, acoustiques, microfluidiques
ou méme chimiques. Le systeme complet ainsi dépéloptilise un matériel optique
macroscopique (comme par exemple un microscope) pé&ifier le bon tri ou la bonne
récupération des éléments étudiés au sein du nspaxitif.

Une des techniques optiques miniaturisées lesgipkitées aujourd’hui est la résonance des
plasmons de surface (SPR) (cf lexique). Cette igokenest déja bien implantée dans les
laboratoires de biologie. Elle permet aux biolaggstie mener en paralléle I'étude quantitative
d’interaction protéine-protéine de facon tres méca haut debit et sans utiliser de marqueurs.
Certaines publications ont méme montré le potedigetette méthode pour des analyses de
culture cellulaire effectuém-vitro (cf lexique) a la surface du biodétecteur (0-8.3PR a
ainsi permis de détecter des modifications morgiglees (0-8) et des réactions cellulaires
plus discrétes (0-9). Le principal probléeme deec&tthnique est que la zone investiguée par
'onde évanescente est tres petite (quelques d@izadte nanometres). Pour effectuer des
analyses cellulaires a l'aide de cette méthodestiidonc nécessaire que la réaction étudiée
provoque des modifications de l'interface celluldstrat.

Concernant le domaine de I'optique, nous pouvolssiaaentionner les cristaux photoniques
(cf lexique). Les cristaux photoniques 2D (i.e. substrat) peuvent aussi étre intégrés dans
des plagues 96 puits. Cette intégration permefatfer des analyses toxicologiques a haut
débit (0-10). Les fibres de cristaux photoniquests¢galement utilisées pour I'étude de
cellules en suspension ou I'analyse protéique digtisns biologiques (0-11). Au contraire
des cristaux photoniques sur substrat, leur uiitisaeste limitée aux éléments biologiques en
suspension. L'application des cristaux photonigDe@®ur la biologie reste aussi une voie
émergente mais leur réalisation technologique nfgst encore au point (0-12). Leur

application est discutée dans féchapitre car elle se rapproche des techniquesadguage.
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Nous pouvons également répertorier les biodétestmiégrés sans marquage utilisant les
propriétés de I'acoustique. Un des biodétectewsistimjues les plus au point actuellement est
la Micro Balance a Quartz (QCM) (cf lexique). Lentionnement de cette technique et ses
applications évoquent celles du systetme SPR, biem €pn implémentation dans les
laboratoires biologiques soit bien moindre. Cedalravaux ont démontré l'utilisation de
QCM pour des cultures cellulaires (0-13). Commerpes capteurs a base de cellule (cf
lexique), le QCM a permis de mesurer la lyse dkiles de Vero par infection virale (0-14).
Enfin, comme leur nom l'indique, les systemes QCéfledtent des variations de masse par
unité de surface. La culture cellulaire provoquame variation initiale de masse importante,
les microbalances peuvent ne pas étre adaptéedételetion d’interactions discrétes cellule-
protéine.

Les ondes acoustiques de surface (Surface Acdl¥sti® en anglais, SAW) (cf lexique) sont
également appliquées en biologie depuis une guiazdiannées (0-15). Les techniques de
SAW ont été jusqu’ici principalement utilisées pdaudétection de particules biologiques en
suspension (des protéines le plus souvent). Desuxarécents ont pourtant montré que
I'utilisation d’'une couche de dioxyde de siliciurayvait permettre de passiver les électrodes
de (LiTa®) pour y cultiver des cellules souches et meswer interaction avec des ondes
acoustiques de surface (0-16).

Un inconvénient des bioMEMS acoustiques est quitnt constitués de matériaux
piézoélectriques peu courants qui peuvent complipue intégration au sein d’'un laboratoire

sur puce.

Nous pouvons enfin mentionner les détecteurs m@oasi Le plus couramment utilisé pour
les applications biologiques est la poutre suspenBiabord appliquée a la détection de gaz,
elle est également utilisée en mode résonant pétectebr la fixation de cellules biologiques

en suspension, que ce soit des bactéries, desnasitéle 'ADN ou méme des parasites (0-
17). La croissance bactérienne peut aussi étretdét€0-18). Certains travaux ont montré
gu’il était possible de mesurer sur ces poutredeemps réel la contraction cellulaire de

fibroblastes placés dans une matrice de collagéyi®). Bien que présentant une sensibilité
tres élevée (la fixation d’'une unique bactérie p&tue repérée (0-20)), I'analyse de cellules
adhérentes semble compliquée par la mise en \obrdti systeme.

Nous pouvons enfin mentionner l'utilisation de migrinces pour étudier la déformation

meécanique de protéines ou d’ADN (0-21). L'intégratde cette méthode reste complexe.
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Nous avons succinctement présenté les principaodébecteurs intégrés sans marqueurs
répartis selon leur domaine physique. CertainstoBeaux sont limités dans leur intégration
envisageable au sein d'un laboratoire sur puce eoparmettent pas d’étudier des cellules
cultivéesin-vitro. Certaines méthodes sont déja couramment utilidaas les laboratoires
alors que d’autres, malgré I'innovation qu’elleprésentent, ont encore du mal a s'imposer

dans la communauté des biologistes.

Les microsystéemes électriques, précurseurs dartsdéé sans marqueurs de cellules
adhérentes, semblent d’emblée présenter une pehsld’analyse unique. Au contraire des
biodétecteurs sans marqueurs issus des autres reesmalnysiques, ils ne nécessitent pas
d’étape de transduction électrique. L'absence dsifhtion énergétique lors de ces étapes de
conversion peut représenter un avantage pour &ctiit de phénomeénes physicochimiques
de faibles amplitudes. Nous avons donc choisi liseti les techniques électriques pour

analyser nos cellules biologiques d’intérét et uldurs interactions biochimiques.

Les travaux de these ici présentés concernent Iysmade cellules biologiques par
spectroscopie d'impédance basse fréequence dansydgsnes microfluidiques. lls ont été
réalisés au sein de I'’équipe BIoOMEMS dans le latoimra de I'Institut d’Electronique, de
Microélectronique et de Nanotechnologies (IEMN, UIdB20), sous la direction de Vincent
Senez et la codirection de Dimitri Pavlidis. L'IEM&ét un laboratoire parfaitement adapté a
notre étude puisqu’il possede un savoir faire irtgrdrdans la caractérisation électrique et la
fabrication de composants microélectroniques.

Cette thése a été menée en collaboration avetittinSupérieur d’Agriculture (ISA), I'Unité
de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle déniversité de Lille 1 (UMR 8576) et le
Laboratoire d’Etude des Matériaux et des Composamis I'Electronique de Université du
Littoral-Cote d'Opale (LEMCEL).

L’objectif de ces travaux est de développer de pbes techniques d’analyse biologique en
utilisant et en intégrant des détecteurs électsquesein de composants microfluidiques. Le
but des dispositifs ainsi développés est de simaplif mise en ceuvre des études cellulaires,
automatiser partiellement leurs taches, réduiresddismes de réactifs utilisés et les quantités
de matériel biologique manipulées et ainsi rédilgrecolt et la durée des expériences.
L’intégration de ces manipulations permet égalengégifectuer des analyses simultanées et

paralleles de différents parametres expérimentaux.
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La premiere partie de ce mémoire expose d’aborttd@aux majeurs de I'analyse biologique

électrigue et de ses techniques intégrées. L'éakadt du domaine est ensuite présenté :
différents avantages des bioMEMS sont illustrés ¢hes études récentes pertinentes. Des
ameliorations a apporter et des voies de développerenvisageables sont également

discutées.

Dans le deuxieme chapitre, les deux dispositifselifppés au cours de cette these sont
décrits : un bioMEMS a puits et un dispositif mitwadique. La conception et la fabrication
des composants sont présentées. L'infrastructuremdsure est détaillée. Des notions

théoriques importantes d'impédancemétrie sont eSgms

La troisieme section présente la caractérisatiendespositifs. Le circuit équivalent électrique
utilisé pour la modélisation de nos mesures egiaitthdécrit. Le dispositif a puits est étudié
en mesurant 'impédance de différents liquideggelaxation diélectrique de I'eau déionisée
en basse fréquence (B.F.), l'effet de parametregéraxentaux. Enfin, le dispositif

microfluidique est caractérisé de la méme maniére.

La quatrieme partie décrit 'application de I'im@gtemétrie intégrée a la désinfection de
'eau en parasite. Le modele d’étude ici choisilesCryptosporidum parvum. Les enjeux
environnementaux importants liés a cette probléuatsont expliqués. La mise en place du
protocole de manipulation employé est ensuite W&taiEnfin, les mesures effectuées sur
l'influence du milieu de suspension des parasitedgetermination de leur concentration et de
leur viabilité sont présentées et discutées.

Le cinquieme chapitre s’articule autour de I'analgdectrique de linteraction discrete entre
la lactoferrine (Lf) et les cellules d’ovaires danfister chinois (CHO). L’étude est d’abord
effectuée avec les dispositifs a puits. Une caraetiion des conditions de culture spécifiques
aux bioMEMS, un protocole de culture, une étudecei@ains parametres expérimentaux et
une modélisation électrique sont présentés. L'auigon de la Lf et des CHO est mesurée par
impédancemétrie. Cette méme interaction est ensattgliée avec les dispositifs

microfluidiques.

Le manuscrit s’acheve par une conclusion reprelenprincipaux résultats des différents

chapitres ainsi qu’'une présentation des perspectigeces travaux.
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Travaux majeurs et état de l'art des

bioMEMS pour I'analyse cellulaire
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Ce chapitre présente dans un premier temps urrifjisgodes grands travaux scientifiques qui
ont amené au développement des biodétecteursiglmsrintégrés. Les premiers travaux
d’électrophysiologie sont évoqués. Les techniquéanallyse cellulaire actuellement
employées en biologie sont décrites et leurs limoita discutées. Nous présentons ensuite des
travaux d’électrophysiologie importants du®2@cle qui ont démontré pour la premiére fois
des notions majeures qui sont toujours régulieréna@pliquées dans le domaine des
bioMEMS. Les premiers systémes d’analyse biologiggei ont permis d’étudier
électriguement la cellule & des échelles microspms sont aussi détaillés. Nous décrivons
I'évolution de la microélectronique a la microfligde. Des techniques ayant émergé avec ce
domaine sont succinctement présentées. Nous déwiknfin des travaux importants du

domaine de la biodétection électrique intégrédgsésai la fin du ZGsiécle.

Dans un deuxiéme temps, nous présentons les aeantdgs techniques électriques par
rapport aux méthodes issues des autres domainsg|ply évoquées dans le préambule. Pour
illustrer ces arguments, différents dispositifs tsdécrits. Ces travaux réalisés ces six
dernieres années sont issus de I'état de l'aradeddétection électrique intégrée. Nous nous
intéressons ensuite aux points faibles que peuvegenter les méthodes électriques. Ces
points faibles correspondent a des voies d’améiamra actuellement développées dans le
domaine des bioMEMS.
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|. Développement de I'électrophysiologie et des outils
actuels de la biologie cellulaire

|.1. Les premiers liens entre I'électronique et la
biologie : I'électrophysiologie

On pourrait situer les premieres connections digtiectronique et la biologie avec les
travaux de Volta en 1792 et ses analyses sur gioads d’'une grenouille aux stimuli
électrigues (1-1). Il a corrigé ainsi les hypotlede structures biologiques génératrices de
courant précédemment formulées par Galvani en 1I9). Beaucoup d’études, qu'on a
regroupées sous le terme d’électrophysiologie, mant la suite permis de mesurer les
différents flux électriques au sein du corps hum@ystéme nerveux, neuronal, réflexes,
motricité et les différentes connections entresyetemes) tout en essayant d’en comprendre
les mécanismes. On peut citer notamment les tragtaBarlos Matteucci en 1842 qui a été le
premier a mesurer les courants issus de tissusuaires (1-3) et ceux de Julius Bernstein en
1912 qui fut a l'origine de la théorie d’'une menr@acellulaire semi perméable et sélective
(1-4). Ces travaux, alors limités par les moyemdirielogiques de I'époque, ont mesuré les
propagations électriqgues au sein du corps humaifagten macroscopique et relationnelle
entre les différents organes et tissus. Les callumimaines ont été caractérisées
électriquement au travers des différents organescles, nerfs qu’elles constituent. Au®19
siécle, il est encore technologiquement complidjisdler les cellules, voire méme les tissus,

pour les caractériser électriquement.

1.2. Deéveloppement de la biologie cellulaire et de ses
techniques d’analyse

|.2.1. Développement de la biologie cellulaire, de la
biochimie et de la biologie moléculaire

Les études biologigues a I'échelle micrométriguat ccommencé avec le
développement de la microscopie, dans la premigréepdu 19 siécle. Ces travaux se sont

concrétisés avec I'avenement de ce qu'on a appake 4860 la théorie cellulaire : tous les
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organismes sont constitués de petites unités eladas (1-5). Grace aux travaux de William
Perkin et le développement en paralléle de nouveaargueurs synthétiques (1-6), les
biologistes ont considérablement avancé sur lactstrei cellulaire avec notamment la
détermination des chromosomes, du noyau et dettzhandrie. Le mécanisme de division
cellulaire a pu ainsi étre révélé pendant la deugi@artie du 19siécle. A la méme époque,
est apparu une nouvelle discipline, désignée coramigiochimie, qui se focalise sur les
procédés chimiques se déroulant au sein de ldeelldaisant intervenir les protéines, lipides
et autres acides nucléiques. Au début di feécle, avec lintérét grandissant pour la
géneétique, se développa la biologie moléculaireteCeience a pour principal objet d’étude
'Acide Désoxyribose Nucléique (ADN) et les divesgerotéines exprimées par nos cellules
qui forment ainsi le patrimoine génétique et déteemt nombreuses de nos caractéristiques
physiologiques.

|.2.2. Les principales techniques de marquage

Pendant ces deux siecles, la biologie moléculairela biochimie ont utilisé
majoritairement des techniques issues de la chino@mment pour la culture cellulaine
vitro (cf lexique), la synthese de protéines et peptaleka séparation des différents réactifs.
Afin de pouvoir déterminer les différents chemimgormationnels au sein des cellules
biologiques, des marqueurs fluorescents (ou fluooogs) et radioactifs ont été développés
pour marquer les protéines ou les organelles dénté\ujourd’hui, la radioactivité tend a
disparaitre afin d’éviter a ses utilisateurs d’érgosés a des rayonnements nocifs. La
précision avec laquelle ces marqueurs peuvenirgéggrés au sein de la cellule, a permis aux
biologistes de décrypter de nombreuses proprietiglaires. Ces techniques de marquage
ont connu deux évolutions majeures qui leur ontmperde devenir les méthodes
prédominantes en biologie cellulaire.

La premiére, au Z0siécle, au début des années 40, a été le dévelempede

limmunomarquage (cf lexique) (Figure 1-1). Les iemtps utilisés sont directement ou
indirectement marqués avec des fluophores (1-7pdlgvalence des anticorps a permis de
développer de nombreuses analyses cellulaires eeninédites et leur utilisation a rendu

possible I'introduction des marqueurs au sein dzlale par des voies plus naturelles.
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Figure 1- 1 : Schéma explicatif de 'immunomarquageA : méthode directe, fluorophore
(en marron) directement sur I'anticorps (en jaune)qui se fixera a I'antigéne ou la
protéine étudiée. B : méthode indirecte, fluorophog sur un deuxiéme anticorps (en
rouge) qui se fixera a un premier anticorps lui-méra fixé a I'antigéne ou la protéine

étudiée. (1-8)

La seconde évolution, au début des années 90, la éidthése des protéines fluorescentes

vertes (cf lexique) (ou GFP de I'anglais Green Fsoent Protein) (Figure 1-2) (1-9).

Figure 1- 2 : Représentation 3D de la protéine fluescente verte. (1-10)

A la difference des immunomarqueurs fluorescenissquat fixés sur les protéines d’étude
déja synthétisées, les protéines fluorescentess/sdnt synthétisées en méme temps que les
protéines d'étude, lors de la transcription de IM\DA I'aide de microscopes confocaux a

fluorescence (cf lexique), la GFP permet ainsi digser fonctionnellement les cellules en
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suivant la synthese des protéines sur des cinétigx¢rémement courtes. La GFP est
également moins toxique que certains fluorophooesants comme la fluorescéine.

D’autres techniqgues de marquages ont été dévelsppé@mme la technique de transfert
d'énergiepar résonance de type Forster (FRET, pour I'acronynggaen"Forster resonance
energy transfer) (cf lexique). Elle permet aingtuklier les interactions moléculaires au sein

de la cellule.

|.2.3. Limitations des techniques de marquage actuelles

Les anticorps (immunomarquage) ou les protéinasordscentes (GFP) ont
linconvénient majeur de présenter un encombrenstétique important. En effet, les
anticorps font généralement plus 100 kDa et la @R trentaine de kDa. Ces marqueurs
peuvent donc facilement perturber le trafic eblectionnement des protéines d’étude (1-11).
De plus le chemin signalétique au sein des cellegtextrémement complexe. Retrouver la
cascade de réactions a l'origine de la synthesaedlinteraction d’une quelconque protéine
nécessite obligatoirement l'utilisation de logica# simulation informatique puissant et la
mise en place d’algorithmes de calcul compliquésst donc impossible de connaitre ou de
guantifier précisément le caractére invasif dernasqueurs sur le trafic informationnel intra
et extracellulaire.

Peu d’études se sont intéressées a linfluenceedentarquages. Souvent les biologistes
partent du postulat difficilement vérifiable que lmarqueurs utilisés n’interviennent pas dans
le chemin signalétique ou la réaction étudiée. Quesd travaux mettent néanmoins en
evidence l'influence des immunomarquages (1-12,1-13) ou de lintégration de la GFP
(1-15,1-16,1-17,1-11).

En plus de ce -caractére invasif, les fluorophorgmthetiques utilisés pour les
immunomarquages présentent des défauts inhérentsura propriétés optiques: une
luminescence de courte durée et des recouvremardsifes (notamment avec la fluorescence

naturelle des cellules).
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1.2.4. Nouvelles techniques d’analyse cellulaire

Considérant les défauts optiques des fluorophamsamment utilisés pour les
immunomarquages, de nouveaux types de marqueurs adoellement en voie de
développement.

Parmi ces voies de recherche, les boites quantigoedexique) sont une des plus
prometteuses. Ces barrieres de potentiel sont ploypgiquement créées avec les dimensions
nanométriques de la boite semi-conductrice. Ces phjets pourraient remplacer a terme les
marqueurs fluorescents actuellement utilisés poumunomarquage. Les marquages a l'aide
de la GFP ne sont pas concernés car les perforsmateda fluorescence de la protéine
dépendent de la qualité de sa synthese.

Ces objets pourraient représenter la nouvelle générde marqueurs biologiques et donc les
futurs rivaux des techniques sans marquages. Issag en effet comme des marqueurs
fluorescents améliorés : des longueurs d’'onde et dtes couleurs facilement modulables
(Figure 1-3), une luminescence accrue, un chevaonehiedes signaux restreint (notamment
avec la fluorescence naturelle des cellules biglogg) et surtout une fluorescence d’'une
grande durabilité (1-18).

Figure 1- 3 : Boites Quantiques de CdSe classéeksadeur taille. Plus les boites sont

petites, plus elles émettent vers les bleus. (1-19)

Certaines publications ont méme montré que leseboruantiques pouvaient rester
fluorescentes 4 mois aprés leur injectiotvivo (cf lexique) dans les ganglions lymphatiques
de souriceaux (1-20). A noter que dans cette esipéei la localisation des boites quantiques

n'a pas pu étre controlée.
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Nous voyons que les propriétés optiques de cesdmpiaintiques rendent donc leur potentiel
énorme. Cependant, leur probable toxicité raldatit application en recherche biologique.
En effet les cristaux jusqu’ici majoritairement déppés sont les cristaux 11-VI qui utilisent
du Cadmium et du Sélénium (CdSe). Malheureusemengélénium est cytotoxique (cf
lexique). Les cristaux I1I-V en Galium et Nitrurerablent représenter une voie plus favorable
pour I'application des boites quantiques en biao(i-21). Méme si ces boites quantiques
sont dorénavant commercialisées et donc plus faeité accessibles pour les biologistes, leur

utilisation doit étre encore standardisée et l@utralité confirmée.

Une autre technique de marquage actuellement d@yédoest celle des cristaux photoniques
3D (cf lexique). Leur réalisation de fagon isoléesh pas encore au point mais on les trouve
déja utilisé sous la forme d'amas (ou cluster). rPeyemple, des amas de cristaux
photoniques auto-assemblés en solution ont dégtrpuutilisés pour la détection de glucose
dans le sang (1-22). L'adhésion du glucose modifigdrogel incorporant les cristaux et

modifie ainsi la diffraction de la lumiere travemsaes clusters. L'utilisation concrete des
cristaux photoniques 3D dans le domaine du bionaédiste donc encore spéculative mais de

nombreuses études sont actuellement menées palogper ces nouveaux outils.

Enfin les méthodes sans marquages sont égalemelées pour pallier au caractére invasif
des techniques optiques de marquage. Les technsgmssmarquages issues de l'optique, de
'acoustique et de la mécanique ont été évoquées ta préambule. Les biodétecteurs

électrigues sans marquages font I'objet de ce tigapi
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|.3. Les travaux d’électrophysiologie moderne a
I'origine des biocapteurs électriques intégres

|.3.1. Caractérisation des propriétés
électrophysiologiques des cellules biologiques

De son c6té I'électrophysiologie a profité desraés technologiques en biologie pour
mener les premieres caractérisations électriquedesutissus isolés, voire des cellules isolées
révélant ainsi certaines de leurs propriétés étpas intrinseques. Une des premieres études
portant sur la caractérisation électrique de cedligolées a été celle de Fricke en 1926 (1-23)
qui s’est intéressé aux propriétés des globulegamudéterminant leur conductance intérieure

(Figure 1-4).

Figure 1- 4 : Systeme développé par Fricke pour lmesure de conductivité du sang. Les
électrodes se situent au sommet et a la base ductia en verre, les capillaires servent a

faire circuler le sang. (1-23)

Il a ainsi démontré le premier la dispersion frégigdle de la conductivité et de la
permittivité électrique caractéristigue des cebBuldologiques en suspension qu'il désigne
comme la dispersion beta (cf lexique). Il se basar gela sur les travaux de Maxwell (1-24)

et de Wagner (1-25) portant sur 'analyse de tadaotivité de particules en suspension.
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Il a également dévelopgdé circuit électrique équivalent de ces suspensgnsconsiste e
une résistance mise en paralléle avec une capaprésentants respectivement les cher
résistifs et capacitifgle I'électrolyte et des cellules. & chemin capacitiest créé par la

membrane biologique isolante de ces cellu

En paralléle des premiersavaux de Fricke, Cola développéun modeleélectrique pour
représenter l'impédance complexee ces suspensions. kb propos un composant
physiquement irréalisable avec une phase con: : le Consant Phase Element (CF (cf
lexique). Il a également é& I'origine du célebre diagramme C-Cole (cf lexique). Ces
différents éléments de circuit électronique serventore de basdans les publicatior
actuellespour la modélisation électrique de cees biologiques. Cole est aussi intéressé
aussi au potentiel électug circulant le long des rfs en utilisant lequations de dépe
issues deson étude sur les cellules suspension.

Ces travaux de Cole (1-26int en parti inspirla modélisation analytique de la circulation
potentielsd’action le long des axones formulée Hodgkin et Huxle (Figure 1-5). Ces
derniersont démontré et quanti pour la premiéeréois la notion de canaux ioniquen 1952

(1-27), ce qui leur a valu lgrix Nobe de Médecine en 1963.

Figure 1- 5 : Photographie des électrodes utilisées par Hodgkir Eluxley a I'intérieur de

I'axone d’un calmar et la mesure résultante de'un de ses potentiels d’actio. (1-28)
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Plus tard, de nombreux travaux se sont inspirésétledes de Fricke pour travailler sur les
mémes types de cellules en affinant les technigigesnesure ou les modéles théoriques.
Parmi ceux-ci, on peut nommer les études de Sclyuam prolongé le domaine d’analyse
fréquentiel de suspensions biologiques par spexipis diélectrique dans les basses et hautes
frequences (1-29). Il a ainsi déterminé respectergnta dispersion alpha (cf lexique) et la

dispersion gamma (cf lexique) (Figure 1-6).
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Figure 1- 6: Spectre « idéalisé » de la permittivit diélectrique de suspensions cellulaires
et de tissues (1-30).

Asami a également énormément travaillé sur les rigrids électriques des cellules
biologiques en suspension. Il a notamment travailléles bactéries B: Coli en modifiant le
modele analytique de Fricke, considérant les bast@tomme des particules présentant une

double couche membranaire (1-31).
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1.3.2.  Outils importants de I'électrophysiologie moderne

A cbté de ces derniers travaux qui se sont faeaig les propriétés électriques des
cellules en suspension, de nouvelles techniquesrgedéveloppé pour étudier électriquement
les tissus et les cellules en cultuirevitro. Un outil fondamental pour la caractérisation
électrique de ces cellules a été la réalisatiomal’chambre dédiée a ce type de mesure par
Hans Ussing en 1951 (1-32).

Cette chambre est constituée de deux parties ee kadiées entre elles de facon hermétique
par le tissue cellulaire a étudier (Figure 1-7). Beite facon, il est possible d’étudier
séparément la zone apicale (cf lexique) et la basale (cf lexique) des cellules épithéliales,

autrement dit de faire une étude vectorielle derégpagation des courants électrochimiques.

Cette technique a connu un essor prodigieux dasedande moitié du 2@Giécle. Elle a été
par la suite utilisée sous diverses formes amé@srgar de nombreux chercheurs pour
mesurer ce qui est devenu un parametre caraajéestles tissus cellulaires : la résistance
électrique transépithéliale (TEER) (cf lexique). @aramétre a permis d’étudier la
physiologie (épaisseur des tissues, jonction ietkrdaire, etc..) de différents types de cellules
épithéliales (1-33).

Electrode 1

Substrat de
culture

¥: Chambre

Flux d'entrée

" Electrode 2

Flux de sortie

Eléement
Chauffant

Figure 1- 7 : Photo d’'une chambre Ussing. (1-34)
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Une des principales innovations techniques quivaluéonné I'électrophysiologie moderne a

été celle du patch-clamp (cf lexique). Cette tegheia permis pour la premiéere fois de

mesurer des courants ioniques a I'échelle de lalealnique.

Cette méthode a été développée en 1981 par Nelseneatquipe (1-35), ce qui leur a valu

I'obtention du prix Nobel de Médecine en 1991. Daa configurations de contact ont été par

la suite développées afin d’étudier difféerentesact@ristiques des canaux ioniques (Figure 1-

8).

La technique de patch-clamp est rapidement devdamuméthode de référence pour la

caractérisation des canaux ioniques, essentialg@hmunication cellulaire.
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Figure 1- 8 : Observation microscopique d’une cellie prise en patch clamp

(configuration cellule attachée) et schéma des tifentes configurations de patch clamp.
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II. De la microélectronique a la microfluidique

II.1. Du premier transistor au premier composant
microfluidique

En parallele de ces avancées biologiques, lesvdmifies de la microélectronique se
sont considérablement développées. Depuis l'ingantidlu transistor dans les années
cinquante par Bardeen, Shockley, Brattain, la @arsa miniaturisation technologique pour
linformatique et les télécommunications a permés adévelopper de fagon prodigieuse les
techniques liées a la microélectronique, et, dassdnnées quatre-vingt dix, celles des
nanotechnologies. Les techniques de microélectwesiqgles plus répandues sont la
lithographie optique et électronique, la gravurentde, seche a l'aide de plasma, le dépdt de
métal par évaporation ou pulvérisation, et les&yss de microscopie comme le MEB,
'AFM, ou le STM. Apres avoir développé les prersi@ransistors sur germanium, le silicium
est devenu le matériau de référence pour la coecege circuits intégrés di a son faible
colt. En effet le silicium est traité a partir dyabe de silice, autrement dit du sable. Apres ce
transfert finalisé au début des années soixantdalbomplexité des circuits intégrés a doublé
tout les deux ou trois ans. Dorénavant avec lesniques d’intégration a grande échelle
(ultra-large-scale-integration, ULSI), les circuiés plus complexes (microprocesseurs) sont

composeés de plusieurs centaines de millions dsistans.

Dans les années soixante-dix, suite a la criselpgt, le gouvernement ameéricain a lancé un
programme de recherche visant a diminuer la consiom nationale d’essence. Une des
solutions proposées par les industriels de l'autmla@ été 'incorporation d’'un contrdleur de

pression pour gérer le ratio air/essence dans ¢tgsurs. Honeywell, un ingénieur de General
Motors, a proposé un capteur de pression pieztifésis silicium. Ce systeme utilisant les

techniques de la microélectronique peut étre censidomme le premier microsystéme (ou
micro-electro-mechanical systems, MEMS), un systemmomeétrique associant mécanique

et électronique. Maintenant ce type de capteuc@stamment utilisé dans les voitures pour
réduire leur consommation et leur pollution. En 39%ur marché a représenté une
production de cent millions de détecteurs (1-3@n®les années quatre-vingt, les premiers

acceélérometres miniaturisés ont été développéed ) EBont rencontré un grand succes. La
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technique de couche sacrificielle a été égalemévldppée, elle est aujourd’hui a la base de

la conception de la quasi-totalité des microsysteme

En 1967, Carter a développé ce qui peut étre cérisidomme le premier prototype de
bioMEMS. Il a décrit une méthode pour réaliser agoh isolée différentes cultures cellulaires
sur un méme substrat. Il a pour cela utilisé untéesye de masquage issu de la
microélectronique pour délimiter des zones métadigy(Palladium) servant d’ilots de culture
a des fibroblastes. Ce travail semble étre la mpraamapplication biologique de méthodes

issues de la microélectronique (1-38).

A la fin des années 70, se basant sur les techieslagnovatrices de micro-fabrication, Terry
a développé pendant sa thése a Stanford ce quépreutonsidéré comme le premier systéme
microfluidiqgue: un chromatographe intégré mélarthtelogie silicium et verre (1-39).
Malgré ses capacités de séparation et sa tailléatmie, ce chromatographe a eu trés peu
d’écho dans la communauté scientifique des michotglogues. Ceci a été certainement di
au manque d’expérience de cette derniére pour e geapplication (chromatographie). Ce
n’est donc que vers le début des années quatredixgue le domaine de la microfluidique

a réellement exploseé.

I1.2. Développement rapide de la microlfuidique

Deux raisons principales peuvent expliquer cetoaegent. La premiere a été le
développement de la génomique qui a pousseé leshehes a concevoir de nouveaux outils
permettant 'analyse d’ADN a trés haut débit. Leshhiques de micro motif sur verre ont
permis la conception de ce genre d’outil. En 1@8i7premier prototype de puces a ADN a été
développé par Kulesh et al. avec la réalisatiomel’'matrice 8x12 d’ADN complémentaires
sur une feuille de Nylon (1-40). Cette matrice anps de déterminer les genes dont

I'expression est modulée par la protéine d'intenfier

Le terme de puce a ADN n’est réellement apparem@995 avec la publication référence de
Schena et al. (1-41). Ces derniers ont réduit laioead’ADN a une surface de 3,5 mm x 5,5
mm a l'aide d’un systeme automatisé « fait-mais@t e¢’'une aiguille d'imprimante. La puce

a ADN a rendu possible le décryptage rapide de mésocomplets a I'aide de multiples
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chambres de ré#on placées en paralle (Figure 1-9). La puce a ADH permi: d’effectuer
des analyses multiparamétriques avec un gain desteronsidérable. Ce genre d’ol
technologique réellement explc & grande échelle par la communauté scientifique

biologie a mis en évidence le potentiel et I'intétés technologies BioMEM.

Figure 1- 9: Exemple de puce a ADMNéveloppéepar Chipscreen Bioscience (1-42)

Le second facteur du développement de la muidique dans les années qu-vingt dix a
été le financement de ndmeux travaux de recherche académiques aux USAafaefense
Advanced Research Projects Agency du ministeradkefens, la DARPA. Ces travaux de
microfluidique ont étdinancés dans l'objectif de contrer ou contrélemanace dearmes

chimiques et biologiques @3).

Accompagnant cet élan, au début des anquatre-vingt dixapparu un des concepts les f
excitant de la micrddidique et de ses applications: celui des labegosur uce (Lab-on-
Chip en anglais) ou encore Micro Total Analysis t8ys (LTAS). (e concept de
microdispositif a étééveloppé par Manz en 19(1-44)dans une publication présentant
différents points clés d’'un tel dispos(déplacement des liquides, prétraitement des f8:i
et détection), les technigaigotentielles et I'avantage d’'un tel dispositifcrométrique pa

rapport aux méthodes macrométriques. Depuis urggaiite d’années, cette idée de dispo

65

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011
Chapitre 1 : Travaux majeurs et état de I'art des bioMEMS pour I’analyse cellulaire

regroupant sur une méme puce centimétriqgue towesélapes chimiques nécessaires a
lanalyse d'un systéme biologique est devenue talifé recherchée ou la plus évidente

perspective d’une grande partie des travaux enoftuadique.

Bien que de nombreux dispositifs aient été mis @otd1-45,1-46,1-47,1-48) (Figure 1-10),
les laboratoires sur puces n'ont pas encore traievécels marchés ni d’applications phares
(bien que par extension, les puces a ADN sont sau&sociées aux laboratoires sur puce).
Le probleme vient en partie du manque de transferces dispositifs. Actuellement, peu

d’entreprises les développent industriellement.

A g Purge input :
Samiple out Y Sample in

P2 e L
i i ]
i

Substrate

HiH

out - + Substrate
] - i ' in

Figure 1- 10 : Exemple de laboratoire sur puce dél@ppé par Quake intégrant en
parallele 256 chambres de réactions a l'aide de 20valves (1-49).

Une des raisons a ceci peut étre la difficulté temb des résultats reproductibles sur des
dispositifs qui doivent étre soit a usage uniquésnaa&ec un tres faible cout de fabrication,
soit parfaitement régénérable avec un cout de ptamauqui peut étre alors étre plus élevé.
Une autre cause peut étre le manque de génériestérmdules de laboratoires sur puces
développés. Dans le domaine de la biologie, ieastffet difficile de concevoir des outils qui

66

© 2012 Tous droits réservés. http://dOC.UHiV-|i||e1 fr



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011
Chapitre 1 : Travaux majeurs et état de I'art des bioMEMS pour I'analyse cellulaire

puissent étre utilisés génériquement pour tousstgeesolutions, de molécules ou de cellules
biologiques.

Enfin, le retour sur investissement des laborasoser puce industrialisés nécessitent une
étude approfondie du marché représenté par lesati@s biologiques et pharmaceutiques.
Pour que ces outils microfluidiques deviennent ablets, les biologistes doivent étre
convaincus gu'’ils représentent une alternativegoerénte, ergonomique et peu couteuse aux

techniques de laboratoire actuelles.

Ill. Les nouvelles technologies développées pour la
microfluidique

Le développement de la microfluidique et de sesrdes branches n’aurait pu se faire
sans la conception de nouveaux matériaux polymbess colt. L'intérét porté par de
nombreux chimistes érudits pour ce domaine les gaous utiliser d’autres matériaux aux

techniques d’usinage plus accessibles que celledicium ou du verre.

Un des principaux polymeres utilisés pour la micridique est le polydiméthylsiloxane
(PDMS). Ce matériau a été utilisé pour la premidise en 1998 par Whitesides pour la
conception de dispositifs microfluidiques (1-50)on@paré aux matériaux plus classiques
(silicium ou verre), ce polymére présente de nombevantage pour le prototypage rapide de
composants microfluidiques (cf lithographie douoégspntée ci-dessous). Il n’a par contre pas
les qualités requises pour la production de magsbleme de vieillissement du PDMS,

usinage a grande échelle compliqué).

Whitesides et certains de ses confreres comme DMAc Donald ou Xia sont aussi a
'origine du concept de « lithographie douce » gésigne I'ensemble des techniques de
microfabrication utilisant des moules et 'auto-eablage de molécules plutét que des étapes
classiques de lithographie et de gravure. Ces rdéthpermettent de fabriquer a moindre codt
et plus rapidement des prototypes microfluidiques.

D’aprés la publication référence de Xia et Whitesid(1-51), la lithographie douce
regroupe (Figure 1-11):

67

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011

Chapitre 1 : Travaux majeurs et état de I'art des bioMEMS pour I’analyse cellulaire

impression par micro-contact (microcontact pmigtj LCP)

- le moulage de réplique (replica molding, REM, Feglir11A.),

- le moulage par micro-transfert (microtansfer maigipT™M, Figure 1-11B.),

- le micro-moulage dans des capillaires (micromoldimgapillaries, MIMIC, Figure 1-

11.C)),

- le micro-moulage a I'aide de solvant (solvent-dssignicromolding, SAMIM, Figure

1-11D.)

{A) REM =50 nm

POMS

:

l Maid prepolymer

1

PDMS

l Cure, peel off

I'utilisation de couches auto assemblées (Self kded Monolayers, SAM).

(B) LTM prepolymer

¢ Remaove excass
prepolymear

l Place on the support

POMS

¢ Cure, romove mold

(C) MIMIC

POMS maold
@uppcﬂ

Flace a drop of
‘ prepotymer
at one and

Fill channels by
capillary action

¢ Cure, remove mold

—e—————

‘ Remove maold

E@-— support
residual film

Figure 1- 11 : Schéma des différentes techniques diplication de micro-motifs

présentées par Xia et Whitesides dans la référen¢e-51).
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La résine photosensible SU-8 est un autre de cdérima utilisés a la base dans la
microélectronique qui trouva dans la microfluidique champ d’applications encore plus
vaste. En collaborant avec IBM-Zurich, 'Ecole Relhnique de Lausanne ('EPFL) a été un
des premiers laboratoires a développer des prot¢édedsologiques permettant d’obtenir avec
ce polymeére des motifs a grand rapport d’aspedBj1(1-52). Ce genre de design est souvent
exploité en microfluidique. Ce résultat est endatificilement atteignable avec d’autres types
de résines UV. L'usinage de la résine PMMA par néghe LIGA (exposition au rayon X et
électro dépobt) permet également d’obtenir des matifec de tels rapports d’aspects mais

cette méthode est beaucoup plus couteuse.

La SU-8 peut étre utilisée en lithographie doucecda technique de REM pour reproduire de
nombreuses fois et a faible colt des micro-mofits ). Pour éviter I'adhésion permanente
du polymere au moule, la méthode nécessite néasnioi@ passivation de la SU-8, avec du
silane par exemple. Cette résine peut égalemeantuélisée comme matériau de base pour la

réalisation de dispositifs microfluidiques (1-53).

De nombreux autres polymeres sont couramment agilisn microfluidique et dans les

bioMEMS. Parmi ceux-ci, nous pouvons citer 'Epdoy Epoxyde), le Paryléne, le Benzo

Cyclo Buténe (BCB), le Paraffine ou la PMMA.

Les matériaux polyméres et les techniques de litpige douce ont en partie permis le
développement rapide de la microfluidique pendast @eux derniéres décennies (évolution

exponentielle du nombre de publications entre 89008 (1-54).
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V. Travaux majeurs de l'analyse cellulaire par
techniques électriques intégre:

En 1972, Thomas et al. ont les premiers a utiliser un réseau de microélect
pour mesurer de facon non intrusive I'activité &igae de cellules de coeur de po (1-55).
lIs ont utilisédes électrodes en platine noire réalisées sur hstrst de verre avec une rés

photosensible comme isolgffigure 1-12).

Thomas a utilisée platine noir pour diminuer I'impédance liée agbectrodes. Le platin
noire étant poreux, il préseren effetune plus grande surface et donc une faible résis

électrique.

referepce wire
to

flass ring amplifier

medium l
tand : ptatinum | y
\whmck \¥ wax AZ-111
: o : gold

“nmickel
b glass -

ARRAY CROSS SEGTION =

Figure 1- 12: Dispositif développé par Thomas, : Photo du microdispositif complet, t :
zoom sur les électrodes, cschéma en coupe des électroc et de ses interconnectior (1-
55).
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Bien qu'a I'époque ce terme, aujourd’hui générign@&tait pas encore employé, on peut
désigner ce systeme comme le premier réseau di@dest multiples (Multi Electrode Array
en anglais, MEA) qui correspond a une matricede¥sse d’électrodes référencées par rapport
a un simple fil métallique plongé au dessus déesiles| dans le milieu cellulaire. Thomas a
réussi ainsi a mesurer l'activité électrique exfataire de cellules cultivées-vitro avec
des électrodes de dimensions proches de cellescelkdes. Il a ouvert la voie a de
nombreuses études cherchant a mesurer l'activittactiulaire par des techniques

électriques tirant profit des microtechnologies.

En 1980, Pine a mesuré pour la premiére fois lentia d’action de neurones cultivés sur un
systeme proche de celui de Thomas (1-56). Il aciéssene mesure extracellulaire non
invasive avec une mesure intracellulaire classr¢aéisée avec une micropipette traversant la
membrane des neurones. Il a confirmé ainsi I'iitdes mesures électriques extracellulaires
par rapport aux mesures intracellulaires et l'aagat de [I'utilisation d’électrodes

micrométriques.

En 1985, Gross a développé des microelectrodes xgdeod’indium-étain (ITO) pour

observer par transmission ses cultures de neuaresun microscope inversé. Ce matériau
est en effet transparent et conducteur. Sa commtuest pourtant moins importante que l'or,
ce qui a pour effet de diminuer le rapport signal lsruit du systeme de mesure (1-57). En
1986, Gross a également étudié I'effet des modiina du milieu sur des cultures de
neurones (analyse des signaux électriques propetgés leurs fréquences) en variant la
concentration de Mggl(1-58). Au début des années quatre-vingt dix, &me groupe a

etudié l'effet de différents agents pharmaceutigauasl’activité électrique des neurones (1-

59) démontrant ainsi une méthode électrique origipaur mesurer I'effet de ce type d’agent.

En 1991, Fromhertz a utilisé comme détecteur épmtrun transistor au lieu d’'un systeme
d’électrodes classiques. Il a ainsi placé un umigeurone, une cellule de Retz, sur la grille
d’'un transistor a effet de champ (pMOS) (1-60). Hae systeme, la micropipette utilisée
pour placer le neurone est également utilisée pexciter électriquement et pour mesurer
son potentiel intracellulaire. Tandis que la souetele drain sont polarisés et le milieu
maintenu a la masse, un convertisseur couranteterest connecté au drain pour mesurer le
courant de sortie et déterminer ainsi la caradigues |-V du transistor en fonction de

I'activité neuronale (Figure 1-13).
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Figure 1- 13 : Sur la gauche, schéma en coupe dahsistor développé par Fromhertz ;
sur la droite, (A) photo d’'une cellule de Retz coioée au dessus de la jonction
source/drain, (B) photo vue du dessus de la joncticsource/drain, I'ouverture de I'oxyde

vers la base est visible en dessous de la joncti¢@) photo en coupe du transistor (1-60).

Cette méthode innovante de mesure électrique #utecprésente néanmoins l'inconvénient
d'une technologie de fabrication plus complexe &ine détérioration plus rapide du

composant de par la diffusion d’espéces ioniquesaaers de la couche d’oxyde de la grille.

La méme année, des premiers travaux de simulatmnét® menés par Grattarola pour
modéliser les signaux électriques extracellulaie$1). Il a utilisé pour cela un circuit

électriqgue équivalent composé de résistances eapcités, simulé avec le logiciel SPICE.
a ainsi prouveé que le signal électrique extracailalmesuré est proportionnelle a la dérivée

temporelle du potentiel transmembranaire, au cgepleésistif cellule-électrode et a la

capacité membranaire de la cellule.

En 1984, Giaever et Keese ont réalisé un systertégrin comprenant une électrode

bY

millimétrigue associée a quatre électrodes micrdméts. Ce dispositif est relié a un
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détecteur synchrone pour étudier sensiblement ltareun-vitro de cellules fibroblastes de
poumon humain (1-62) (Figure 1-14).

lIs ont ainsi montré que la prolifération des delu provoque une augmentation de
impédance et que les fluctuations en tension delques mV observées sont dues a leurs

micro-mouvements.

_ - | CHART 1
AN~ I— RECORDER

PAR MODEL 530!
/ \ LOCK-IN AMPLIFIER
5 PRI ) —— —_—— —_————
7777771\ 14000 W) [PHASE | | 1024 POINT |
|OSMLLATOR L4 SENSITIVE -~ CURVE !
EaTaTifﬂ | ) IDETECTOR | ! STORAGE |
HEWLETT
L{ PACKARD
98258

Figure 1- 14 : Schéma du microdispositif et de I'iterface de mesure utilisé par Giaever
et Keese. Les microélectrodes schématisées sur gaghe ont une extrémité de 130 um
de large, les électrodes sont partiellement recoutes de cire pour définir la zone
d’analyse (1-63).

Dans les années qui ont suivi, ils ont utilisé |énme systeme pour mesurer l'effet de
différentes protéines sur I'adhésion, la croissatda motilité des cellules (1-63,1-64). Ils ont
ensuite établi un modeéele mathématique qui relie mfesro-mouvements cellulaires aux
impédances mesurées (1-65), étudié les effets ffiéradits facteurs de I'environnement
cellulaire (température, glucose, @@ur ces micromouvements (1-66) et analysé langpo

morphologique des cellules lors de I'applicatiorpdéses électriques (1-67).

lls ont travaillé sur différents types de celluledes macrophages (1-68), des cellules
endothéliales d’artéres pulmonaires bovines (1e63)es cellules endothéliales humaines de

vaisseaux ombilicaux (1-70). En 1993, ils ontlégpremiers a effectuer I'électroporation de
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cellules tout en observant et suivant par impédagtee le phénomene avec leur systeme de

microélectrode précédemment développé (1-71).

En développant de facon commerciale leur détegtaure biais de la compagnie Applied
Biophysics, de nombreux autres groupes de rechezohbiologie ont utilisé le systéme
électrigue de Giaever pour des études variées iffaretits types de culture cellulaires

vitro; notamment pour I'étude de la motilité cellulasteemotaxique (1-72), la cytotoxicité (cf
lexique) de différents agents (1-73), la cicatisatde tissues épithéliaux (1-74) ou

I'évolution de tapis cellulaire exposé a différeftis (1-75).

En 1995, ils ont établi un nouveau modéle électrigunsidérant trois chemins différents pour
le passage du courant au travers d'un tapis cedulgpermettant ainsi de déterminer
précisément la capacitance de la partie apicakgléat latérale de la membrane de cellules
MDCK (Madine-Darby canine kidney) (1-76).

Wegener publia aussi des études intéressantea sultlirein-vitro de cellule adhérentes sur
des électrodes microfabriquées. En 1996, il présantmodele électrique plus simple que
celui développé par Giaever et Keese pour analgsespectres d’impédance. Il introduit une
méthode pour déterminer la résistance transémthélie tissu cellulaire via ce type de
biodétecteurs (1-77). En 1998, Wegener a lidéessbaier deux techniques a I'époque
novatrices dans un méme systeme pour mesureritsange cellulaire: 'impédancemétrie et
une QCM (cf lexique) (1-78). En 1999, Wegener astdes premiers a déterminer par
impédancemétrie le coefficient d'B&(cf lexique)d'une réaction protéique sur un tapis de
cellules cultivéesn-vitro (1-79). La réaction étudiée est la stimulatiorakstdrenergique sur
un tapis de cellules endothéliales aortiques bavitheénontre ainsi que la réponse des cellules
en fonction de la concentration de protéines iggstest quantifiable par la mesure de leur
résistance électrique. D’aprés Wegener, les varatide résistance observées sont dues a la
diminution de I'espace cellule-substrat. Cette dumion serait causée par l'injection de la
protéine qui a pour effet d’augmenter l'imperméabildu tapis cellulaire. Wegener
s’associera plus tard a Giaever pour mener destéaistiques électriques plus poussées a
I'aide du biochip commercialisé par Applied Biopiogs(1-80).

En 1997, Ehret a cultivé des cellules fibroblastesrein de singes verts sur des électrodes
micrométriques interdigitées connectées a un LCRm@t81). Il a ainsi démontré qu’avec

une géométrie interdigitée, il est également pdssie suivre la croissance d'un tapis
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cellulaire et I'effet de drogues cytotoxiques. $it éntéressant de noter que, similairement a
Giaever et Keese, Ehret fonda en 2001 la compdjoieas qui commercialise des systemes
d’analyse de cellules par spectroscopie d’'impedéhé2).

En 1998, Gimsa a modélisé des globules rouges gpession avec un circuit équivalent
composé uniquement de résistances et de capati@®.(ll a validé avec succes ce modele
en montrant qu’il peut étre appliqué pour analyserla fois des résultats issus
d'impédancemeétrie, de diélectrophorese et d’éleatation. Il suggere ainsi que toute cellule
en suspension peut étre représentée électriquepantune combinaison de circuit RC

paralléle.

En 1998, Borkholder a utilisé des électrodes ptasaen développant son propre systeme de
mesure. Il a pour cela réalisé de fagcon quasiHia&gn impédancemeétre sur circuit imprimé
sur lequel est soudé le bioMEMS réalisé en sadadbie (1-84) (Figure 1-15). Ce dispositif a
permis de mesurer les potentiels d’action émisdearcellules myocardiques de poulet ainsi

gue l'effet de bloqueurs de canaux ioniques supossntiels.

MicrgSeope -5
; -

o — e Atte'nuar'
Figure 1- 15 : A gauche, photos de la matrice de orbélectrodes et de ses
interconnections réalisés par Borkholder. A droite photo du circuit d’'impédancemétrie

« home-made » sur lequel est intégré le microdispits(1-84).
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En 1998, Ayliffe, Rabbitet Frazier ont € les premiers a caractériser électriquement
cellule unique (globule blanc et rouge) sein d’un canal microfluidiqu(1-85) et cela par

impédancemeétrie.

En 2001, Renaud a réaliss cytometre électriqi (cf lexique) intégrant des électrod:
planaires au sein d’'un micanal en PDMS et effectuastur des temps tres ccs des
mesures d'impédance différentie (1-86) (Figure 1-16)Son systéme a | ainsi discriminer
des billes de latex deifferents diametres et des érythrocytes de leunsdfaes. D’autre
publications ont présengnsuite une modélisan plus précise de la technic (1-87) ou une
amélioration de la méthode de discrimination elisatit la phase de I'impance et I'opacité
des cellules (1-88).

Figure 1- 16: A gauche, photo du cytometre électrique développgar Gawad etRenaud
(1-89). A droite, image MEB des électrodes de mesui : I'impédance est mesure de
facon différentielle entre 3 électrodes et la vitae de la particule est calculée en fonctic

du temps entreles pics d'impédance détectés (1-86).

En 2001, Facer, Sohn et Notternmont mesurdes propriétés électriques dhémoglobine de
40Hz a 26.5 GHavec un méme microdispcif (1-90). Leur bioMEMSconsiste € un simple
guide d’onde coplanaire dola zone de détection défini par un réservoir pacéessus d
guide. Ainsi leméme dispositif pelétre utilisésur toute la gamme de fréqueten changeant
simplement linstrumentation de mes: un impédancemétre 4294A d’Agilent pour
basses fréquencest un analyseur de réseau 8510 de Hewlett Packawmd lps haute
fréequences. A noter que les électrodes enterrées sous une couche d’oxyde de mani
mesurer uniquement les effets capac du systeme biologiqudls détectérent ainsi avec

méme disposit la dispersion alpha et gamma de suspension tiérgytes On peut regretter
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cependant que cette étude n’ai pas permis de détaria domaine de fréquence apportant la

meilleure sensibilité.

En 2002, Heushkel a effectué des mesures d'impédaélectriques avec des électrodes en
pointes pour pénétrer une culturevitro de neurones (1-91). Cette géométrie 3-D permet
d’augmenter le rapport signal sur bruit en passantravers de la couche de neurones morts

présente a l'interface avec les électrodes.

Toujours en 2002, Frazier utilisa la technique derommpression pour fixer localement des
cellules uniques et étudier leur adhésion quanitatent grace a un disque en rotation et
physiologiqguement a lI'aide de marqueurs fluorescémiegrés a leur cytosquelette (1-92).
Ces travaux correspondent a une des premieresatitins des techniques de micro-motifs

pour étudier 'adhésion substrat-cellule a I'éohelé la cellule unique.

V. Atouts des bioMEMS et améliorations
envisageables

Nous avons vu dans le préambule qu’il existe dhfiés types de biodétections sans

marquages (optique, acoustique, mécanique).

Comparés aux autres techniques, les biodétectmatsigues présentent des atouts notables.

En voici quelques un résumeés:

- Afin d’'améliorer I'ergonomie et I'exploitation desxpériences biologiques, la grande
majorité des systemes d’analyse est maintenant e géiectroniquement et
informatiquement. Les biodétecteurs électriquesv@eu donc étre directement
connectés a ces interfaces de mesure sans pass#gspatapes de transduction qui
diminuent le rapport signal sur bruit de la détatti

- Il existe également de nombreuses techniques igleesr de déplacement et de
manipulation d’échantillons biologiques. Les tecju@s les plus développées
actuellement sont la diélectrophorese (DEP) eed®bmouillage (ou EWOD pour

ElectroWetting On Dielectric). Nous pouvons égaletneiter I'électroporation qui
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peut étre utilisée pour introduire des sondes nuddées, des drogues ou de '’ADN au
sein de cellules. Ces techniques électriqgues depuolation peuvent étre facilement

associées aux technigues électriques de déteatiomdgévelopper des laboratoires sur
puces complets (1-93,1-94,1-95).

- le développement de I'électronique et de la mia@ctebnique profite également aux
biodétecteurs électriques. Pour exemple, Ferraal.ebnt notamment développé un
circuit intégré de technologie C-MOS destiné augdbiections et permettant de
mesurer en courant continu des variations capasitie I'ordre de I'attofarrad (fé
F) (1-96).

Malgré ces propriétés intéressantes, nous avorgi@ces dispositifs électriques ont encore

du mal a s'implanter dans les laboratoires de bielo

Pour comprendre ce transfert ralenti, il faut agssisidérer que les techniques optiques sont
actuellement quotidiennement utilisées par lesobistes via les differents marqueurs
spécifiqgues qu’ils emploient pour leur analyse walte. Elles permettent de plus, dans
certains cas, des études intracellulaires locdlepéxifiques que les détecteurs électriques ne
permettent pas encore d’obtenir.

Afin d’intégrer plus aisément le marché de l'instentation biologique, il peut donc étre
judicieux d’intégrer simultanément des techniqupsqoies et électriques au sein d’'un méme
dispositif pour créer des bioMEMS opto-électriquBgs matériaux tel que le silicium, le
phosphure d’indium, l'oxyde d’indium-étain (ITO) oencore le nitrure de gallium sont
souvent employés au sein des deux domaines, itlast facile d’intégrer sur un méme
microdispositif des éléments optiques et électnoesq De tels dispositifs pourraient étre
utilisés pour comparer objectivement les méthoqeigjoes et électriques ou pour associer de
la meilleure fagon possible des techniques isseesldux domaines.

Ainsi, pour convaincre les biologistes de l'intédés techniques électriques, certaines études
comparatives montrent que ces derniéres sont phsitdes que des procédés optiques déja
employés dans les laboratoires. Pour exemple, Maabal. ont montré que la méthode
d'impédancemétrie permettait de détecter la présdediactéri&. Coli a un niveau lfbplus

faible que le niveau de détection obtenue aveedartique de SPR (cf lexique) (1-97).
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Nous présenterons dans le paragraphe suivant elaw@ractéristiques intéressantes des
méthodes électriqgues qui démontrent leur intérér pongénierie biomédicale intégrée, la

microfluidiqgue ou les laboratoires sur puce. Noiscuterons ensuite de différents aspects
clées de ces systemes qui méritent encore d’étrdiags Pour se faire, cette discussion

s’appuiera sur des travaux a I'état de I'art du diova publiés ces cing dernieres années.

V.1l. Points forts

V.1.1. Différentes techniques de mesures électrigues

Il existe différents types de biocapteurs éleae Nous allons brievement rappeler

ici le principe de chacun d’entre eux.

Les capteurs potentiométriques étudient un systam&quilibre, c'est-a-dire ou aucun
courant ne circule. La sonde ne fait donc que neeslar potentiel continu naturellement
géneéré par le systéme sans aucune excitation @xtéricomme c’est le cas dans la technique
de patch-clamp. En général, ce potentiel évoluéalrement avec l'activité chimique des
réactifs comme le décrit 'équation de Nernst (1-2@s biocapteurs utilisant des transistors a
effet de champ comme les ISFET (lon-selective fedfdct transistor) sont aussi des capteurs

potentiométriques.

Les capteurs voltammétriques ou ampérométriquedieftiu et quantifient les courants

électriques issus des réactions d’oxydoréductiooaimles oxydant-réducteur. Ces courants
continus sont proportionnels aux concentrations mestifs. La mesure se fait avec un

potentiel d’excitation continu. Quand la mesure churant se fait graduellement avec

I'application d'une rampe de tension, on parle ddammogramme. A noter aussi que cette
technique nécessite I'emploi d'un systeme de tédextrodes nécessaires pour avoir un
potentiel de référence stable malgré le passagmdiant: I'électrode de référence donne le
potentiel de référence par rapport auquel serostungés les autres potentiels, aucun courant
ne passe donc au travers, I'électrode de mesude dravail permet I'échange de charges et
'application du potentiel d’excitation et enfirélectrode auxiliaire contrebalance le courant

de I'électrode de mesure, c’est ce courant qui sesaite etudié.
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Les capteurs conductimétriques déterminent la tedgie et la capacitance électrique du
systeme biologique. Ces valeurs sont en fait sdusanaites de la mesure d'impédance via
un modele électrique équivalent.

Enfin, comme son nom lindique, la spectroscopiemgédance étudie I'impédance

électrochimique du systéme biologique en faisamtevda fréquence du signal électrique
d’excitation. Cette technique permet donc d’obselee différents phénomeénes de relaxation

présents aux interfaces.

Pour exemple de I'application de ces techniques2@®6, Popovtzer et al. ont réalisé un
dispositif comprenant huit systemes de trois ébelets micrométriques disposées au fond de
microcuvettes (1-99) (Figure 1-17). Quelques nareslides solutions biologiques a analyser
sont ensuite déposés dans ces microcuvettes. @esricroélectrodes peuvent étre utilisées
dans la méme configuration que des électrodes wampamues de travail, auxiliaire et
référence permettant ainsi des mesures de voltamemi@opovtzer et al. ont ainsi mesuré des
réactions d’oxydoréduction causés par un agenftctédrp-aminophenol apparaissant lors de
I'attaque du phénol sur des bactéries. doli. Ces bactéries sont stabilisées dans de la gélose

au sein des bioréacteurs.

Figure 1- 17 : Schéma des cellules de mesure (800derayon) réalisées par Popovtzer

et al. (1-99). Ces cellules contiennent les troikeétrodes d’ampérométrie intégrées.
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En 2009, Trivedi et al. ont utilisé un systeme ¢itus d’'une électrode planaire d’argent
recouverte d’'une membrane sélective des iong.N#d'une électrode de référence Ag/AgClI
pour détecter les molécules d’'urée dans le laitgoaentiométrie (1-100). Leur choix s’est
porté sur la technigue de potentiométrie car edlenget une détection polyvalente d’ions (seul
la membrane sélective en ion doit étre modifiéelitdise du matériel de mesure trés peu
colteux. Leur méthode de détection se base sudangposition de I'urée par l'urase qui a
pH neutre donne du Nf. Le potentiel ainsi obtenu est détectable jusge’siconcentrations

d’urée de 2.5 x T®@mol/L.

En 2007, Mac Cupsie a relié la pointe en platinendAFM a un impédancemeétre pour

comparer de fagon isolée et localement (a I'échdillenanometre) la capacité de cing virus
différents (1-15). La mesure de la capacitancaliesttement extraite de I'impédance via un

modele électrique équivalent assez simple : lesvast représenté par une capacité (d’ou la
valeur de capacitance), l'interface pointe-air parélément a phase constante et enfin les
interconnections du systéme par une résistancesy§léme a permis ainsi de caractériser
électriguement un unique virus et de montrer quagahl virus présentait des valeurs de
capacitance bien distinctes. lls montrérent égahtmee I'expression de la GFP au sein d’'un

virus modifiait sa capacitance.

Concernant les diverses opportunités de caradiénsaffertes par les techniques électriques,
nous pouvons également citer les mesures de ceut@mimoniques générés par les
changements de configuration spatiale des protéresabranaires ainsi que les mesures de
bruit électrigue dont l'application biologique egtiasi inédite. Ces deux notions seront

développées dans le cinquieme chapitre.

V.1.2. Intégration aisée

V.1.2.1. Pour les laboratoires sur puces

Les techniques de fabrication de la microfluidigoat issues de la microélectronique.
Il est donc naturel de retrouver dans de nombreiesMBMS des composants
microélectroniques dont la technologie est déja biaitrisée. De plus, comme nous I'avons
déja évoqué, la compilation et I'analyse des infations quantitatives se fait souvent par le
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biais de microprocesseurs ou de logiciels inforques dédiés. Avec des détecteurs
électriques, la connexion avec ces interfaces elgaeut se faire de maniere beaucoup plus
intuitive, sans passer par des étapes de transduiimplexes. Il est de ce fait beaucoup plus

aisé de concevoir des laboratoires sur puces entent électroniques.

Pour exemple, I'équipe de recherche de Motorokadisé un laboratoire sur puce permettant
de détecter des genes spécifiques a partir d'uodegde sang et d’'une goutte de particules
magneétiques fonctionnalisées (1-101) (Figure 1-18.B.). Ce laboratoire sur puce regroupe
des étapes de fixation des cellules a analyselesuparticules, une capture magnétique du
complexe cellule-particule, un lavage du complexes lyse des cellules pour extraire '’ADN,

une étape de réaction en chaine par polymérasgnfmse Chain Reaction, PCR) pour
dupliquer cet ADN et enfin une étape d’hybridatid® ’ADN avec une détection électro-

chimique (voltammétrie). Le tout est controlé aid&a de nombreuses pompes électro-
chimiques ou thermopneumatiques et de microvalvepagaffine. Cette biopuce nécessite
juste l'association a un systéme extérieur compretes éléments chauffants Peltier; une

alimentation électrique et le systeme de lectursignial €lectrochimique.

L'équipe de Han a réalisé une biopuce jetable depde déterminer la concentration
sanguine de glucose, lactate et oxygéne (1-108uf€i1-18.C.). Ce bioMEMS est capable de
réaliser une calibration automatique directement laupuce et la lecture des résultats
nécessite juste sa connexion a un systéeme élapu@nextérieur portatif intégrant une
alimentation électrique, I'enregistrement, la casi@n des mesures électrochimiques et un

systeme d’affichage digitale.

Nous pouvons aussi citer les travaux de Curtis. efjai, sans atteindre 'intégration sur puce,
ont réalisé un systeme embarqué de culiorgtro de cellules endothéliales. Ce systéeme
permet une analyse de la toxicité de I'eau a pdeticellules biologiques par impédancemétrie
(1-103) (Figure 1-18.A.). Le systeme utilise unephice issue de la compagnie Biophysics
(Giaever) associé a un réseau microfluidique. Ui cellulaire peut y étre entretenue de
facon autonome pendant 4 mois. L’'ensemble du systamprenant la biopuce, les réserves
de milieu de culture, les capillaires et le syst@mehauffe et de contrdle du pH est incorporé
dans une valise facilement transportable associéa ardinateur portable enregistrant le

résultat des mesures.
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Figure 1- 18: A : Photo du systeme embarqué développé par Curtis at pour I'analyse
de I'eau par test sur cellule (1-103). B: Photo du laboratoire sur puce congu pal
Motorola pour I'analyse d’ADN et D : Son schéma fonctionnel (101). C : BIoOMEMS
jetable élaboré par I'équipe de Han pour I'analysele la composition du sang. Au desus,
le systéme électronique embarqué permettant la laate des résultats et dans lequel e
connecté le microdispositif (1-102).
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V.1.2.2. Pour les analyses paralléles, statistiques et myltexées

Le fait que les techniques de biodétection élgetrisoient technologiquement issues
des microtechnologies et plus spécifiguement daitaoélectronique permet de développer
plus instinctivement des systéemes a lintégratiods tpoussée. Cette intégration, a la
différence de celle évoquée dans le cadre desdtiims sur puces, permet également la
mise en paralléle de nombreux systémes d’'analgsmadt qu’en biologie, plus que dans tout
autre domaine scientifique, I'étude du vivant néitesune répétabilité et une reproductibilité
des expériences trés poussées, cette mise enefmralt un atout clé des systémes
miniaturisés de détection électrique. La mise eeae de détecteurs peut aussi permettre
d’étudier des cellules de facon multiplexée (étudesultanées de différents agents en
parallele) ou statistiques (répétitions simultandesla méme expérience pour obtenir des

données sur sa variabilité).

Ceriotti et al. ont notamment réussi a intégrer sgaux de peignes interdigités au fond de
chaque puits d’'une plaque de culture 96 puits,pliegues couramment utilisées en biologie
pour des expériences paralléles réclamant une g@resgroductibilité ou un multiplexage
paramétrique important (1-104) (Figure 1-19.A). Bésctrodes sont réalisées par lithographie
classique sur une plaque de céramique qui estterfsufie au dessous d’'une plague de culture
96 puits. Une fois les cellules mises en cultuee dispositif est connecté a un appareil
commercial de la société Bionas dirigée par EHbets tests de cytotoxicité ont ainsi été
menés permettant de déterminer les coefficienGsgl{cf lexique) de divers agents toxiques.
Ce type de systeme permet d’automatiser des asalgtsgistigues ou des expériences
réclamant un multiplexage important des param&mesronnementaux cellulaires afin de les

effectuer a tres haut débit.

En 2009, Elsholz et al. ont réalisé un disposi@frpettant la détection d’ADN de quatre
bactéries pathogenes différentes en analysant ddujir de leur réaction de PCR par
ampeéromeétrie (1-105) (Figure 1-19.B). Ce bioMEMS sdlitium intégre dans chacun des
seize puits un réseau circulaire d’électrodes digéees. Ces électrodes sont fonctionnalisées
avec des sondes spécifiques des différents agatiiegenes. Au lieu d'utiliser des agents
fluorescents, Elsholz et al. ont fonctionnalise AEN issus des réactions de PCR avec de la

biotine. Si 'ADN se fixe a une sonde, la biotine Keagir avec une enzyme présente dans les
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puits pour libérer des ions par oxydo-réduction.sOst ces ions libérés spécifiguement qui

sont détectés par ampérométrie.

Les techniques d’analyse des réactions de PCRsartili habituellement des marqueurs
fluorescents. Une analyse optique simultanée drdtaés de PCR issus de différents agents
pathogénes inconnus nécessiterait donc [utilisatie marqueurs fluorescents a des
longueurs d'onde distinctes, ce qui compliquerat rhise en place d'une détection

multiplexée. Ce bioMEMS permet ici de détecter diemeément, en temps réel et de facon
automatique quatre agents pathogenes sur un mé&mpesdif en vingt-sept minutes, ce qui

représente une durée d’analyse extrémement faiblaparée aux méthodes optiques

classiques (plusieurs heures).

L'utilisation de réseaux d’électrodes peut auss é@h avantage d’un point de vue statistique,
notamment pour diminuer la variabilité des analysefiulaires. En effet, les cellules
biologiques sont des objets d’études extrémemetdbies et difficilement contrélables. Lors
de I'étude de culture cellulaire, il peut étre nesant d’enregistrer simultanément les signaux
électriques issus de différents endroits du taeillaire. Si les électrodes sont reliées entre
elles, les signaux électrochimiques sont ainsictirent moyennés et la variabilité causée

par 'inhomogénéité des cellules diminuée.

Pour exemple, Wang et al. ont réalisé en 2008, ystesie comprenant 49 électrodes
circulaires entourant une contre électrode centpaler mesurer par impédancemétrie la
migration cellulaire (1-106) (Figure 1-19.C). Pamglia, une monocouche auto assemblée de
molécules inhibant I'adhésion cellulaire est dépoad’extrémité de ces 49 électrodes. Un
courant continu est ensuite appliqgué a l'aide dilne platine plongé dans la chambre de
culture cellulaire en PDMS pour détacher ces caaides électrodes et permettre la migration
cellulaire sur I'extrémité des 49 électrodes. Lgnal électrochimique résultant est ainsi
directement moyenné sur 49 mesures simultanéesfianune meilleure reproductibilité et

une plus faible variabilité des mesures.
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Figure 1- 19 :A: Photo du dispositif développé par Ceriotti et alintégrant des réseau»
de microélectrodes interdigitées dans une plaque iits. (1-104)B: Cinétique des
courants obtenus simultanément sur les 16 pui du dipositif de Elsholz et a. pendant
l'injection d’'un ADN bactérien. Seul les puits spécifiques réagisse (1-105) C: Photo du
réseau d’électrodes développé par Wang et al. Lamie électrode est au centr.. (1-100)
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V.1.3. Reésolution spatiale facilement modulable

Le champ de détection d'un biocapteur électriqépedd des dimensions des
électrodes et de la distance les séparant. De measiimplifiée, plus les électrodes sont de
petites dimensions et rapprochées, plus le changotrigue est confiné. Avec le
développement des techniques de fabrication isdaggmnicro et nano technologies, il est

devenu aisé de dimensionner les électrodes a llédes éléments biologiques étudiés.

V.1.3.1. A l'échelle micrométrique : étude de cellules uniges

L’étude électriqgue de la cellule unique a étéiséal pour la premiére fois avec la
technique de patch-clamp. Dorénavant, avec le dppement des micro et nanotechnologies,
les électrodes peuvent étre facilement dimensian@éééchelle de la cellule unique de
maniére intégrée avec des niveaux de sensibilifisaot.

Les techniques sans marquages non électriqueentilides capteurs a la réalisation plus
complexe. Leur miniaturisation pour I'étude d’objsique n’est donc pas aussi triviale.
Parmi ces autres méthodes, a notre connaissands,|leg détecteurs a poutres suspendues
sont suffisamment sensibles pour permettre la tiéted’'une unique bactérie (cf préambule).

S’inspirant de la technique de patch-clamp, HarFreizier ont réalisé un microsysteme
comprenant un réseau de cavités pour cellules dffiores bovines dans lesquelles sont
intégrées les électrodes de mesures (1-107) (Fig@@C.). Les cellules sont conduites dans
les pieéges a I'aide de microcanaux en PDMS. Lorsguellule passe au dessus d’'une cavité,
une pression négative est appliquée au traverglteeas pour y coincer la cellule, le tout se
faisant a l'aide d'une observation microscopiqueudianée. En injectant des réactifs
bloquant sélectivement les canaux ioniques de giotasou de calcium, Frazier a ainsi
mesuré quantitativement par impédancemétrie l'erfee de chaque type de canaux sur la

signature électrique des cellules.

Hua et Pennell ont eux isolé des cellules MDCKaide d’'un obstacle mécanique intégré au
sein d’'un canal microfluidique et de I'injectionuaiie suspension de cellules a la concentration
judicieusement ajustée (1-108) (Figure 1-20.A. ¢t Be piege est lui entouré successivement

de deux électrodes de mesures puis de deux auéesodes d’excitation (mesure quatre
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points). En injectant des solutions isotoniquesgiotoniques, ils ont ainsi fait varier le
volume de la cellule et mesurer cette variatiorvaleme par impédancemétrie a I'aide d’'un
détecteur synchrone.

L’équipe de Baudenbacher a réussi a isoler des yig®cardiaques de souriceau au sein
d’'un canal microfluidique en injectant la suspensie myocytes dans un canal principal et
en appliqguant une pression négative dans un carpepdiculaire (1-109). En intégrant en
dessous de ce canal de capture des électrodesrgdada mesure et dans le canal principal
rempli de liquide de culture, une électrode dersifée, ils ont mesuré les contractions et
donc le potentiel d’action extracellulaire du mytecy
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Figure 1- 20 : A: Image microscopique des cellulesapturées par le systéme de Hua et
Penell. B: Modification de la résistance de ce syshe pendant la capture des cellule§l-
102) C: Schéma du systeme développé par I'équipe de Far. (1-107)
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V.1.3.1. A l'échelle nanométrique

Les nandfils et les nanotubes représentent umpelte&norme pour les domaines de
I'énergie, des télécommunications ou de la bi@o@es nanoobjets sont majoritairement
synthétisés par des techniques chimiques (i.e.oapprbottom-up) comme la méthode de
croissance VLS pour Vapeur-Liquide-Solide pourdarsofils (1-110) et le dépbt chimique en
phase vapeur (CVD, pour chemical vapor depositany les nanotubes (1-111). lls peuvent
aussi étre réalisés avec les techniques issuesrdigioélectronique (i.e. approche top-down),
comme la photolitographie et la gravure humide X12)1 lls ont de plus été caractérisés
électriguement (1-113). Leur association aux biutegues électriques s’est ainsi faite plus
facilement et rapidement qu’avec les autres domsaileebiodétection (optique, mécanigue ou
acoustique).

Les nanofils de silicium et les nanotubes de cabant I'avantage de présenter un rapport
surface sur volume trés important. Considérant puee leur surface est potentiellement
utilisable pour une biodétection, cela leur confémerapport signal sur bruit tres important et
un intérét tout particulier. Leurs dimensions lesdent parfaitement adaptés a la détection de
particules biologiques plus petites que les cdlidemme de 'ADN ou des protéines. lIs
possedent en effet une faible longueur de Debyelgiifjue). L'équipe de Lieber est
certainement le groupe de recherche dont le séaio& dans la fabrication, la manipulation
et l'utilisation des nanofils est le plus unanimameeconnu. En 2005, il a utilisé des
transistors a effet de champ a nanofils pour déteies protéines caractéristiqgues du cancer
de la prostate et plus spécifiguement la télomérase protéine exprimée par 80% des
cellules cancéreuses (1-114) (Figure 1-21.A.). arofil est connecté entre la source et le
drain afin de servir de canal de conduction. Leslutations de tensions de grille sont dues
aux protéines se fixant au nanofil. Selon le typendnofil, p ou n, les protéines négativement
chargées vont provoquer respectivement une augtient@au une diminution de la
conductance, c'est-a-dire une accumulation ou apkétion des charges. Sur une méme puce,
ils peuvent ainsi intégrer 200 réseaux de transighour réaliser des analyses comparatives
simultanées.

Les nanotubes peuvent également étre utilisés &ourme de transistors pour des
biodétections. En 2007, Maehashi et al. ont réalesetransistors a base de nanotubes pour la
détection d'immunoglobine IgE (1-115) (Figure 1RJ). Les biocapteurs électriques intégrés
destinés a la détection de protéine sont classignefonctionnalisés avec des anticorps. Les

transistors développés par Maehashi sont fonctlm@saavec des aptameres (cf lexique).
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L’aptamére ici utilisé pour capturer la protéinauge longueur de 4 nm. Sachant que la
longueur moyenne d’un anticorps est de 12 nm, egti@nere présente I'avantage de fixer la
protéine au nanotube a une moindre distance, au d®ila zone de double couche (cf
lexique). La comparaison de la technique de fixati@ec anticorps et aptamére montre bien
gue l'utilisation d’aptamére permet une détecti@nla protéine encore plus sensible. Cette
étude montre le potentiel prometteur des transisiananotubes et nanofils pour la détection

sans marquage de protéines et d’ADN.
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Figure 1- 21 : A: Photo du réseau de transistors @ffets de champs a nanofils développé
par 'équipe de Lieber. (1-114) Le schéma du dessseorrespond a I'encadré rouge de la
photo. B: Représentation schématique d’'un transistoa effet de champs a nanotube
fonctionnalisé avec des anticorps et des aptaméresmme réalisé par Maehashi et al. (1-

115)
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V.1.4. Diversité des cellules analysables par technique
électrique

Les électrodes nécessaires aux biodétections riglezs miniaturisées peuvent
présenter aisément de trés nombreuses géoméwiggyurations ou structures. La mesure
électrigue ne nécessite en effet rien d’autre quatériau aux propriétés électriques connues
(semi-conducteur, métal ou diélectrique), des amenections adaptées et un matériel de
mesure adéquate. Cette simplicité et cette valigt@ise en ceuvre permet, plus que tout autre
type de biocapteurs, de concevoir des systemeslg&@ndédiés a de trés nombreux types de

matériels biologiques.

Les biodétecteurs électriques peuvent bien entétdu utilisés pour étudier des cultures
cellulaires. Une des applications aujourd’hui leésspépandues de ce type de systeme est le
capteur a base de cellule (cf lexique). Il est dfeteassez facile de mesurer par
impédancemeétrie les effets d’agents cytotoxiquesisa culture de cellules : les cellules étant
isolantes aux basses fréquences, leur détachemgmieate I'intensité du courant. Ce genre
de microsystemes permet la détermination quasin@atique des coefficients d’ig de tels
réactifs. Mesurant l'intérét des analyses a trég tiébit rendues possibles par l'intégration de
tels biodétecteurs électriques, quelques entrepasedéveloppé des systémes commerciaux.
Il est pertinent de remarquer que bon nombres deen&reprises ont été fondées par des
universitaires confiant dans le potentiel économiqie tels systemes. Nous pouvons
notamment cités : ACEA Biosciences (1-116,1-111gyfe 1-22.B.), Applied Biophysics (1-
118,1-119) (créée par Ivar Giaever et Charles Re&dalKey (1-120,1-121), Inphaze (1-
122,1-123) (créee par Hans Coster et Terry Ch)l@tBionas (1-124,1-125) (créée par Ralf
Ehret). Les cellules souches commencent elles @usésie caractérisées électriquement (1-
126). Des réseaux de neurones ont été étudiéside It systemes miniaturisés comme
précédemment évoqués (1-57,1-58,1-59) mais égatamesmeurones isolés (1-127) (Figure
1-22.D.).
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Figure 1- 22 : A: Photo de levurgSaccharomyces cerevisiae) cultivées sur une électrode
de travail ronde en or (1-123). B: Photo de fibrolastes embryonnaires murins cultivés
sur des électrodes rondes planaires (1-129). C héto d’un biofilm fongique cultivé sur
une électrode de platine passivée (1-130). D : Ay@d’'un neurone cultivé dans un
microcanal en PDMS (1-127). E : Bactéries &. Coli déposées entre deux électrodes
dor (1-131).
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Les systemes électriques peuvent également étieenf@nt utilisés pour caractériser
électriguement des cellules en suspensions comrmaeglbbdules rouges (1-132) ou des
lymphocytes (1-133). Les bactéries sont des systeogdulaires qui sont couramment
étudiées dans des bioMEMS électriquéscoli (1-131) (Figure 1-22.E.), des levures comme
des Saccharomyces cerevisiae (1-128) (Figure 1-22.A.), des Salmonelles (1-134),méme
des biofilms de microorganismes comme des biofforgiques (1-130) (Figure 1-22.C.).
L’équipe d’Ertl a également caractérisé électrigapthdes virus (1-135).

A une échelle physiologique encore inférieure, Leouffe a réussi a synthétiser
artificiellement des bicouches lipidigues membresgiau sein de micropuits et a les étudier
par conductimétrie en intégrant en dessous deiceadhes des électrodes planaires (1-136).
L’équipe de Gijs a réussi a étudier précisémeminatique des échanges ioniques au travers
de la membrane d’'un ovocyte de Xénope cultivgitro dans leur biopuce (1-137). L’ADN
est également une entité biologique étudiée avaadgr attention au sein de la communauté
bioMEMS. Pour exemple, I'équipe de Dong a réusiét@rminer les constantes cinétiques de
la réaction d’hybridation de 'ADN par méthode éteque, sans utiliser de marqueurs (1-
138). La détection de I'hybridation d’ADN peut égaent étre utilisée pour capturer
spécifiguement de I’ADN issu de virus dans une apace. Ce genre de bioMEMS peut ainsi
étre utilisé pour le dépistage d’infection viralel39). Les méthodes électriques peuvent étre
utilisées pour analyser des réactions immunitameticorps—antigene (1-140) ou des

réactions protéiques (1-114).

Les biologistes peuvent étre intéressés par Batilon des bioMEMS pour leur analyse
cellulaire car toutes les expériences realiséasljics avec ce type de dispositifs constituent
une base de données importante pour la caraci@nisatectrochimique des différentes

especes biologiques.
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V.2. Points faibles et améliorations envisageables

V.2.1. Problemes liés a la reproductivité des mesures
électrochimiques

Les signaux électrochimiques biologiques sont alblds amplitudes comparés aux
signaux couramment analysés en électronique passigue. English et al. ont ainsi montré
gue le matériel courant d’électronique pouvait méme influencer la détermination de
certains parametres cellulaires électriques, détésra I'aide de circuit électrique équivalent,
de par des effets capacitifs, I'influence de I'lede de mesure (effet d’'un pont diviseur) ou
le recouvrement du bruit blanc (1-141). Le matééielctronique de mesure doit donc étre
choisi avec beaucoup d’attention. La commerciabsatprogressive de matériel dédié

spécifiguement a la mesure électrochimique permdtéviter ce genre de probleme.

Les signaux biologiques électrochimiques mesurésnsed’autant plus faibles que la
microfluidique est souvent utilisée pour réduir@tgulation de cellules analysées. Il est donc
nécessaire de concevoir des systemes tres sensdlegspérer récupérer un rapport signal
sur bruit correct. De plus, les analyses se faisantu matériel vivant en constante évolution,
il peut étre difficile d’obtenir a I'identique desleurs absolues représentatives de parametres
physiologiques. Pour exemple, les travaux de Fraoricédemment cités concernant I'étude
des canaux ioniques de cellules uniques par impédadirie présentent des spectres
d'impédance moyennés sur sept mesures mais aucans €éypes (1-107). Constatant que
certaines valeurs sont difféerentes de quelquescpats seulement (notamment la phase)
(Figure 1-23), il aurait été intéressant de cordirntes distinctions étudiées entre les
différentes cellules avec davantage de donnédstitaés qui pourraient révéler d’éventuels

recouvrements.
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Figure 1- 23 : Différences observées entre des spes d'impédance de cellules

chromaffines bovines avec différents canaux ioniqebloqués (1-107). Résultats
moyennés a partir de sept expériences réalisées paquipe de Frazier. Les écarts types

ne sont pas indiqués.

Les travaux expérimentaux d’ingénierie biomédiaderaient ainsi présenter de facon plus
fréequente ce genre d’analyses statistiques, mémeesufigures cinétiques ou fréquentielles,
en s’inspirant des multiples expériences réalis@éeliologie pour confirmer la reproductivité
d’un résultat (mesures au moins en triplicate)traasfert industriel de nombreux bioMEMS
développés académiquement pourraient étre aingitdaen présentant des résultats a la
reproductibilité quantitativement avérée, qualitéerpiere des instruments scientifiques
commercialisables.

S'assurer d’effectuer des manipulations microfigigis et électrochimiques dans des
conditions expérimentales scrupuleusement idergicgse une tache difficile, d’autant plus
lorsqu’elles emploient des techniques transversadesbinées de maniére souvent inédites.
Pour exemple, Linderholm et Renaud avait déja rgoéaque les mesures électrochimiques
d'eau purifiée était difficile a reproduire car santamination et donc sa variation de
conductance sont des phénoménes difficilementldegi{@d-142). A cette condition, il devient
important de mettre en place des systémes de mastweatisés nécessitant le minimum
d’intervention humaine, notamment lors de la malaifpon d’entités biologiques.

Cette sensibilité accrue peut également ramenebruit de fond indésirable qui peut
perturber les mesures. Dans certaines conditiootsmment celles ou le milieu cellulaire
ramene une conductivité parasite élevée, il perg Ridicieux d’ajuster précisément la
sensibilité des biodétecteurs, sans forcément bhegecla rendre la plus élevée possible. Pour
cela, l'utilisation de matériaux semi-conducteuoge méme diélectrique peut étre pertinente,

notamment si I'on veut mesurer préférentiellemesst parametres diélectriques (1-82).
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V.2.2. Des dispositifs dont le colt peut encore étre redui

En 2008, la publication de Whitesides (1-143) &s analyses microfluidiques
réalisées sur papier a remis au gout du jour untppii n'avait pas été si clairement et si
efficacement adressé depuis longtemps: le coltetdmologies laboratoires sur puces. En
réalisant un dispositif dont le co(t de fabricativexcéde pas 0,03 $, Whitesides semble
avoir trouvé le moyen d’exploiter le substrat pétre le moins onéreux. La Figure 1-24 est

une photo du dispositif microfluidique en papieveléppé par son équipe.

Figure 1- 24 : Dispositif microfluidique en papierdéveloppé par I'équipe de Whitesides.

Les coins du dispositif sont trempés dans quatnarédlons d’urine artificielle contenant des

concentrations différentes d’albumine de sérumibetide glucose. Chaque colonne contient
les résultats d’un échantillon. Les 2 lignes suqégs concernent la concentration en glucose
et celles du bas la concentration en BSA. Lesréitluens sont donc analysés en duplicate par

colorimétrie
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Le colt est en effet un paramétre primordial dexdpteurs : afin d’assurer une parfaite
neutralité de I'instrumentation de mesure et é\tiet recouvrement ou mesures parasites, les

biologistes préferent travailler avec des dispfssitiusage unique.

Certains travaux d’ingénierie biomédicale électeiqattachent pourtant & montrer que leurs
dispositifs peuvent étre réutilisés plusieurs Bils sont correctement « régénérés », souvent
a l'aide de solutions acides, comme c’est le cas p@ biodétecteur impédimétrique de
bactéries développé par Huang et al. (1-144). $e ceégénération des dispositifs est

correctement caractérisée, elle peut permettreattmte cout des bioMEMS classiques.

Une autre solution peut étre de fabriquer des disifoavec certaines parties a usage unique
et jetables. Pour exemple, Schiller et al. ont ldgpe un dispositif dont la partie
microfluidique servant a transporter les échamglal’analyse (de I'ADN) peut étre retirée
sans toucher a la partie électronique, plus coétéltd45). Pour réaliser cela, les deux parties
sont fixées l'une sur l'autre hermétiquement adéad’un socle en polycarbone les serrant

mécaniquement.

Actuellement les bioMEMS se basent principalemant des dispositifs a la technologie
mixte qui utilisent a la fois des matériaux polye®et des substrats tels que le silicium ou le

verre.

Les bioMEMS entierement polymériques sont encoresrail est en effet délicat de réaliser
des dépots de films minces a leur surface. Maisfhable colt et leur flexibilité permettent

une facilité de manipulation et de transport irgdite qui les rend particulierement attractifs.
De plus en plus de groupes de recherche étudiemt dotuellement la réalisation de

bioMEMS réalisés entierement sur des matériauxmpergs.

Yan et al. ont par exemple réalisé des électrottes(@vec une couche d’accroche de titane)
sur un substrat de polyéthylene téréphtalate (R st un matériau flexible et transparent
(1-146). lls ont pour cela utilisé la techniquengplantation ionique par immersion plasma
qui leur a permis de déposer une couche de 30 am@étte électrode flexible est par la suite
intégrée au sein d’'un systeme classique d’ampéram&mprenant deux autres électrodes.
Le systéeme ainsi finalisé détecte la fixation ducgke a la surface de I'électrode flexible

préalablement fonctionnalisée.
97

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011
Chapitre 1 : Travaux majeurs et état de I'art des bioMEMS pour I'analyse cellulaire

Abdelgawad et Wheeler ont également réalisé uresystde déplacement EWOD sur un
substrat de polymide, utilisé habituellement pagrdircuits imprimés (1-147) (Figure 1-25).
lIs ont pour cela imprimé leur motif a I'aide d’'uiraprimante a jet d’encre sur une feuille de
cuivre. Ce méme substrat sert par la suite de neapqur exposer et graver le cuivre a la

surface du substrat de polyamide (1-148).

I High voltage
B Ground

B Floating

Figure 1- 25 : Différentes configurations de déplaaments EWOD réalisés avec le
dispositif concu par Abdelgawad et Wheeler sur sultsat souple. (1-147)

Le choix de matériaux des biodétecteurs est qudat assez contraint. La sensibilité aux
courants de conduction peut étre ajustée selonatriau utilisé. Des semi-conducteurs
(silicium dopé), des diélectriques (oxyde) ou détanx peuvent étre utilisés (principalement
or, titane et platine ou noir de platine). Tous megériaux sont rares et restent donc chers. Par
contre leurs techniques de dépét peuvent étrefr@eslipour diminuer le colt de fabrication.
Les techniques d’évaporation et de pulvérisati@uas de la microélectronique pourraient
ainsi étre remplacées par des méthodes d'imprepsiojet d’encre conductrice.

Brischwein et al. ont comparé des mesures d'impéslde cultures cellulaires réalisées avec
des électrodes en platine déposées soit par jetr@esoit par pulvérisation (1-149). Pour le
dépdt par jet d’encre, un substrat d’alumine etisé@t En effet, pour faire prendre I'encre de
platine, le substrat et son motif doivent étre ite@®00°C. Pour le dépbt par pulvérisation, un
substrat de verre est utilisé. Au final, I'impressipar jet d’encre donne une épaisseur de
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métal de 8 um, la pulvérisation une épaisseur @endb. L'épaisseur des électrodes déposeées
par jet d’encre ne semblent pas influencer la savise des cellules. Lorsque les cellules sont
stimulées a l'aide d’'une protéine ou détruite awealétergent, les électrodes déposées par jet
d’encre présentent des variations d’impédance édgent plus faibles que celles déposées par
évaporation méme si ces variations restent facienobservables. Il reste maintenant a
combiner ces technigues de dépbt par impression ladgisation de substrat souple comme
le PDMS ou le PET pour espérer obtenir des bioMEMS$o(t le plus faible possible.

V.2.3. Instrumentation macroscopique

De nombreuses publications présentant des difposdmme des laboratoires sur
puce justifient ce dénominatif par le fait qu'ilenzentrent sur un méme substrat différentes
étapes d’analyse biologique. Seulement, une éttidatize de leur procédure de mesure
montre que la miniaturisation de ces techniquesali@ge se limite souvent a la structure
contenant le matériel biologique et a la dimengiéduite des détecteurs ou systemes de
manipulation environnant. La majeure partie desMEMS comprennent en effet des
interconnections macroscopiques les reliant a uténel expérimental hors-dispositif (off-
chip) qui est lui macroscopique. Les plus fréquemmetrouvés sont des générateurs
électrigues, des microscopes optigues, des posssegues, des ordinateurs ou des appareils
de mesure commerciales (impédancemeétre, conduotimetc...). L’intégration de tel
matériel n'est souvent pas discutée car elle agiechent problématique : elle nécessiterait de

nombreuses compétences transversales et bien thgeate ressources humaines.

La réalisation concrete d'un laboratoire sur pueenpettant de vraies analyses sur site, au
chevet du patient (point of care en anglamsjitu (cf lexique) oun vivo doit pourtant passer
par ces étapes d’'intégration élargies. On imagmefeet difficilement réaliser une analyse
sur site de la présence d’'une bactérie en déplageatt soi un conductimétre et des pousse-
seringues, devant eux méme étre reliés au sed@euméme il parait difficile qu’'un patient
désirant effectuer lui-méme son diagnostic a ddeidispose de tels appareils. Enfin, les
nouveaux instruments interdisciplinaires propos@s liologistes doivent englober tout ce
matériel de manipulation pour devenir réellemegobromiques et s’intégrer facilement au

sein de leur équipement de recherche actuel.
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Pour exemple, I'équipe de Kim a réalisé un disjfodit « intégré » pour la détection de
particules micrométriques présentes dans l'air §@)1 Seulement le dispositif intégré
nécessite I'emploi d’'un purificateur d’air, d’'unoatiseur, d'un filtre (HEPA) et d'un
climatiseur pour générer les particules a anal{Sgjure 1-26). Les particules sont ensuite
filtrées selon leur taille hors dispositif avec granulometre. Seules les particules dont le
diamétre est inférieur a 600 nm sont ici conservBaoncentration des particules injectées
est en méme temps déterminée. Aprés cela, lescylagi sont enfin injectées dans le
microdispositif qui comprend véritablement deuxnédéits intégrés : un « impacteur virtuel »
et un élément corona. L’impacteur virtuel permet slparer en deux flux distincts les
particules au sein du dispositif. Cet impacteurcesistitué de deux canaux perpendiculaires
dont les dimensions sont rigoureusement calculéks gles équations aérodynamiques et
fluidiques. Le dimensionnement de ces canaux fam s plus petites particules se
dirigeront préférentiellement dans le canal perpmidire alors que les plus grandes se
dirigeront vers l'autre extrémité du canal, en &isis de I'entrée. Apres ce tri, les plus petites
particules sont dirigées vers les éléments coromaant ioniser I'air entourant les particules.
Pour réaliser cet ionisation, une électrode entpast utilisée en vis-a-vis d’'une électrode
planaire et le tout est connecté a une alimentagiderne. Apres cela une autre électrode
reliée & un électromeétre externe va mesurer lagehdes particules afin de caractériser leur

rapport dimension-charge.

iii)
Excess flow .
Power Supply

HEPA Filter

Clean air
Supply system

“lectromete

Aerosol

T) conditioner ! - =
Atomizer Vacuum pump Keithley 6517A A/D converter
(DOS)

Figure 1- 26 : A: Schéma de la manipulation concugar I'équipe de Kim (1-150).

Cet exemple montre bien que malgré la miniatuosatie certains composants, bon nombre
de laboratoires sur puce ne peuvent se passetrdhimsnts routiniers qui ne sont pas encore

miniaturisés ou miniaturisables.
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Un autre exemple, plus en lien avec les travaugrigsentes, est celui des travaux de Odijk et
al (1-151). Ceux-ci ont réalisé un bioMEMS permattd’'oxyder ou réduire des substances
chimiques. Pour caractériser leur dispositif, g étudié I'influence de diverses vitesses de
flux avec des voltammogrammes cycliques des ré&adid Figure 1-27 illustre le matériel
nécessaire pour réaliser cette manipulation élgltimique: un pousse seringue, une valve, un
potentiomeétre extérieur, des réserves de réadtifim @rdinateur permettant d’enregistrer les
mesures. La lampe UV, 'UV métre et la cellule desore servent eux a quantifier I'efficacité
de I'oxydation par spectrométrie. Comme la plumbes mesures électrochimiques réalisées
en microfluidique, la biopuce ne peut étre utilis@as un pousse seringue et un matériel
macroscopique de mesure électrique. Borholder,deités le paragraphe IV (1-84), avait lui
réalisé son propre systeme de mesure d'impédaniéeeznent intégré sur un circuit imprimé,

permettant d’y insérer son dispositif afin d’obteum systeme plus ergonomique.

Wast,

Figure 1- 27 : Schéma de la manipulation réaliséeap Odijk et al.. (1-151)

Concernant les mesures sur cellules, comme leysasah base de cellules, il reste encore
compliqué d’intégrer I'incubateur de culture pertast le bon paramétrage des conditions de
culture (CQ, température, humidité). Souvent le micro-displogst placé au sein d’un

incubateur et le reste du matériel d’expérimentaptacé a I'extérieur via des connectiques

électrigues et fluidiques consécutivement longs.
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Les travaux de Lin et al. (1-152) dont I'instaltatiexpérimentale est présentée en Figure 1-28
illustrent bien cette contrainte. Cette étude éli@sse a la mesure par impédancemétrie de la
culture cellulaire 3D de fibroblastes dans des gel Polyéthylene Glycol photo-réticulés. Le

systeme d’électrodes micrométriques doit étre piaces un incubateur macroscopique.

Perfusion Culture System

Medium Inflow 1
(95% O,/ 5% COy) !

Medium Outflow : Peristaltic Pump
| (1 ulimin, 37°C)

PCI-4052E

" - LCR Meter E
e e b AID

Vpaa = D/A
| Multiplexer / DIO
Channel Selectio Control

Programmable

Amplifier

Stimulator
Stimulus

Ref.

Preamplifier

Figure 1- 28 : Schéma de la manipulation développémar Lin et al.. (1-152)

Le contre-exemple pourrait étre celui de Curtialet(dont les travaux ont été précédemment
cités en IV.1.2.1. (1-103), cf Figure 1-18.A) quEans atteindre les dimensions des
laboratoires sur puce, ont réussi a fabriquer anbateur embarqué en intégrant des éléments

chauffants, des contrdleurs de pH et des solutiensulture cellulaire dans une valise.
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Conclusion du chapitre 1

Dans ce chapitre, nous avons étudié les travaururgprécurseurs des bioMEMS actuels.
Nous avons vu que jusqu’au milieu du® B®cle, les courants électrochimiques biologiques
étaient étudiés a I'échelle de I'organe. A la mé&peque, la théorie cellulaire a été formulée.
Les principales techniqgues de marquages se soetap@ées pendant la deuxiéme partie du
20° siécle : 'immunomarquage et la protéine fluoreseeverte. Pour palier les défauts

optiques des marqueurs actuels, de nouveaux masggent actuellement développés : les
boites quantiques et cristaux photonique 3D. Puiteréle caractere invasif de ces méthodes,
les techniques sans marquages sont égalementestudié

Nous avons vu les travaux d'électrophysiologie modequi ont établi les principes
théoriques actuels souvent appliqués dans les S B-ricke puis Schwan ont déterminé
les différentes dispersions diélectriques des gis€ole a proposé le CPE pour modéliser les
mesures électrochimiques des cellules. Hodgkin @tldy ont déterminé I'existence des
canaux ioniques. Nous nous sommes eégalement isé&rea des outils majeurs de

I'électrophysiologie moderne comme la chambre dsdhhg et la technique de Patch Clamp.

Nous avons étudié I'évolution de la microélectrargicyers la microfluidique avec I'invention
du premier transistor et du premier microsystemes premieres applications des
microtechnologies pour la biologie et le premiestéyne microfluidique. Nous avons vu les
principaux facteurs qui ont provoqué le développamexponentiel de la microfluidique
comme la course a la génomique et l'implication amignte de la DARPA. Nous avons

également discuté des probléemes de transfert dedesiques.

Nous avons succinctement présenté des technigées & la microfluidique comme les
méthodes de lithographie douce et I'utilisationnaigtériaux polymere comme le PDMS et la
SU-8. Nous avons ensuite présenté différents tsapagcurseurs du domaine des bioMEMS
comme les premiers systemes MEA de Thomas, laroaatiion apportée par Pine de I'intérét
de mesurer les signaux électriqgues extracellulagtesa caractérisation électrique de la
croissance cellulaire effectuée par Giaever et &ees

Nous avons enfin discuté de différents avantageshd®EMS sur les autres techniques de

détection intégrée sans marquage : I'absence @étaje transduction, l'association aux
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techniques de déplacement, les différentes méthddesaractérisation, l'intégration aisée,
I'adaptabilité de la résolution spatiale et legéatiénts type de cellules analysable. Nous avons
finalement proposé différentes voies d’amélioratmmmme la reproductivité, le colt et

l'intégration globale de l'interface de mesure.
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Dans ce chapitre, nous présentons d’abord comrasrtibMEMS utilisés au cours de cette
these ont été élaborés. Pour cela, nous discutaherd du choix des différents matériaux et
des critéeres qui ont déterminés la géométrie depoditifs. Nous décrivons ensuite les
procédeés de micro-fabrication des électrodes etéesvoirs de cellule. Nous discutons aussi
des interfaces de connexion des dispositifs auaraflp de mesure. Nous présentons ensuite
les différents types d’analyse réalisables aveaiggdancemétres ainsi que les logiciels nous

permettant d’enregistrer et de traiter les donigseges de leurs mesures.

Nous décrivons enfin les modéles analytiques quas revons utilisés pour I'étude des
mesures électrochimiques. Pour cela, nous présentiebord des notions théoriques
essentielles de la caractérisation par impédancenaihsi que les modeles employés pour
décrire les phénomenes de relaxation diélectriquges formules de microfluidique. Nous
décrivons enfin les méthodes de calcul des corestate cellules des différents dispositifs et

géométries d’électrodes.
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|. Conception du composant

Pour concevoir nos composants, nous avons Vvouilisent des procédés
technologiques favorisant la rapidité de prototyadous avons aussi désiré développer des
microdispositifs permettant d’analyser a la fois dellules en suspension et des cellules
adhérentes (cultivéem vitro (cf lexique)). Nous avons du en prendre en compge le
caractéristiques techniques du matériel de mestilieéu a savoir les impédancemétres
Agilent 4192 et 4294 pour les mesures linéaires.

[.1. Choix des matériaux

[.1.1. Substrat

Pour réaliser nos bioMEMS, nous avons le choixreentrois types de
substrat couramment utilisés pour la conceptiorbidEMS: le silicium, les polyméres
(comme le PDMS, le PEN ou le PET) et le verre.

Le silicium présente I'avantage d'étre le matémuprédilection pour la microélectronique.

Ces travaux ayant été réalisés dans un laborateimaicroélectronique, le savoir faire dans
ces techniques d’usinage y est important. La granaierité du matériel de salle blanche est
dédié a des procédeés sur substrat de siliciumeBeuit, le silicium n’est pas transparent. Il

ne permet donc pas d’observations microscopiqueta@smission. Les microscopes utilisés
pour nos manipulations travaillent uniquement eangmission. Seule la fluorescence est
utilisée par réflexion. Nous avons donc décidé depas travailler avec des substrats en

silicium.

Au chapitre 1, nous avons discuté du colt qu'eméréeé choix des différents matériaux. Nous
avons vu que les matériaux polymériques resterfépatdles d’'un point de vue financier.

Certains matériaux polymeéres, comme le PDMS, senplds transparents. Seulement, le
dépb6t de métal sur ce genre de substrat est erooveie de développement. Il est encore

difficile de réaliser un dispositif uniquement eslymere.
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Le verre est transparent. Il est de plus biocorbfgt permet donc la culture cellulaire. Le
groupe bioMEMS dans lequel fut effectuée cetteghisssede une certaine expérience dans
la fabrication de bioMEMS sur substrat de verrd 2-2).

Le verre a donc été le substrat retenu pour noposants.

[.1.2. Electrodes

Les bioMEMS développés au cours de cette theseétntutilisés pour I'analyse
électriqgue de cellules biologiques en suspensicadkérentes. Les cellules adhérentes étant
cultivées directement sur les électrodes, cellegaoivent pas avoir d’effets toxiques sur les
cellules.

Nous avons également voulu développer rapidemenpracédé technologique concluant.
Nous avons donc préfére utiliser des métaux dodépst est couramment réalisé a I'lEMN.
Considérant ces deux parametres, nous avons dwibe entre trois métaux pour réaliser les

électrodes de nos bioMEMS: le platine, le titankoet

Afin de pouvoir mesurer des courants électrochimsgpoiologiques de faible amplitude, nous
avons voulu utiliser un métal le plus conducteusgiae. Le Tableau 2- 1 regroupe les
conductivités de ces différents métaux :

Tableau 2- 1 : Conductivité électrique du Platinedu Titane et de I'Or.

o (1 S.nih)
Platine 9.66
Titane 2.33
Or 45.2

L'or possédant la conductivité électrique la plusvée, nous avons choisi ce métal pour

réaliser nos électrodes.
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1.1.3. Réservoir des cellules biologiques

La principale propriété de nos réservoirs, souséde puits ou de micro-canal, est
gu’ils doivent eux aussi ne pas étre toxiques pesicellules. De méme que pour le substrat,

ceux-ci doivent étre transparents.

Comme nous avons voulu optimiser la rapidité detgbypage, nous avons considéré

I'utilisation de deux matériaux polymériques fapilent usinable : le PDMS et la SU-8

L’'usage du PDMS pour la culture cellulairevitro et son intégratiom-vivo (cf lexique) a
déja été validé, bien que ces résultats puissedrdite du type cellulaire et des conditions
environnementales (flux, durée de I'expérienceples généralement de la méthodologie
d’étude et de caractérisation (2-3). Ce matériaweplus transparent. Pour une observation
correcte, il est aussi important de considérer itdadce focale des objectifs ainsi que
I'épaisseur du PDMS. Le PDMS est enfin tres fadiléravailler grace aux techniques de
lithographie douce présentées au chapitre 1 (2-4).

Comparé au PDMS, la résine SU-8 présente une viécédevée qui complique sa
manipulation et son micro-usinage.

Nous avons donc décidé d'utiliser le PDMS pour ttuer les réservoirs des cellules
biologiques étudiées.

|.2. Géomeétrie des dispositifs
1.2.1. Dispositif avec puits

Nous avons d’abord cong¢u des dispositifs avec piets car ce type de réservoir
permet un usage classique des micropipettes eequaert pas I'emploi d’instrumentation
microfluidique (pousse seringues, capillaires). emipulations biologiques effectuées avec
ce type de dispositif sont donc plus faciles a reeth place. Nous verrons par la suite que sa
réalisation technologique est également plus aisée.

Les puits permettent aussi aisément d’étudier didsles en suspension ou en cultireitro.

Les manipulations effectuées avec les puits nousmgteront donc de valider rapidement
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l'utilisation de I'inmpédancemétrie pour des analyske parasitologie (cf chapitre 4) et de

biologie cellulaire (cf chapitre 5).

.2.1.1. Geéométries des électrodes

Nous avons opté pour la géométrie d’électrodesanles interdigitées car elle permet
de recouvrir le maximum de surface avec un conduae donc en théorie de récupérer le
maximum de signal tout en assurant une résoluteodélection micrométrique. Ce genre de
structure se retrouve souvent dans la littératn® 2-6,2-7,2-8).

Ces électrodes interdigitées ont été intégréeseau de réseaux circulaires de 8mm de
diametre. Cette forme circulaire permet de recouwlei facon optimale le fond de puits de
culture. Il est ainsi possible d’intégrer ces réseau fond de plaques de culture multi-puits
pour des expériences multiparamétriques (2-9,2-10¢. format est particulierement
intéressant car il est déja couramment utilisé dasslaboratoires biologiques pour les
analyses cellulaire-vitro. Nous avons choisi de réaliser des réseaux drélies de 8 mm
de diametre car cette dimension correspond a undidasetres utilisés pour réaliser des
plaques 24 ou 96 puits.

Afin d’étudier empiriguement différents types deusture interdigitées, nous avons réalisé
guatre géométries d’électrodes distinctes sur umergubstrat (Figure 2- 1).

Figure 2- 1 : Photo du dispositif sans les réserwsien PDMS. Les quatre zones
encerclées correspondent aux quatre géométries déétrodes.
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Ces quatre géométries sont constituées de quadatragles distinctes et d’'une contre

électrode commune au centre du substrat commeué@diar le schéma de la Figure 2- 2. Les
guatre systemes de mesure sont donc constituésueétectrodes. lls correspondent ainsi a
une mesure électrique en configuration 2 poings:2 mémes électrodes excitent le systeme

biologique en tension et mesurent le courant réstilt

—
1ére llj.f \‘1 Zéme
. — | —
électrode \ /v ke y électrode
A
o
Contre
électrode
commune -
N )
eme # N / \ / éme
3 ! \ \ 4
électrode | ) l électrode

/
- -

Figure 2- 2 : Schéma du dispositif a puits avec lesfférentes électrodes indiquées.

Nous avons aussi réalisé des dispositifs compranatite géométries d’électrodes identiques

pour effectuer des études comparatives.

Le premier motif correspond a deux électrodes re@mi la totalité du fond du puits et
séparées par un espace de 4 um (Figure 2- 3¢l€asodes ne sont pas interdigitées et ont
des dimensions millimétriques, elles permettentcdd@valuer la sensibilité d’électrodes se
rapprochant davantage de systemes macroscopiqués pitger ainsi de la nécessité de
miniaturiser les biodétecteurs électriques. L'espa@té choisi de 4 um car cette dimension
est proche de la résolution limite de la lithogiapbptique obtenue avec les moyens

techniques de 'lEMN (1 ou 2 um).
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Figure 2- 3 : Photo MEB de la 1" géométrie d’électrode (Géométrie 1).

Le deuxieme motif correspond a un réseau d'éleesanterdigitées droites de 4 um de large
et séparées par un espace de 4 um également (Rigdje Cette géométrie interdigitée est

donc proche de la densité maximale d’électrodesamiétriques interdigitées réalisable par

technique optique.

Figure 2- 4 : Photo MEB de la 2™ géométrie d’électrode (Géométrie 2).
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La troisieme géométrie est identique a la deuxieemeepté la forme des électrodes qui est

arrondie (Figure 2- 5).

Figure 2- 5 : Photo MEB de la 3™ géométrie d’électrode (Géométrie 3).

Le but est ici d’étudier I'influence de la formesdeiodétecteurs sur I'adhésion des cellules.
Le dimensionnement spécifique lié aux formes ariesde ces électrodes est détaillé sur la
Figure 2- 6.

Figure 2- 6 : Schéma issu du fichier informatique d masque du 8™ motif.
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La quatrieme et derniére forme d’électrodes comedm un réseau d’électrodes interdigitées

de dimensions sub-millimétriques, également arrffidjure 2- 7).

Figure 2- 7 : Photo MEB de la 4™ géométrie d’électrode (Géométrie 4).

Leur largeur d'une centaine de micrométres corned@oune dimension intermédiaire a celle
micrométrique des deuxieme et troisieme motifs etecmillimétrique de la premiére

géomeétrie. Ce dimensionnement précis est détaitléag-igure 2- 8.

N N N’

R LI B

N N N

Figure 2- 8 : Schéma issu du fichier informatique d masque du 4™ motif.
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[.2.1.2. Géométries des puits

Les puits en PDMS ont d’abord été realisés aveddsmeétres de 8mm puis de 6mm.
Ces deux diameétres ont été choisis car ils corregu a des diamétres utilisés pour réaliser

des plaques 24 ou 96 puits. L'influence de ces éligen est discutée au paragraphe 11.2.1.3..

1.2.2. Dispositif avec micro-canaux

Les dispositifs microfluidiques ont été réaliséisvaie des premiers résultats obtenus
avec le composant a puits sur I'étude de I'intéoactle cellules d’ovaires d’hamster chinois
(CHO)-Lactoferrine (Lf) (cf chapitre 5). Ces résut nous ont amenés a concevoir un
systeme d’analyse permettant de modifier le milida culture avec le minimum
d’interventions humaines et de perturbations deviennement cellulaire. La réalisation de
canaux microfluidiqgues permet ce type d’étude puesd'emploi de pousse seringue
automatise l'injection des réactifs. Les microcanassociés aux capillaires d’accés peuvent
également permettre de modifier graduellement leemde culture sans exposer les cellules a

des changements brusques d’environnement.

.2.2.1. Géométries des électrodes

Le dispositif comprend sur un méme substrat heseaux d’électrodes interdigitées
droites (Figure 2- 9).

Electrodes

Electrodes distinctes

distinctes

ontre-électrode
: commiine

[P

Figure 2- 9 : Photo du dispositif sans les canauxdDMS. Un des réseaux est encerclé.
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Comme le dispositif a puits, ces huit réseaux sonstitués de huit électrodes distinctes et

d’une contre électrode commune au centre du sipstrame indiqué sur la Figure 2- 9.

Les électrodes font 50 um de large et sont espa®as um (Figure 2- 10). Ces dimensions
ont été choisies car, d'aprés la thése de Linderh@11), elles permettent d’obtenir une

profondeur de champ (cf lexique) de 9 um parfait@ra€aptée a notre étude sur les CHO.

1 mm

Figure 2- 10 : Photo prise au microscope d’un réseade micro-électrodes.

Les électrodes mesurent 2000 um de long mais slbed en vis-a-vis sur 1500 pum
uniguement (Figure 2- 10). Les réseaux d'électroftes en tout 5,3 mm de long et

comprennent donc 71 électrodes.

.2.2.2. Géométries des micro-canaux

Les microcanaux en PDMS ont une largeur de 40@gaun une hauteur de 100 pm et
une longueur de 6,9 mm. lls présentent donc unmvelde 0,276 mi(0,276 pl). La hauteur
et la largeur ont été définies conjointement.

La largeur a été choisie suffisamment grande pomr Igcoulement des flux provoque de
faibles forces de cisaillement sur les cellulegjet le tapis cellulaire soit constitué d’'un
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nombre important de cellules. Ainsi le signal delite peut étre mesuré et moyenné a partir
d’'un nombre significatif de cellules (en considéran diametre de 15um pour les CHO en
culture (2-12), on peut obtenir environ 15845 delitau sein du canal pour un tapis en pleine
confluence (cf lexique)). Cette largeur permetiméined’aligner les canaux sur les électrodes

a l'ceil nu.

En parallele, la hauteur fut choisie de maniéree aqae le canal ne s'affaisse pas sur lui-
méme. Ceci peut arriver lorsque la largeur du casakrop grande par rapport a sa hauteur
(Figure 2- 11.A). Un rapport de 1/4 a ici été chqiBigure 2- 11.B). A noter que
I'affaissement du canal dépend aussi de I'épaisdauPDMS dans lequel il est moulé : un
PDMS plus épais sera naturellement moins flexibligure 2- 11.C). Enfin la hauteur du
canal doit étre suffisamment faible pour assuredifusion rapide des réactifs jusqu’aux
cellules tapissant le fond des canaux. Comparagwerau diametre moyen des CHO, la
hauteur des canaux reste ici du méme ordre de gmand

10
A < >

10

Figure 2- 11 : Schéma des différentes configurati@possibles pour la réalisation du
canal en PDMS. A : Canal avec un rapport 1/10 entrta hauteur et la largeur. B : Canal
avec un rapport 1/4 entre la hauteur et la largeurC : Canal avec un rapport 1/10 entre

la hauteur et la largeur et une épaisseur de PDMSlys importante.
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[.2.2.3. Choix des capillaires d’acces

Les capillaires d’acces aux micro-canaux ont @ét#sis en fonction de leur matériau

de fabrication et de leur diameétre extérieur etripur.

Concernant le choix des matériaux, les premiersillamps sélectionnés étaient en
polyetheretherketone (PEEK), un polymére dont dgédii€ ne permet pas une manipulation
aisée et dont la fixation provoquait souvent leadéément du PDMS du substrat. Nous avons
donc par la suite choisi des capillaires en Tefloethylene propyléne fluoré (FEP), un

matériau bien plus maniable et flexible.

Le diamétre extérieur des capillaires ne peutd@togsi librement. En effet, I'accés aux micro-
canaux se fait ici par le dessus, via un trou pmné dans le PDMS. Pour éviter tout
probleme d’étanchéite, le diamétre extérieur dedlaaes introduits dans le PDMS doit donc
correspondre au diameétre des trous réalisés aar¢rale ce PDMS. Nous avons au final
utilisé des capillaires dont le diametre extérititr 1/32e de pouce (environ 794 um) et des
poingons (société Eloise) de 750 um de diametr@ S étant flexible et donc Iégerement
déformable, la faible difféerence de diamétre emgrérou d’'acces et le capillaire n'est pas

génante.

Il est important de bien choisir le diamétre irdé@ri des capillaires pour limiter le volume
mort (cf lexique) des produits injectés. Ce voludépend également de la longueur des
capillaires.

Le diameétre intérieur des capillaires et la secties micro-canaux déterminent la pression
avec laquelle circule le liquide au sein des capédk et des micro-canaux. Pour un méme
deébit, plus ces dimensions sont petites, plusdagion dans les canaux est élevée et donc plus
le cisaillement subi par les cellules est importadé cisaillement ne doit pas étre trop
important pour ne pas endommager le tapis celaukirsein des micro-canaux.

Nous avons d’abord utilisé des capillaires avediamétre intérieur de 400um pour que ce
diamétre corresponde a la largeur des canaux.|PPaiter le volume mort, nous avons par la
suite utilisé des capillaires avec un diametreriaté de 100 pm.

La détermination précise de ces parametres esttdesplus exhaustivement dans le chapitre
5.
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Il. Procéde technologique

Nous détaillons dans ce paragraphe les différatitazes du procédé de fabrication des
dispositifs et de leur interface de mesure.

[1.1. Fabrication des électrodes

[1.1.1. Procédé de fabrication

Les électrodes sont réalisées sur des substraés e Pyrex (5 cm de c6té et 0,7 mm
d’épaisseur). Avant le dép6t de la résine photdbkEnsles substrats sont nettoyés
successivement avec du Texpure, de l'acétone dtisidgropanol. Ills sont par la suite
déshydratés a 200 °C.

La résine négative AZnLOF 2020 diluée a 70% dan@MEA est ensuite déposée a la
tournette, capot ouvert, pendant 20 secondes sugulestrats avec une vitesse de 2500 RPM
et une accélération de 1000 RPM/min pour obtergraouche de résine de 1 um d’épaisseur.
Les substrats sont ensuite recuits pendant 1 hi®2C sur des plaques chauffantes.

Apres cela, ils sont exposés pendant 1 min sousanmge UV a une longueur d’'onde de 360
nm avec une puissance 11 mW/cmz2 au travers d'urgumaeptique réalisé sur pyrex par
lithographie électronique. Apres cette expositil@s, substrats sont encore une fois recuits

pendant une minute a 110 °C.

La résine photosensible exposée est ensuite retinéémmergeant le substrat dans du
photodéveloppeur AZ 326 pendant 1 min 35s afin @i des profils de résine dit « en
casquette ». Les substrats sont enfin rincés ped@asmdans de I'eau déionisée.

Une fois que la résine a été développée selon tggsnpréecédemment décrits, un dépot de
titane et d’'or est réalisé sur les substrats. 50dentitane et 100 nm d’or sont déposés par
évaporation, le titane servant de couche d’accr@chier. Finalement, I'exces de métal est
retiré en méme temps que le reste de résine parogadé classique de lift-off en immergeant

les substrats pendant environ 6 heures dans dwesRG.

Ces étapes de micro-fabrication sont schématiséda Eigure 2- 12.
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Figure 2- 12 : Etapes technologiques de fabricatiodes électrodes.

[1.1.2. Probleme liés aux réseaux d’'électrodes court-
circuités

Pendant la réalisation des microélectrodes irgéédis, nous avons souvent eu des
problémes de réseau court-circuités. Il est ert eiféicile d’éviter le dépbt de la moindre
poussiére sur une surface de 50%taire d'un cercle de 4 mm de rayon).

Plus les dimensions des électrodes sont petitas, lalprésence d’'une poussiere au sein du
réseau a de chances de provoquer une liaison igéea#ntre les électrodes et donc un court-

circuit.

Ce probléme devient particulierement génant pouédéisation des réseaux d’électrodes de 4
pUm qui contiennent dans un diamétre de 8mm midletéddes. En effet, si une seule électrode
sur les 1000 du réseau se court-circuite, le résptier devient inutilisable.

Si une poussiére se dépose avant I'enduction désiae, elle empéchera la résine de s’y
déposer correctement et risque de la décoller pet@aévélation. Si une poussiére se dépose
apres cette enduction, elle empéchera I'exposiiorecte de la résine.

La conséquence de l'une ou l'autre de ces situatest le dépbt accidentel de métal entre
deux électrodes (Figure 2- 13.A.), ce qui provodpiecourt-circuitage de I'ensemble du

réseau.
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EHT = 2.00 kv Signal A= SE2 ) Sign: 1000 WD= 7mm
Mag= 4B0KX Signal B=lInLens  Mixing = OFf

EHT = 200 kv SignalA=SE2  Signal= 1000 WD= 7mm
Mag= 163KX  SignalB=lnlens Mixing = OFF

Figure 2- 13 : A :Photo MEB d’électrodes cour-circuitées. B: Photo MEB de
I'évaporation du métal sur la méme électrode a uneone décalée et plus fragile que

court-circuit.

La solution choisigoour résoudre cprobléme technique récurrent a d’injecter dans le
réseau un courant suffisamment important févaporer le métal ane zonefragilisée de
I'électrode court-circuitéeRjgure - 13.B.). Pour celain analyseur de parameétres de -

conducteur Tektronix 3704 étéutilisé pour injecteau sein du réseau d’électrcun courant

augmentant progressivement.

En injectant un courant de plus en plus importéetfet joule augmente la temrature des
électrodes, particulierement niveau du cot-circuit, de pluspetites dimensior. A partir
d’un certain courania température du métal sera suffisamment élevae @mporel’exces
de métal provoquant le cotaircuit. Si la zone courtircuitée est trop grande et donc ti

résistante, I'électrode courtrcuitéeva s'évaporer a une autre zone plus fra

Ce probléme apparaissant quasi exclusivement s réseauxi’électrodes de 4 um°©et 3
géomeétrie des dispositifspuits), la perte dine ou plusieurs électrodes au sein du rései

1000 électrodes naerturbe pas son bon fonctionnem
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1I.2. Fabrication des puits et des micro-canaux

11.2.1. Dispositif avec puits

11.2.1.1. Préparation des puits

Les puits sont réalisés en poingonnant du PDMSIéndans des boites de Pétri en
plastique a l'aide de poincons (biopsy punch, géct€oise). Pour percer précisément les
blocs de PDMS, des pochoirs en métaux ont été sisiné
Les blocs de PDMS sont eux réalisés dans des laaté®etri en plastique car ces dernieres
sont jetables et assurent donc une excellente degtibilité. Leur fond est de plus

parfaitement plat.

Le PDMS est préparé en le mélangeant a son aggnh@asant avec un rapport 1/10 (au

poids). Ce mélange doit étre ensuite dégazé avame aoulé dans les boites de Pétri ou un
moule (il faut faire attention a ne pas créer devetles bulles en coulant trop rapidement le
PDMS dégazé).

Le PDMS fraichement coulé sera polymérisé en legoilha 60°C dans un four de recuit
pendant au moins 3h 30. Cette polymérisation pearidqre moins de temps si le PDMS est
davantage chauffé (un peu plus d'une heure a 10Q°€PDMS n’est ici pas chauffé au

dessus de 60°C car il est placé dans une boiteétte gPastique qui ne supporte pas les

températures supérieures a 65°C.

11.2.1.2. Fixation des puits

Pour assurer la fixation correcte du PDMS sureeey la piece de PDMS ainsi que le
substrat sur lequel sont réalisés les électrodesraitoyées abondamment avec de I'alcool
isopropylique. Le PDMS est ensuite déposé sur lstsat de verre en faisant attention a ne

pas capturer de bulles d’air.

Le systeme final n’étant pas utilisé pour y faiieculer du liquide sous pression mais
uniquement pour y déposer des gouttes de solulimhsgiques, aucune fixation irréversible
n'est nécessaire. Tant que la surface du PDMS wfisaamment plane, les forces de
capillarité suffisent pour fixer le polymére sunierre.
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Un schéma en coupe permettant de distinguer lédrelites couches de matériaux utilisé

pour la réalisation du dispositif est présenté Fadi+ 14.

[ ] poms

[:lAu
B EEEE EEEE |

I:l Pyrex

Figure 2- 14 : Schéma en coupe du dispositif a pait

[1.2.1.3. Diametre des puits

Dans un premier temps, nous avons réalisé des geiB mm de diamétre afin que
ceux-ci englobent 'ensemble du réseau circuldigedtrodes de 8mm de diametre également
(Figure 2-16.A). Seulement, ces puits étant poingconnés daR®MS et alignés a la main, il
est difficile de les disposer parfaitement et dmfareproductible sur la périphérie du réseau
circulaire d'électrodes (Figure 216.B). Ce décalage peut créer une dispersion des
caractéristiques électriques (Figure 2- 15)

Pour éviter ce genre de variabilité, nous avonBre utilisé des puits de 6 mm de diametre.
Il est ainsi plus facile de centrer correctemensigtultanément ces quatre puits par rapport

aux réseaux d’électrodes de 8 mm de diameétre (E2ut6.C).

—m— Puits de Bmm de diametre
m— Puits de 8mm de diamétre décalé
—m— Puits de 8mm de diametre

1ZI (Ohms)

100 1000 10000 100000 1000000
Fréquence (Hz)

Figure 2- 15 : Magnitude de I'impédance d’eau déioisée mesurée avec les électrodes de
120 um et différents diametres de puits en PDMS awkrses positions.
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Figure 2- 16 : A et B : Fixation correcte et déecakdes puits de 8mm de diametre sur les
réseaux d’électrodes (respectivement). C : Différ@es configurations possibles de

fixation des puits de 6mm de diamétre sur les résea d’électrodes.

11.2.2.  Dispositif avec micro-canaux

11.2.2.1. Lithographie du moule

Les microcanaux sont fabriqués par les technigeelhographie douce : un substrat
de silicium micro-usiné sert de moule au PDMS. Laula utilisé est un substrat de silicium
sur lequel sont gravés quatre marches de 400 pliargk 100 um de hauteur et 6.9 mm de

longueur.
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Pour réaliser ce moule, un substrat de siliciumd3rientation cristalline 100 (le type de
substrat le plus couramment utilisé) est d’aborghgidraté a 200°C pendant 10 min. De
I’'Hexamethyldisilazane (HMDS) est ensuite utilissmone promoteur d’adhérence a la résine
photosensible. Il est déposé a la tournette, dapoté, a 2000 RPM avec une accélération de
1000 RPM/min pendant 20 s. La résine AZ 9260 estiiendéposée également a la tournette,
capot ouvert, a 2000 RPM avec une accélératiorD86 RPM/min pendant 20s. Apres cela,
un détourage au solvant Edge Bead Removal (EBRffesttué avec une vitesse de 800 RPM
et une accélération de 1000 RPM/min pendant 6substrat est passé une derniére fois a la
tournette pour évaporer les traces de solvanteavitesse de 1000 RPM et une accélération
de 1000 RPM/min pendant 6s.

Le substrat est ensuite recuit sur une plaque tarstefa 110°C pendant 3 min avant d’étre
laissé a température ambiante pendant 20 min pdiirsg réhydrate. Apres cela, le substrat
est insolé pendant 90s sous une lampe UV a unaidomgd’onde de 365 nm avec une
puissance de 10mW/cmz2 au travers du masque suelleggucanaux sont dessinés. Enfin les
motifs de « marche » sont révélés par une immerdims du développeur AZ400K dilué au
1/3,5 pendant 3 min 50.

11.2.2.2. Gravure et préparation du moule

Une fois la résine développée et les motifs appdeusubstrat est gravé au bati STS
par une gravure réactive ou RIE par un gaZs@ 100 sccm, @a 45 sccm et Sfa 450 scem.
La gravure dure environ 1h avec une observatiovégfication intermédiaire pour vérifier

son bon déroulement.

Une fois le substrat grave, la résine est retindec aun nettoyage aceétone-alcool puis le
substrat est replacé dans le bati STS pour y dépogecouche de £z qui sert de couche de
passivation et empéchera au PDMS d'adhérer irriblensent a la surface du silicium
(Figure 2- 17).
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Figure 2- 17 : Photo du moule en silicium servant eéaliser les microcanaux en PDMS
avec la zone contenant les marches au milieu. Laudeur « essence » a la surface du

silicium est due a la passivation au £Fs.

11.2.2.3. Préparation et fixation des canaux

Les canaux sont réalisés en préparant du PDMS eopnécédemment décrit pour les
puits et en le coulant sur le moule de siliciumeUais le PDMS polymérisé et les canaux
moulés sur le substrat gravé, la zone de PDMS pantdes canaux est détachée du substrat
avec un scalpel et poinconnée au niveau de I'eetrée la sortie de chaque canal de facon a
créer leur accés. Les canaux sont ensuite fixésétotrodes sur le substrat de verre par

oxydation au plasma d’oxygéne.

Un schéma en coupe permettant de distinguer lé&retites couches de matériaux utilisés

pour la réalisation du dispositif est présenté Fadi+ 18.

[ ] poms
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Figure 2- 18 : Schéma en coupe du dispositif a m@icanaux.

139

© 2012 Tous droits réservés. http://dOC.UHiV-|i||e1 fr



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011
Chapitre 2: Conception, réalisation des bioMEMS et notions théoriques

Avant le plasma, les électrodes la piece de PDMS contenant les m-canaux sont
précautionneusement nettegéa l'alcool isopropylique et séclgeles deux piéces sc
ensuite placée dans une chambre & plasma et exes a un plasmd’oxygéne sous une
pression de 1000 mTomt une puissance de 20 W pendant 3(Ces paraiétres ont
déterminées selon les travaux Bhattacharya (2-13)lls permettent d’obtenir la fixation
plus forte entred PDMS et le verrefixation pouvant subir des pressions maximales de
Bar.

A la fin du plasma, les deux piéces sont progressent accolées enisant attention ¢ ne
pas encapsuler désilles d’air sous le PDM Ce procéd@ssure une fixatiopermanente du
PDMS sur le verret sur les électrodes er.

Un exemple de canal fixé aiélectrodes est montré Figure 2- 1@ dispositif réalisé ¢
laissé a I'air libre pendant au moins 30 minuteanaga premiére utilisatic

100 pm EHT = 2.00 kv Signal A = SE2 WD = 8.0 mm
—_

Grand.= 179X =

Figure 2- 19: Image MEB d’un canal fixé aux électrodes et seanné
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I1.3. Connexion des micro-dispositifs au matériel de
mesure

11.3.1. Conception et réalisation des différents circuits
imprimeés

11.3.1.1. Choix du type de connexion des dispositifs aux appals
de mesures

Pour contacter nos microdispositifs, nous avonsutdiser des pointes couramment
employées pour la caractérisation de systéme niémibénique ou des circuits imprimeés. Les
pointes présentent l'avantage de pouvoir étre ctéga trés rapidement au dispositif.
Seulement ce contact peut étre assez fragile ediest une variabilité de la résistance de

contact difficilement controlable.

Nous avons donc opté pour des circuits imprimés mprmettent d’assurer un contact
électrique stable et facilite la mise en ceuvreedg®riences biologiques.

[1.3.1.2. Réalisation des circuits imprimes

Au cours de cette these, nous avons utilisé dgaestd’'impédancemetres : I'Agilent
4192 et I'Agilent 4294. Ces impédancemeétres ont aactéristiques tres proches. Leurs
principales différences sont liées a leur résotufréquentielle (plus faible pour le 4192) et a

'absence d’écran digitale pour le 4192.

Comme précédemment décrit au paragraphe 1.2.1iguré~2- 2), chaque zone de détection
des bioMEMS est constituée de deux électrodes. Mwogss donc utilisé les appareils de

mesure en configuration 2 points.

Comme les impédancemeétres ne peuvent effectuengunesure a la fois, il est inutile de
prévoir plusieurs réseaux d’électrodes indépendaetsréseaux de microélectrodes ont donc
éte réalisés avec une contre-électrode commurectféde au centre de chaque substrat,

comme décrit sur la Figure 2- 2.
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Comme pour les réseaux d'électrodes des micro-siig{sp les circuits imprimés des
dispositifs a puits et a micro-canaux ont donc @éifécus selon cette configuration deux
points: une ligne commune pour la contre-électretdesoit quatre lignes distinctes pour les
dispositifs a puits (Figure 2- 20), soit huit ligngour les dispositifs a micro-canaux (Figure 2-
21).

Les typons de ces circuits ont été réalisés aveleiel Eagle. Les circuits imprimés ont été
réalisés avec des plaques photosensibles douldedans les locaux de I'lEMN et au
batiment P3 de I'Université des Sciences et Tealesqde Lille 1 par les techniques
classiques d’insolation, révélation et gravure égira. Des trous ont été usinés au traves des
plaques pour permettre des observations microsgegpigar transmission.

La Figure 2- 20 présente le dispositif a puits @mté a son circuit imprimé, la Figure 2- 21 le
dispositif microfluidique.

Figure 2- 20 : Photo du micro-dispositif & puits maté sur son circuit imprimé.
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Figure 2- 21 : Photo du micro-dispositif a micro-caaux sur son circuit imprimé. Des
colorants bleu et rouge ont été injectés dans ledarp-canaux et les capillaires d’acces
sont connectés.

11.3.2. Connexion des dispositifs aux circuits imprimés

Dans un premier temps, les dispositifs ont éténeotes au circuit imprimé par des fils
d’or. Pour réaliser cette soudure, nous avons gosi de I'or par dépbt électrolytique sur
les pistes des circuits imprimés. Pour connecteffied’or, nous avons d’abord utilisé de la

résine électro-conductrice Epoxy.

Les fils d’'or se sont rapidement révelés trop fe|gse cassant notamment pendant le
transport des dispositifs. Nous avons donc utpiaéla suite des fils de cuivre issu de céables
multibrins. Au lieu d'utiliser de la résine epoxypus avons soudé directement les fils de
cuivre sur I'or. Ces soudures sont visibles surHegire 2- 20 et Figure 2- 21. Lors de ces
soudures, il faut faire attention a ne pas chauftgr longtemps I'étain au contact de I'or sous

peine de I'absorber dans I'étain.
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11.3.3. Connectiques

Pour relier les impédancemeétres a ces circuitsim&s, nous avons choisi d'utiliser

des cables SMA qui sont polyvalents et ergonomiques

Nous avons utilisé les impédancemetres en configaraeux points mais ils sont a la base
prévus pour des mesures en configuration quatmggpdls possedent donc quatre terminaux
de sorties. Pour passer a une configuration deuxspal suffit de relier les terminaux de
sortie deux a deux, comme présenté sur le diagradaer@mnnexion de la Figure 2- 22 : les
sorties basses en tension et courant (Lp et Leotispment) sont reliées entre elles, comme
les sorties hautes en tension et courant (Hp eebjzectivement).

Pour établir une configuration de mesure 2 poletscables SMA issus des quatre terminaux
de sortie des impédancemetres doivent avoir leoirggpchauds reliés deux a deux et toutes
les masses en commun. Pour relier les points chawds utilisons deux Tés SMA (figure
2.22). Pour relier les masses, nous fixons leses&8MA a des connecteurs SMA de bords de
cartes dont les masses sont soudées au plan de thagsrcuit imprimé. Ces connecteurs

sont visibles sur les Figure 2- 20 et Figure 2edchématisés sur la Figure 2- 22.

Avec le montage représenté Figure 2- 22, pour airalgypuits d’étude, il faut intervertir
manuellement le cable SMA connecté a [I'électroddistincte » de I'un des réseaux

d’électrodes.
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CircuitImprimé et Dispositif

aJ39waouepadu|

7~ Cable

GPIB

Ordinateur
Connecteurs Bord de Carte Portable
SMA

Figure 2- 22 : Diagramme de connexion du montage p&rimental pour réaliser des
mesures sur un unique puits. Un ordinateur portableest branché sur 'impédancemeétre
pour gérer automatiquement son utilisation et le rpatriement des données. Le

programme utilisé pour cela est présenté au paragphe 111.2.1.

11.3.4. Circuit de multiplexage des mesures

En plus de ces deux circuits imprimés, nous avéadis€ un circuit électronique
permettant de changer automatiquement de résealectibdes.
Comme ces réseaux ont une électrode en commumtaounent reliée a la sortie basse de
limpédancemétre, le réseau analysé par 'impéglaetre est celui dont la contre-électrode
est reliee a la sortie haute de I'impédancemétoerr Bhanger de réseau, il suffit donc de

changer cette seule connexion.

Pour réaliser automatiquement ce changement deegimm nous avons réalisé un circuit sur
lequel des relais électrostatiques permettent derader I'électrode reliée a la sortie haute de

limpédancemetre et ainsi le réseau analysé.
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La commutation de ces relais est commandée parappécation Labview (décrite au

paragraphe 111.2.1) via le port paralléle d'un oiteur. Ce circuit est connecté en série avec

les circuits imprimés des bioMEMS présentés en reiggr 23. Il permet d’analyser en

parallele jusqu’a huit réseaux d’électrodes isseiglelux dispositifs distincts. Son typon est

présenté en annexe (Annexe 1).

Circuit Imprimé et Dispositif

Circuit de
Multiplexage

T

Cable
Port Paralléle

ai1pwaduepadul)

Cable
GPIB

Ordinateur
Portable

Figure 2- 23 : Diagramme de connexion du montage p&rimental permettant

d’intervertir automatiquement le puits d’étude.
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[1l. Utilisation et interfaces de mesure des
analyseurs d'impédance

l1l.1. Différents types d’analyse linéaire

Les impédancemetres Agilent 4192 et 4294 permtetfeffectuer différents types de

mesure électrique.

[11.L1.1. Mesure fréquentielle

Pour mesurer une impédance, les impédancemetregigtrent le courant traversant

le systeme lorsque celui-ci est soumis a une teraternative d’amplitude connue.

Pour réaliser un spectre d'impédance, le courannesuré en faisant varier progressivement
la fréquence de la tension alternative d’excitation

En effectuant pour chaque fréquence le rapportadgditudes du courant et de la tension et
en mesurant leur déphasage, I'évolution fréqudeatide I'impédance complexe peut étre

déterminée.

La spectroscopie d'impédance correspond a I'étedeette évolution fréquentielle.
Un spectre d'impédance peut étre étudié de difféssfacons (cf paragraphe IV.1.) :

- En étudiant I'évolution fréquentielle de 'amplii@t de la phase de 'impédance.

- En étudiant I'évolution fréquentielle de sa paréelle et de sa partie imaginaire..

- En tracant un diagramme de Cole-Cole qui représéatmlution de la partie
imaginaire en fonction de la partie réelle. Chaqant constituant le graphe
correspond a une valeur de la partie réelle etadgattie imaginaire obtenue a une
fréequence spécifique. Sur ce type de graphiqueoligion frequentielle de la courbe
doit donc étre précisée.

- En choisissant un circuit électrique équivalentr (paemple une résistance et une
capacité en série ou en paralléle) et en étud@rdlution frequentielle de la valeur de

chacun de ses composants.
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La durée de mesure d'un spectre fréquentielle \selen la plage de fréquence étudiée, le
nombre de points de mesure, le type de moyennetedfe sur ces points et le type de
balayage fréquentiel (linéaire ou logarithmique).

Typiquement, la mesure d’'un spectre fréquentielesumee avec I'Agilent 4294 prend 45s,
avec I'Agilent 4192 1m30s.

I11.1.2. Mesure cinétique a fréquence fixe

Les réactions électrochimiques en biologie peuwagnir des cinétiques rapides, il est
donc important de pouvoir les étudier avec desluésas temporelles élevées.
Les impédancemeétres peuvent permettre ce gennedd’dén enregistrant 'impédance d’un
systeme a une fréquence fixe avec une résolutimpdeelle élevée. Il est ainsi possible

d’obtenir des mesures cinétiques précises de liapée complexe.

L’Agilent 4294 peut effectuer directement des asedycinétiqgues a une fréquence précise
avec une résolution temporelle maximale de 1 redltonde pendant une durée maximale de
2H48.

L’Agilent 4192 peut effectuer indirectement des lgses cinétiques en modifiant des
parameétres de la mesure fréquentielle. Cet impé&ta@ire ne permet pas de mesurer une
impédance a une fréquence fixe. Il peut par caeffextuer un balayage fréquentiel tres court
autour d’'une fréquence précise. En réduisant aunmmim cette plage fréquentielle, la

fréquence d’étude devient ainsi « quasi » constante

Le balayage fréquentiel autour de la fréquenceud&tpeut étre minimisé en utilisant la
résolution fréquentielle maximum:

- 1 mHz pour les fréquences allant de 5 Hz & 10 KHz.

- 10 mHz de 10 KHz a 100 KHz.

- 100 mHz de 100 MHz a 1 MHz.

- 1Hzde1MHza 13 MHz.
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La résolution temporelle de la mesure cinétiqueatifée avec I'Agilent 4192 dépend du
nombre de points mesurés, de la fréquence d’étudde da plage fréquentielle choisie
(normalement la plus petite possible). Elle n'ez$ précisée dans les fiches techniques de
I'appareil, il est donc important de la paraméareant chaque expérience.

Typiquement, la résolution temporelle des mesuirgstiques effectuées avec I'Agilent 4192

est de 50s. Elle est donc beaucoup plus faibleglle de I'Agilent 4294.

l11.2. Enregistrement et traitement des données

[11.2.1. Enregistrement automatique des données

Afin de rapatrier numériqguement les données desures effectuées avec les
impédancemetres, nous avons développé une applidadbview permettant d’enregistrer les
valeurs des spectres d'impédance et des mesurégaies sous la forme de fichiers texte.
Ces applications permettent aussi de lancer auigunesbent plusieurs mesures de spectres

d’'impédance d’affilées avec les mémes parameétres.

Le logiciel Labview est un programme de développgmd’applications dédiées a
linstrumentation permettant d’interagir avec unpagil de mesure par le biais d'un

ordinateur.

L’application permettant de mesurer des spectriespddance a été développée et modifiée a
partir d’'une premiére version écrite par Marc Fauckhercheur au sein du groupe NAM6 a
'IEMN. La Figure 2- 24 présente une capture décde la fenétre de commande de ce

programme avec un spectre d'impédance mesureé.
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Figure 2- 24: Capture d’écran de I'application Labview développégour paramétrer,

lancer les mesures et rapatrier leurs données.

Nous pouvons voir sur cette capture d’écran qymplieation permet de définir :

- 'amplitude de la tension d’excitation

- la plage fréquentielle de mesure,

- le nombre de points de balayage,

- si la répartition de ces points de mesure ediségade facon linéaire ou logarithmique,

- le type de moyenne effectuée sur ces points,

- les différentes électrodes du dispositif activigpsnd le dispositif est connecté au circuit de
mulitplexage précédemment décrit)

- le répertoire ou sont créés les fichiers textegraupant les mesures des spectres
d'impédance.

- si les mesures doivent se faire de maniére comtiru non.

L’application permettant d’effectuer des mesuregtifjues a fréquence fixe avec I'Agilent
4294 est identique a celle enregistrant les spedimmpédance. Il suffit de régler le balayage

fréquentielle
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[11.2.2. Traitement des données

[11.2.1.1. Comparaison des mesures frequentielles

Afin d’analyser et de comparer rapidement les idap€es répertoriees dans les
fichiers textes issus du programme Labview, nownswtilisé une macro Excel permettant
d’afficher automatiquement et simultanément suméses graphes les spectres d'impédance
de plusieurs mesures. Une fois les fichiers tesédsctionnés par I'intermédiaire de la macro,
celle-ci génére automatiquement quatre graphegseptant respectivement les modules des
impédances, leurs phases, leurs parties réellksiest parties imaginaires en fonction de la
fréquence, selon une échelle logarithmique. Deedetton, il est trés rapide de comparer
plusieurs spectres d'impédance.

Cette macro a été développée par Damien Debuidscotgrant du groupe BioMEMS.

[11.2.2.2. Analyse cinétique des spectres d'impédance

Nous avons vu au paragraphe 111.1.2 que les impeataétres peuvent enregistrer des
mesures cinétiques a des fréquences fixes. Néasyroma analyses cinétiques ne permettent
pas d’effectuer des mesures d'impédance sur degsiésnpériodes. Cette caractéristique peut
étre intéressante pour I'étude de la croissandelaieé (sur plusieurs heures, voire plusieurs
jours). De plus, les mesures a frequence fixe nengigent pas de comparer plusieurs
frequences d’analyse en une méme expérience. Ilgstmement continu des spectres

d'impédance permet de pallier ces problemes.

Pour suivre I'évolution temporelle d’'un systéemelbiique a différentes fréquences, plusieurs
spectres d’'impédance doivent étre successivemerggisirés. La résolution temporelle
obtenue avec ces mesures fréquentielles est aloctidn de la durée de mesure d’'un unique
spectre. Cette durée dépend du nombre de pointsatire, de I'étendue de la plage
fréquentielle et de la maniere avec laquelle estemoé chaque point de mesure.

Seulement, les mesures enregistrées correspongdunsiaurs fichiers successifs de spectres

d'impédance, les analyses cinétiques ne sont pields.
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Nous avons donc développé une application Matlaimgiant de récupérer automatiquement

les impédances

issues des spectres a des fréqugméeses. Cette derniére va

automatiguement extraire dans les fichiers de spedfimpédance des données mesurées a la

fréequence choisie. Une fois ces impédances exraties sont automatiquement regroupées

dans un nouveau fichier Excel en fonction de lemgs d’acquisition et un graphique

cinétique est généré sur une interface graphique.

La Figure 2- 25 présente une capture d’écran déetface graphique de commande de ce

programme. Cette interface permet de sélectioresedbnnées a rapatrier (module et phase

ou partie réelle et imaginaire) ainsi que la frégeed’analyse.

; 1
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|

File Mame %DDDDDU
|

—Parameters

Frequency Min ‘15[“]

| ‘HZ ~

Frequency Max FEDU

Murnber of Points ‘

[l ¥

Fraquency of the Kinetic Analysis iggug

Load

Load Active Real and Im part ]

Load Active Impedance and phase l

Flot Bode

Plot Myquist

Plot Kinetic Real and Im part I

Plot Kinetic Impedance and phass

|

Ok

<} Figure 5
File Edit View Insert Tools Desktop Window Help
Dedse h aaf® |« 08 a0

Kinetic Plot from Experiments
600 T T
— ey, .
g 500+ f Yy ¥ b
= |
T 400 | L -
o {
8 a00f / -
= St ae-i \'
g >0 X SR AR X Y
0 5 10 15 20 25
Time (minutes)
-500
E
O 600} -
%’ ‘“—xeex—xmxa-ex——x%eeexﬁ(—»xfxﬂe—x-’ﬁ T
S 700} -
g \ |
- \
> 800 - { i
£ b s B 0%
_000 L 1 I 1
0 5 10 15 20 25
Time (minutes)

Figure 2- 25 : Capture d’écran de I'application Matab développée pour analyser

cinétiquement les données issues des spectres d'édpnce.
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V. Notions théoriques

IV.1. Impédance électrochimique

L’'impédance électrochimique d’'un systéeme biologigst la mesure de sa résistance
électrique au passage d’un courant électrochimidfieenatif créé par la mise sous tension de
ce systeme a un potentiel alternatif extérieur.r@ua courant et la tension sont continus, on

parle de résistance électrique, quand ils sontnaitiés, on parle d'impédance.

L'impédance Z¢) correspond donc au rapport de la tension a lsuest soumis
I'échantillon sur le courant qui le traverse. Cetasion U@) et ce courant &) étant

alternatifs, I'impédance dépend également de uizéce :

V(@)

AT

(1)

Comme le courant et la tension sont alternatifs, pbssedent une certaine amplitude et
oscillent avec un certain déphasage. Ces deuxrgadigfinissent les parametres d’une tension
ou d’'un courant alternatif. Elles peuvent donc égrésentées par des grandeurs complexes
comprenant un module et une phase. Les équatiomsanses correspondent aux

représentations complexes du courant et de laoiensous leur forme exponentielle.

(@) =l ()] e+ 2)
.(“HHU(“))) (3)

U(e) =|U (@) €’
Ou ‘l (a)\ et ‘U (a)‘ représentent respectivement le module (ou I'annbé} du courant et de

la tension du systéme, est la pulsation du courant et de la tensionratds @ = 2r.f, ouf
est la fréquence du courant et de la tension altiés} j est I'unité imaginaire tel qués1 et

g et g, (») sont respectivement les phases du courant ei tension alternatif du systéeme.
Si g est choisi comme référence de phase, elle ne pase=n fonction de la fréquence, au

contraire ded, (o).
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L’'impédance complexe est donc égale a :

Z(w) = |U (w)| ol (@-6) :| Z(a))| d#(@) (4)
1 (@)

Ou \Z(a)\ est le rapport entre I'amplitude de la tension Kamplitude du courant ep

correspond au déphasage entre la tension et lartaalternatifs.

Sous sa forme cartésienne, 'impédance complexeis’é
Z(w) = R(w) + jX(w) (5)

Ou R est la partie réelle de I'impédance qui représeaterésistance eX est sa partie

imaginaire qui représente sa réactance.

La réactance correspond a I'opposition du systémxevariations de courant. Nous pouvons

préciser que lorsqué >0, on parle de réactance inductive et lorsfue0, on parle de

réactance capacitive. Si la réactaXaest nulle, le systéme est purement résistif.

Pour les systemes biologiques, en basse frequisscmembranes sont isolantes (cf chapitre
1, paragraphe 1.3.1). La réactancest donc négative, c’est une réactance capacitive.

X peut donc s’écrire :

1

X(@)=- C(w).w

(6)

De facon générale, R et X représentent respectiertiensemble des phénoménes
s’opposant a la propagation des courants électroghes de conduction et I'ensemble des
phénomenes s’opposant a la propagation des couthtgochimiques de déplacement au

sein du systéme biologique.

Quand on représente une impédance complexe sodierea cartésienne, on modélise
implicitement cette impédance par une résistances@ie avec une réactance, comme

représenté sur la figure suivante.
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Figure 2- 26: Circuit électrique d’'une impédance complexe sousa forme série

L’'impédance complexe peut étre représentée dgriaecomplexeFigure - 27) :

+ Im

Figure 2- 27: Représentation graphique d’une impédance complexgans le plan
complexe.(2-14)

Nous avons donc :

Z(0)| =R@} + X(@)?  (7)

et
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Et inversement,

R =|Z(a)|.co{p w) (9)

et

X(e) =|Z(@)].sin(#(a))  (10)

Pour déterminer exhaustivement I'impédance comptExe systeme, il nous suffit donc de

connaitre soit la magnitude et la phase de 'impédasoit sa résistance et sa réactance.

IV.2. Permittivité complexe et conductivité

La grande majorité des matériaux ne sont jamaidaipement conducteurs ou
diélectriques. Un matériau considéré conductewtrddgie perd une partie de sa puissance
sous la forme de courant de déplacement et inversgenan matériau diélectrique laisse

toujours passer une partie du courant sous la fdereurant de conduction.

Pour représenter ces pertes, une notation compkaxeétre utilisée.

Pour un matériau diélectrique non idéal, la pemiié complexes* s’écrit (2-15) :

e@=aw-1 292 ay
w
Ou ¢ représente la permittivité diélectrique du matérian C.V-.m* et 6 sa conductivité
électrique, en S.th
Rappelons que = g.g9 OU & est la permittivité diélectrique relative &f la permittivité
diélectrique du vide (8,854187:1bC.vim?).

Quand un matériau diélectrique est considéré condgéal, les courants se propagent
uniguement sous la forme de courant de déplacerhentircuit électrique équivalent a un

matériau diélectrique idéal est donc une réactaggative, c'est-a-dire a une capacité.
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Quand un matériau diélectrique est considéré commme idéal (e.g. une suspension

biologique), les courants de conduction se propagam parallele des courants de

déplacement. Le circuit électrique équivalent amatériau diélectrique non idéal est donc
une réactance négative,'est-a-dire a une capacitg, Gise en paralléle avec une résistance
Ry. Pour étudier un matériau diélectrique, il est aarile de représenter l'impédance

complexe directement sous la forme d’'un circuit&igue parallele (Figure 2- 28) plutét que

série (Figure 2- 26).

Le circuit électrique parallele équivalent a I'intlaéce d’'un matériau diélectrique non idéal

est représenté sur la figure suivante :

|

Figure 2- 28 : Circuit électrique équivalent a un matériau diélectrique non idéal

IVV.3. Constante de cellule

La permittivité complexe d’un matériau ou d'untgyse biologique est ainsi liée a son

impédance complexe par la formule :

* _ K
MCh j.wZ (W) (12)

ol k est la constante de cellule eft.m
La constante de cellule (ou facteur de cellule) est un facteur dépendanjuement des
dimensions et de la géométrie du biodétecteur.
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Ce parametre est important car, en utilisant I'éiqna(12), il permet de déterminer les
propriétés électriques intrinséques du systémet(s) en mesurant sa capacitance et sa

résistance.

En effet, en développant I'expression (12) et edefitifiant avec I'expression (11) de la
permittivité diélectrigue complexe, nous obtenooargda conductivité électrique et pour la
permittivité diélectrique relativg:

R(w)

3
R(w)? + X(w)? 13

o(w) =k

et
K X(w)
£0-0 X () + R(w)?

& (@)=~ (14)

Par rapport au modeéle de circuit électrique égaeivah un matériau diélectrique non idéal
(Figure 2- 28), la conductivité électrique et la permittivité diélectrique relativg sont

directement proportionnelles & Rt X, respectivement selon les formules (2-16):

K
= 15
o(aw) R(@ (15)
et
_ K _K.C//(C())
Er(w)_fo-w-x//(w)_ £o 4o

Ces expressions se rapprochent de celles classtpienilisées pour une résistance et une

capacité ideales.

En effet, pour un matériau parfaitement conductdiiforme et homogene avec une
L : . L 1L N

conductivité électrique, présentant une résistance R, nous a\minsE.TA , oulL est la

longueur du matériau @étl'aire de sa section. Le factexiest donc ici égal & .
S

Pour un condensateur idéal de capaCitgonstitué d’'un matériau diélectrique de permitévit

. S \ :
relativee;, nous avon = —.&, &y, oud est la distance entre les armatureS let surface des
e

o _y L, e
armatures en vis-a-vis, avec les effets de borgbgas. Le facteuk est donc ici égal aS—
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Comme la représentation série (Figure 2- 26) edligde (Figure 2- 28) d’'une impédance

complexe sont liées par les relations :

_ R@)® + X(@)?
R()

R/(@) (17)

et
R(w)? + X(w)?

X (@) = X(@)

(18)

Les équationg13), (14), (15) et (16) sont donc bien équivadent

Pour un condensateur plan dont les armatures antsurface des et sont espacées @g
Batalioto et al. ont récemment démontré que la pevite complexe d'un matériau
diélectrique est liée a son impédance complexéegaelations (2-17):

R(w) = 1 U(w%) <
@ £(w)? + (U(CU%U)2 S

(19)

et

X(@=-t— £

e
Y e(w)? + (U(w%))z s

D’aprés ces relations, pour un condensateur platg peuvent se calculer :

(20)

_e R

= SR x@? %Y
et

e X@

W S X(w)? + R(w)? #2)

£(w)=¢& (w).& =

Dans les relations (21) et (22), les propriétéstétpies du diélectrique sont déterminées dans

le cas d’'un condensateur plan.

Les équationg13) et(14) correspondent donc a la généralisation deéqaations a d’autres

types de capteur électrique.
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IV.4. Relaxation de Debye

IV.4.1. Modéle du I ordre

Quand des charges électriques sont soumises ldanmpcélectrique dont l'intensité et
la direction dépendent du temps, la polarisatiole etéplacement des charges ne se font pas
instantanément. Si la fréquence d’excitation eftssunment faible, toutes les charges ont le
temps nécessaire pour changer de position, laigafimn est alors maximale. Si la fréquence

augmente, la polarisation et la permittivité dingnu

Cette dépendance fréquentielle est caractériséke gancept de relaxation. Ce concept a été
appligué en électrochimie par Debye pour décriretdmps nécessaire aux molécules
dipolaires pour s’orienter selon le champ élecki2-18). La relaxation dipolaire au sens de
Debye est un processus purement visqueux, saresdercappel élastique. Il correspond donc

a un systéme du premier ordre (2-19).

Le modele de Debye décrit I'évolution fréquentiale la permittivité diélectrique complexe
g* d’un matériau diélectrique constitué de dipbldéaux n’interagissant pas entre eux par

I'expression:

Es— &
1+ jowr

e*(w)=¢, + (23)

Ou &g est la permittivité diélectrique mesurée en cantiy, est la permittivité diélectrique

mesurée en haute fréquencertegst la constante de temps du phénoméne de relaxati

observé.

En multipliant la relation de Debye (23) par laféeteur de cellulec, la capacitance du

diélectrique devient égale a :

AC

Clw) =Cyp +—
1+ jowr

(24)

Ou C, =k.&, etAC=k.(65— &)
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Nous pouvons définir par 7 = RAC.

Ainsi, la relation de Debye est équivalente auusirélectrique suivant (2-15,2-20):

R AC

T

Figure 2- 29 : Circuit électrique équivalent au moeéle de relaxation

de Debye du §' ordre.
Lorsque le matériau diélectrique présente une atiiviié statiquespc, la relation de Debye
devient :

53_500 s O-DC
1+ jowr w

e*(w) =€, + (25)
Il suffit alors de rajouter une résistancgcRen parallele du précédent circuit électrique

équivalent (Figure 2- 29), tel qu&yc :L.

Opc

Le développement de I'expression (25) donne :

£ —E, . £~&, O
e*(w)=g, +——"° —j| wr—S—"=_+2DBC 26
=8y J[ 1+ @y wj -

En identifiant cette expression gfeavec celle de la relation (11), hous obtenons :

£(w) =g, +-5 =

1+ (wr)? (@7)

et
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o(w)= wzrﬁ.so +0pc (28)

Un exemple d’évolution fréquentielle de la conduitdi électrique et de la permittivité

diélectrique relative suivant un modéle de Debygm@mier ordre est présenté Figure 2- 30.

Dans cet exemples= 10000, = 1000,t = 1,592 m{ fe :% :100sz, opc=0.

(&)
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' +0
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Figure 2- 30 : Evolutions fréquentielles de la condttivité électrique et de la permittivité
diélectrique relative selon I'équation du modele deelaxation de Debye au premier
ordre. Adapté de (2-15).

IV.4.2. Modéle du 2" ordre

Se basant sur les travaux de MacDonald (2-20plB&t et al. (2-17) ont suggéré que
dans le domaine des basses fréquences (< GHBlakation de Debye peut étre modélisée
avec plusieurs temps de relaxation. Ces temps ldgat®n sont dus a différents groupes

d’ions avec des mobilités distinctes présents tiaas.

La présence de ces différents ions peut s’expligaerla contamination de I'eau déionisée

dont la pureté est difficile & conserver (2-21).
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L'eau déionisée contient naturellement des iofiseHOH mais lorsqu’elle est exposée a
I'air ambiant, le CQ se diffuse dans I'eau et se combinent aux moléatild,O pour former
de I'acide carbonique €0z (2-22,2-23).

Les réactions de dissociation suivantes ont lieu :

CO;, + H,O « H,CO3 (29)

H.,CO3 «— H' + HCO3s (30)

HCO3 < H* + COs (31)

La contamination de I'eau déionisée par le,@@ I'air entraine la présence d’autres types
d’ions au sein du liquide. Ces ions peuvent pr&semés temps de relaxation qui justifient

I'emploie du modele de Debye a un ordre supérieur.
Dans des domaines de fréquences supérieurs (Ghazgtde nombreuses publications (2-
24,2-25,2-26,2-27,2-28) ont montré que le model®dbye avec deux temps de relaxation

pouvait étre utilisé pour modéliser plus précisénhemrésultats expérimentaux.

Dans ce cas, la relaxation bimodale de Debye $'@:£5):

E.—€& & — & .0
S MF + MF 0 __ DC (32)

£* (W) =&, +2— :
1+ jwr; 1+ )wr, w

Ou gyr est la permittivité diélectrique obtenue aux frémees intermédiaires et et 1, sont
les constantes de temps des différents phénomenetagation observés.

Le développement de cette expression donne :

e (w) =€, +

55_5MF2 + EmF ‘5002 — il wry 55_5MF2+M2 EMF ‘5m2+UDc (33)
1+(wn)” 1+ (wry) 1+ (ry) I+ @ry) @

163

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011
Chapitre 2: Conception, réalisation des bioMEMS et notions théoriques

Comme pour le modeéle simple de Debye, si nous iitamg cette expression avec la relation

(11), nous obtenons pour le modéle de Debye bineodal

E(@) =, + -5 EME . FUE " Ee (34)
1+ (wry)” 1+ (wry)
et
o(w) = wzrlgs_—g""Fz.so + a)zrz's'\"F—_&"z £0+Ope (35)
1+ (wry) 1+ (wr)

IV.4.3. Modele de Cole-Cole

Comme évoqué au chapitre 1, en 1941, les frerde @mposerent un modele
empirique pour décrire les propriétés diélectrigdescertains liquides (2-29). Ce modele se
base sur l'utilisation d'un composant électroniquieysiquement irréalisable : le CPE (cf

lexique).

Selon cette théorie, les temps de relaxation oBselws d’un phénoméne de dispersion ne
suivent pas un modeéle de Debye simple avec plustennps de relaxation distincts mais une
distribution continue de temps de relaxation. Cdistribution correspond a une gaussienne.
Elle ne permet donc pas de distinguer les différéarhps de relaxation mais permet d’obtenir
une modélisation plus fidéle des mesures expérafenet de définir une moyenne précise

des différents temps de relaxation issus des migecie I'électrolyte.

D’aprés cette théorie, la permittivité diélectriquamplexe est égale a (2-29) :

gs_goo —j JDC (36)

EF(w)=¢&, +
() 1+ (jor)™2 w

Comme pour le modéle de Debyeg.est la permittivité diélectrique mesurée en cangie,

est la permittivité diélectrique mesurée en hauégfencer est la constante de temps
correspondant a la moyenne de la distribution gemiss, c'est-a-dire a la constante de temps
moyenne autour de laquelle les autres temps deateda se répartisserd.est le facteur de

dispersion, un nombre réel compris entre 0 et érdéhant la largeur de la gaussienne.
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Le développement de cette expression donne :
(65— o). 1+ sin(na) fr ) (&~ a) co{ﬂaj fr 2
2 j 2 _j Opc

1+ 2.sir(72Taj r 2+ r pE? " Z'Si’E]ZTaj or ¥+ @r ¢ ¥
(37)

e*(w) =€, +

Si nous identifions cette expression avec la m@afil1l), nous obtenons pour le modéle de

Cole-Cole :
(&s- £w).(1+ sin(gaj wr )1“"‘]
1+ 2.sir(72TaJ r ¥+ r Y&

(€6 gw).(co{ﬂaj wr }‘aj
2
p +0pc (39)
1+ 2.sir(2 aj r 2+ r Y&

e(w)=€,+ (38)

et

o(w) = (gy.0).

I\VV.5. Resistance hydrodynamique

Pour déterminer les pressions dans les canaux fimidiques, il est important de
connaitre de déterminer leur résistance hydrodygqaeniPour nos systemes microfluidiques,

nous avons utilisé des capillaires et des micracana

Les capillaires ont des formes cylindriques, l&sistance hydrodynamique (en Pa¥.mst

€gale a:

1289 L
= (40)
i D*

Oun est la viscosité du liquide (celle de 'eau estléga 0,001 Pa.s), L est la longueur des

capillaires en m et D leur diamétre.
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Les microcanaux ont des formes rectangulaires, rigsistance hydrodynamique est environ

égale a:

1211
"= |.h3.(1— o.esd%)

Ou L est la longueur des microcanaux, | leur large h leur hauteur.

(41)

La pression hydrodynamique (en Pa) est égale a :

P=Ry.Q (42

Ou Q est le débit volumique du fluide (ef.st), rappelons que 1 pl=1 nrL0® m°.

V. Calcul des différentes constantes de cellule

Pour un réseau d’électrodes planaires interdigitd® longueur constante, Olthuis a

montré que la constante de celldlpeut s’écrire (2-30):

K= 2 y I eIIiptique(k) (43)

(N _1) L Ielliptique (k l)

Ou N est le nombre d’électrodes du réselada longueur des électrodes Igfipiqud(K) une

intégrale elliptique du premier ordre.

Cette intégrale est définie par :

1

dt
| ettiptique(K) = (44)
e io (AL-12)(1- k22)

Pour un réseau d’électrodes planaires interdigpé@e®mdiques de plus de deux électrodes, le

modulek de cette intégrale peut étre défini par (2-31):

Oul est la largueur des électrode® 8espace inter-électrode (cf Figure 2- 31).
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k' est un module lié R par la relation (2-32):

k?+k'?2=1 (46)

k'= \/1— cod (izfﬁj (47)

L’intégrale elliptigue n’a pas de solutions anajyis mais Hilberg a montré que dans le cas

Nous avons donc ici:

ou Osks}f/z, elle peut étre approximée avec une erreur infégied 3.10 par

I'expression (2-32):

IeIIiptique(k) - T 48
IeIIiptique(k )] In 21+\/F ( )
1-k'

En considérant I'équation (47) du modulel’équation (48) peut s’écrire :

| etiiptique(K) _ T

Ie ipti ue(k l) -
ot 1+E1— cog (HID%
5 2 e+l

In
1- (1— coé (;TGLJJ%

D’apres I'équation (43), pour un réseau d'électeogidanaires interdigitées de longueur

(49)

constante, la constante de cellklpeut donc s’écrire :

2 Vi
K= X (50)

- 1+(1— coé (” 'D%

2e+l

oz

In| 2
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V.1. Calcul des différentes constantes de cellule du
dispositif a puits

Pour utiliser 'approximation développée par Oigh(2-30) (équation (48)), vérifions

d’abord la valeur des modules k de chaque géond#iectrodes.

Pour rappel, la%'" géométrie posséde des électrodes avec une ladgetjm et un espace

inter-électrodes de 4um également (cf paragraghk 1.).

D’aprés I'équation (45), nous avons donc le modw; co 72T4j 4) = co{%j :%

Les 3™ et £™ géométries ont des formes arrondies, pour caldederfacteur de cellule de
courant de conduction, nous avons donc moyennéogippativement leur largeur en la
considérant égale a la moyenne de la largeur magietaninimale (cf Figure 2- 6 et Figure
2- 8).

Les électrodes micrométriques rondes ont donc @isidérées avec une largeur de 5 um et
des espaces inter-électrodes de 4 pm.

D’aprés I’équation (45), nous avons donc le module
kg = 0627 = 0,6427
2 4+5 5 9

Les électrodes submillimétriques avec une largeut@ pum et des espaces inter-électrodes
de 7,5 um.
D’apres I'équation (45), nous avons donc le module

kVV =Co ]_Tﬂ = Cco ﬂ = 0,109
4 2 100+ 7,5 107,

Tous ces modules sont inférieurs ou égales}{%, I'approximation (48) de l'intégrale

elliptigue développée par Hilberg peut donc étisae et les constantes de cellules calculées

avec la relatiorf50).
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Concernant les micro-dispositifs a puits, les étetds n'ont pas une longueur constante
puisqu’elles suivent un réseau circulaire. Le factelépendant de la longueur dans

I'expression (50) du facteur de cellule doit dotre énodifiée.
. 2
Ce facteur correspond :
g (N-1)L

En négligeant, I'espace séparant la pointe dedrétixs au bord de la contre-électrode
opposéex 4um), les longueurs de nos électrodes correspoade longueur de cordes sous
tendues par différents angles dans un cercle de denrayon. On rappelle que dans un cercle

de rayorR, la longueur L d’une corde sous tendue par uneangkt égale a:
L= 2Rsin(%j (51)

Pour chaque électrode, cet angle sous-tendu peutd&tculé a partir de sa position dans le
réseau. Nous avons considéré cette position congale @ la distance entre le milieu de
I'électrode et le centre du cercle. Comme nos kddes sont regulierement déposeées, cette

distance peut étre calculée comme représenté suhé&ma de la Figure 2- 31.
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niém( é

lectrode

Figure 2- 31 : Schéma des réseaux circulaires d’'élkeodes interdigitées. Les encarts
présentent les calculs permettant de déterminer ldistance entre une électrode et le

centre du réseau.

La distance entre le centre du cercle et¥¥glectrode est donc égalende+ I .

Concernant I'angle sous tendunous avons (cf Figure 2- 31):

sin[n_aj = n(e+ (52)
2 R

La longueur |, de la ff™électrode sous-tendue par un angfeeut donc s’écrire :

Ln= 2Rsin[7—1 - arcsirEMﬂ (53)
2 R
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L’expression (53) peut étre modifiée :

2
2Rsin{7—7— arcsir(n(eJr DH -~ R cc{s arcsﬁﬂmﬂ - —{Mj (54)
2 R R R

En considérant la somme discréte de ces longueuessteur de longueur de I'équati¢bO)

peut ainsi étre adapté a un réseau circulaire :

(N-1)L= NL—»ZL, 22 23/1('(8;')} (55)

La premiere approximation est possible car nosarés@ossedent 1000 électrodes pour les

géométries micrométriques et au moins 55 pourdeaé sub-millimétrique.

Finalement, la constante de cellule d'un réseatulgire de peignes interdigitées peut donc

S'écrire :

K = 2 T (56)

Ny . 2 %1
2 i(e+! _ 7l
2.; 2R 1_( ( : )j ) 21+(1 CO§(2e+ID

(T

Sur cette expression, nous voyons que la constdetecellule x est inversement

proportionnelle au rayon des puRset au nombre d’électrodéé Pour une méme surface,
plus les électrodes sont de petites dimensions, Iplur nombre est important et donc plus la
constante de cellule est faible.

Nous voyons également que la constante est fondtioapport de grandeur entrete.

L’expression (56) nous permet donc de calculeffdeteurs de cellule de$™ 3™ et 4™

géomeétries. Ces expressions ont été calculéedelagiciel Mapple.

Pour le calcul de ces constantes, nous avons @&gadiel nombre total d’électrodes N = 499
pour la 2 géométrie, N = 888 pour | §éométrie, N= 74 pour 1a®%° géométrie avec un
puits de 8 mm et N = 54 pour I8%avec un puits de 6 mm de diamétre.
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Ces constantes sont regroupées dans le Tableau 2- 2

Tableau 2- 2: Constantes de cellules des différaxst configurations de peignes

interdigités.

Electrodes Electrodes Electrodes Electrodes
micrométriques| micrométriques| submillimétriqueg submillimétriques
Droites Rondes Rondes Rondes
(Diametre puits| (Diametre puits| (Diametre puits | (Diameétre puits

= 8mm) = 8mm) = 8mm) = 6mm)

Constante de
1 .3187256641 .3310362864 1.899484439 3.404932583
cellule (m")

Ces valeurs confirment les précédentes remarquess faur l'influence des parametres

géométriques sur la valeur du facteur de cellule.

Pour un méme diameétre de 8mm, les électrodes méraues sont plus nombreuses que les
submillimétriques, leur facteur de cellule est apiss faible.

Pour un diamétre de 6mm, la longueur apparentel@esrodes est plus faible que pour un
diametre de 8mm. Le facteur de cellule étant irament proportionnel a cette longueur, le

facteur de cellule est plus faible pour un diamdag&8mm que pour un diametre de 6mm.

V.2. Calcul des différentes constantes de cellule du
dispositif microfluidique

Les dispositifs a micro-canaux présentent desrél@es droites de longueur constante.

Sachant que ces électrodes présentent une largeG0 dim et sont espacées de 25 um,

d’apres I'équation (45), le module=co 7350 j: co{Z—Tj :—1s—1.
2 50+ 25 3 2 2

L’équation (50) peut donc étre directement utdipéur déterminer les constantes de cellules

des dispositifs a micro-canaux.
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Nous avons vu au paragraphe 1.2.2.1 que le disposihprend 71 électrodes.

Comme schématisé sur la Figure 2- 32, les électredst en vis-a-vis sur une longueyde
1500 um mais lorsqu’un liquide biologique avec goaductivité importante circule dans les
micro-canaux, nous supposons que le champ éleetstyuretrouve confiné. Les électrodes

sont alors en vis-a-vis d’une longueuyrde 400 pum.

Nous pouvons donc calculer deux constantes ddelhwur chacune de ces longueurs.

Nous avons«, =14,889¢ m™* et x|, =55.8357¢ m™.

N 8 8 o 8 i Q0 M
Ly Electrodes
L2
N
= E N i
K
v L || || L) & [ & Micro-Canal

Figure 2- 32 : Schéma du réseau d’électrodes intagitées des dispositifs a micro-

canaux.
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Conclusion du chapitre 2

Dans ce chapitre, nous avons présentons les difféoeitéres qui ont guidé la conception des
bioMEMS utilisés pour nos mesures d'impédancemé@ancernant le choix des matériaux,
nous avons utilisé des substrats en verre caotiisteansparents et ont déja éeté precédemment
utilisé par notre équipe de recherche, nous avbosicde réaliser des électrodes en or car
c’est 'un des métaux les plus conducteurs et pemiréservoirs des cellules biologiques, le
PDMS car c’est un matériau transparent et faciléem@oro-usinable grace aux techniques de

lithographie douce.

Nous avons ensuite présenté les deux types desdifpqui ont été réalisé au cours de cette
these: un capteur impédimétrique avec des réserpoilr les cellules en forme de puits et un
autre capteur impédimétrique microfluidique. Lepdisitif avec puits nous a permis de mettre
en place facilement des expériences sur les cellbielogiques alors que le dispositif a
canaux s’est révélé nécessaire au cours des matgmd sur les CHO. Pour définir la

géométrie des électrodes du dispositif a puits,snavons utilisé différentes dimensions
d’électrodes allant du micrometre au millimetre péualuer empiriquement leur influence
sur nos mesures. Pour la géométrie des électradesspositif a canaux, nous avons défini
une géométrie correspondant a une sensibilité apgimour I'étude électrochimique des
CHO. Pour concevoir les microcanaux, nous avonduvpouvoir y cultiver un nombre

important de cellules tout en les exposant a ubldacisaillement. D’'un point de vue

technique, nous avons également voulu que leurgrdilons soient suffisamment grandes

pour les aligner avec les électrodes sans micre@scop

Pour connecter nos microdispositifs aux appare&ilmdsures, nous avons utilisé des soudures
en étain classiques et des circuits imprimés pssurar une réesistance de contact minimale et
reproductible. Nous avons également réalisé unuitirde multiplexage pour analyser

automatiqguement plusieurs capteurs en paralléle.

Nous avons présenté les différents types de meséatisées avec les impédancemeétres, a
savoir les mesures fréquentielles et cinétiquesusNavons aussi décrit le programme
Labview nous permettant de piloter automatiquenieatimpédancemetres ainsi que le

programme Matlab et la macro Excel utilisés poaitdr les données des expériences.
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Nous avons défini des notions théoriques importake I'analyse par impédancemeétrie :
l'impédance électrochimique, la permittivité comyaeet le facteur de cellule. Nous avons
également décrit différents modéles analytiquestixation diélectrique : ceux de Debye au
1% et 2™ ordre et celui de Cole-Cole. Le modéle de Debyd®aardre ne considére qu’un
seul temps de relaxation alors que le modéle"dwr@lre prend en compte deux temps de
relaxation issus de deux types de molécules différéNous avons utilisé ce modele car des
précédents travaux d’électrochimie ont montré deaul déionisée se contamine en acide
carbonique au contact du dioxyde de carbone dedibiant. Le modele de Cole-Cole est un
modele de relaxation empirique considérant differéamps de relaxation se dispersant selon
une distribution gaussienne autour de la moyenneede temps. Ce modéle ne permet
cependant pas de distinguer les différents tempsldeation. Nous avons également présenté

guelques formules de microfluidique.

A partir de ces notions, nous avons enfin calcegédifférentes constantes de cellules de nos
dispositifs en introduisant une nouvelle méthodecdkul pour des réseaux d’électrodes
interdigitées circulaires. Nous avons ainsi mootyenment les parametres géométriques des

électrodes influencent ces facteurs de cellule.
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Dans ce chapitre, nous présentons d’abord le maodkdieé pour analyser nos mesures
d'impédance électrochimique. Ce modele analytigeasiste en un circuit électrique
équivalent. Nous discutons également de [lintérét différents circuits équivalents
envisageables, de linfluence précise des élémdatxes circuits et des limitations des
mesures d'impédance en hautes fréquences en tharéta I'aide de ces circuits.

Nous caractérisons ensuite les dispositifs a gmtanalysant les mesures issues de différents
milieux : I'air ambiant, I'eau déionisée et le muili cellulaire. Les mesures d'impédance de
'eau DI nous permettent de déterminer ses prawi@lectriques : la conductivité et la
permittivité diélectrique. Nous analysons ces peips a l'aide des modeles de relaxation
définis au deuxiéme chapitre. Nous étudions égaieriiafluence du volume de liquide et
I'effet de la tension d’excitation sur les mesuksnpédance réalisées avec ce type de
dispositif.

Nous caractérisons enfin le dispositif & microcanau étudiant les impédances des différents
milieux. Comme pour le dispositif a puits, les nresud'impédance de I'eau DI nous
permettent de déterminer ses propriétés électriguete les analyser avec les modéles de

relaxation précédemment présentes.
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. Premiéres mesures et modélisation

|.1. Mesure d'impédance de 'eau déionisée

Les dispositifs réalisés, nous avons effectué temgres mesures avec des liquides
biologiques. Nous avons d’abord utilisé le dispbaifpuits car leur utilisation est plus simple
a mettre en ceuvre. Sur la Figure 3- 1 est présanspectre d'impédance obtenu aveca 2
géométrie d’électrode (électrodes de 4 um de lergkoites) sur 110 pl d’eau DI (DI) et une

tension d’'excitation de 10 mV.

I —m— 12l
™. _ Shass |
1000 4 " T
= 1 7 -"'ii:-.,_ g
= j ., o
o % =2
= . o
[e) . g
= ", @
] ©
’ ) 460 &
'
100 4 -
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Figure 3- 1 : Exemple d’'une mesure de I'impédance’'eau DI avec le dispositif a puits et

les électrodes de 4 um droites (Géomeétrie 2).

Nous reconnaissons en basse frequence (100 Hz-) uttdézchute du module de I'impédance
en 1f caractéristique d'une capacité avec une phasereégit supérieure a - 90°.
L'impédance se stabilise ensuite aux moyennes émeps (1Khz- 50KHz) avec une phase se
rapprochant de 0°. Cette phase proche de zérolaveodule de I'impédance quasi-constant
caractérise une impédance électrique résistivenEafhautes fréequences (50 KHz-1MHz),

nous retrouvons un deuxieme comportement capagiif une phase plus proche des — 90°.
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Cette impédance est donc caractérisée par deuxitiéwd fréquentielles capacitives et un
comportement résistif. Notre modeéle doit ainsi coengre au moins deux capacités et une

résistance.

[.2. Modélisation

Nous présentons dans ce paragraphe un modeleigunalyrécédemment utilisé par
Linderholm et al (3-1), Timmer et al (3-2) et pdong et al (3-3). Ce circuit comprend les
composants permettant de modéliser les différemtgportements fréquentiels observés sur le
spectre d'impédance de la Figure 3- 1. Nous avardeiisé nos mesures électrochimiques en

considérant le circuit équivalent présenté en E@ir2.

Cdielec
I I
Rech
o R
e Zepe L

] 1 L] -
I ] I
I i ]
I ] i
I I I
T T T
I i I
|t | |

| e

Figure 3- 2 : Schéma du modéle de circuit électriquéquivalent utilisé pour I'analyse des

mesures expérimentales, adapté de (3-1).

Ce circuit équivalent s’inspire du circuit de Rasll(3-4) couramment utilisé pour les
mesures de voltammeétrie utilisant un systeme &&réldes (cf chapitre 1, paragraphe V.1.1.
(3-5,3-6,3-7)).

Ce circuit consiste en une capacit§st modélisant les propriétés diélectriques de
'échantillon biologique analysé placée en paralleflune résistance ¢R décrivant les

propriétés de conduction électrique de I'échantill@ette résistance est en série avec un
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elément a phase constante CPE présentant une ingeedge pour modéliser le phénomeéne
de double couche électrique (cf lexique) aux fatars électrodes/électrolyte.
Rech et Giiglec SONt placées en paralléle car les courants segeop a la fois sous la forme de

courants de conduction et de déplacement.

Théoriguement, l'interface de double couche élgatripeut étre modélisée par une capacité
mais ce composant électronique ne permet pas deilised correctement les mesures
électrochimiques. Warburg a donc proposé un conmpc&actronique fictif permettant de

modéliser plus fidélement cette interface : I'élétnde Warburg (cf lexique).
L'impédance de I'élément Warburg s’écrit (3-8):
Z, :%V)+ % (57)
Nous avons donc bien pour I'amplitude et la phasgéement Warburg:
1 =f2-%v (58)

et

_
92,7 (59)

W

avec A, enQes®®,

Ce composant est utilisé pour simuler I'effet dedlffusion des molécules ou des ions
présents dans un électrolyte sur les phénoméenasididce aux électrodes (3-9).

L’élément a phase constante (CPE de I'anglais @oh$thase Element) (cf lexique) est un

autre composant fictif couramment utilisé en étsdtimie.

L'impédance du CPE s’écrit :

1
Zoem
PE K ()" (60)

Ou K est en S"ysiemensxsecofidet n un réel entre 0 et 1.
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Pour calculer I'impédance équivalente du circuit medélisation, il est intéressant de
développer I'impédance du CPE :
1 1
ZC = —_—=
PE= 1 in

1 -jn7

e 2-_1 (cos{nzj—j.sir{ngn (61)
K.w" K.w" 2 2

L’élément Warburg est donc un cas particulier é&tent a phase constante pour lequel :

V2 1

K=e— etn==.
2

Une capacité peut étre aussi considérée commesupacticulier de CPE pour lequel n=1 et
la résistance un cas particulier pour lequel n=ur®<n<1, 'impédance d’'un CPE présente

donc simultanément un comportement resistif ettiféac

Afin d’étre assuré de modéliser nos mesures exgétiaes, nous avons donc utilisé dans

notre circuit équivalent un élément a phase cotestam lieu de I'élément de Warburg.

Sur le schéma de la Figure 3- 2, chaque interfetréde/électrolyte est représentée par un
CPE distinct. Ces CPE étant en série, afin de #ieplles calculs des impédances
équivalentes, nous avons regroupé ces éléments wansique composant. Le circuit

équivalent finalement utilisé est donc :

Zcpe R:ch

oD NN

Cdiélec

Figure 3- 3 : Schéma du circuit électrique équivalat utilisé pour modéliser les spectres

d'impédance expérimentaux
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L’'impédance globale de ce circuit de modélisatisnégale a :

R 1

Caiglec-(271.F)° K Cyigrel ( 27 1)

T . T
1 ) 1 ) 2.Réch.co{ n.zj ) 2.SI6 n.zj
K2(272.8)" Cyaeld{2mf)®  K(22)" K Cgigrec( 27 )™

2 2 Rechr co{n ”j sir(n HJ
i Cdié|eC(2JT'f) K2'Cdié|eC'(2]T'f )2n+1 K'CdiéleC'(z'ﬂ'f )n+1 K Cdié|e§ ( 21T .f)n+2 (62)

1 1 2.Réch.cos{n.72Tj 2.sirﬁ n’sz
Re 2+ + + +
o K2(278)" Cyaed (278)?  K(2rf)"  KCggrec 2 )™

n+2

Z(f)=

2
Réch +

La formule de I'impédance complexe a été ici déppée afin de distinguer la partie réelle et
imaginaire et de pouvoir ainsi déterminer les deaxametres de I'impédance complexe

(Magnitude/Phase ou Partie Réelle/Imaginaire).

1.3. Discussion sur la modélisation des impédances
électrochimiques avec un circuit équivalent

En cherchant & modéliser les impédances électragphé®s avec un circuit électrique

équivalent, nous nous sommes interrogés sur leplaent du CPE dans ce circuit.

En effet dans le circuit de la Figure 3- 3, le C& placé en série uniquement avec la
résistance Ry De cette facon, les courants de déplacements desipropriétés diélectriques
de I'échantillon ne sont pas exposés aux phénoméeesouble couche, au contraire des
courants de conduction.

Cependant les courants de déplacement peuvenégdtement influencés par cette capacité

interfaciale puisque, dans la zone de double cquekemolécules d’eau intervenant dans la
. . . 0E .
propagation des courants de déplacement (propnetlsraﬁ) hydratent une partie des

contre-ions responsables de la capacité de doobiehe. Les courants de déplacement et le

phénomene de double couche peuvent donc étre &mrrél
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Pour représenter cette interdépendance, nous &gatsment modélisé nos mesures avec un
circuit électrique équivalent comprenant un CPEufde phénoméne de double couche) en
Série avec une résistancgfet une capacitanceyec toutes deux mises en parallele. Comme
dans le précédent circuit électrique, ces compesaptésentent respectivement les propriétés
de conduction électrique et les propriétés diglgats de I'échantillon. Ce circuit électrique
équivalent a déja été précédemment utilisé par uBlthpour modéliser des spectres

d’'impédances électrochimiques (3-10). Ce circutlque est représenté sur la Figure 3- 4.

Réch

e AN

Cdiélec

Figure 3- 4 : Circuit électrique équivalent utilisépar Olthuis (3-10).

Dans le circuit équivalent présenté en Figure 3'‘@fement a phase constantepZest placeé

en série avec & et Gisieo De cette facon, les courants de conduction tsawerRc, et les
courants de déplacements traversagiccsont tous les deux sujets aux phénoménes de
double couche car ils se propagent dans I'échantihu travers de I'élément a phase

constante &rg

L'impédance globale de ce circuit de modélisatisnégale a :

cos(n ﬂj sir( n ﬂj
Reéch N 2) ., 2) _, Rectr C gietecT-f (63)

144 Reei? Chee 217 K.(28)" | K(278)" ( 1+4.802 C el 772 1.2)

Z(f):(
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Concernant la modélisation des spectres dimpédabeetrochimique avec des circuits
équivalents, Ehret et al. (3-11) remarque, sartfeontrer, que pour n'importe quel circuit
électrigue équivalent constitué de trois composantglus, un autre circuit équivalent peut
étre déterminé a partir de ces méme composantscoraiectés de maniere différente.

Nous allons démontrer que ces deux modeles deitcélactrique équivalents sont en fait

équivalents.

Sans développer les impédances de chaque compdsapgdance globale du circuit

électrique représenté sur la Figure 3- 3 est égale

- ZCdiélec X ( Zcpet Z Réch)

Zp
Zcgislec T £CPET ZRgeh

+
- Zcgiglec 2CPE* ZCigtec ZRécr

Zp (64)

Zcgislec ¥ 2CPEY ZRgeh

De méme, I'impédance globale du circuit électriggjarésenté sur la Figure 3- 4 est égale a :

ZRsch * ZCiglec _ £CPEZRacrit ZCPEZ Cyigled £ Reéct C diel

ZRsch T LCdislec ZRecht £C dislec

Zg =Zcpet

_ %cPE-“Cyiglec ZReghil ZePE* Z Cyigted
ZRsch * ZCiglec

Zg (65)

Nous savons que la capacité de double coucheéssélevée comparée aux autres capacités,
notamment celle représentant les propriétés diédeets de I'échantillon. Nous verrons que
les résultats de modélisation vérifient quantittient cette différence d’ordre de grandeur
(la capacité de double couche est de 100 a 106B0stdipérieure a la capacité représentant les
propriétés diélectrique de I'échantillon). Les irdpaces correspondantes présentent donc un

ordre de grandeur inverse :
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Nous avons donc :

ZePEt LGjgiec = LChiclec (67)

Selon Il'approximation(67), le dénominateur de I'équation (64) peut senpsifier et
limpédance du circuit de modélisation de la FigBe 3 peut étre approximée par

I'expression :
~ Zcgiglec 2CPE* ZCigtec ZRécr

A 7  +7Z
Réch ~ “Cdiélec

(68)

De méme, selon I'approximation (67), le numérail’équation (65) peut se simplifier et

impédance du circuit de modélisation de la Figde 4 peut étre approximée par

'expression :

_ Zcdielec 2CPE ™ ZCyiglec ZRécr
ZRsch * ZCiglec

Zg (69)

Si limpédance de la double couchepZ est négligeable par rapport a celle issue des
propriétés diélectriques de I'échantilloggéie. l€ modéle développé dans les références (3-
1,3-2,3-3) (Figure 3-)3st donc équivalent au modele développé par Ol{3uif) (Figure

3- 4.

Cette équivalence montre que, si la capacité ddldotouche est élevée par rapport a la
capacité issue des propriétés diélectriques duemilces deux types de circuit électrique
donnent des résultats de modélisation quasi-ideegiqlLe placement en série du CPE par
rapport a la capacité de I'échantillon n’est doas géterminant pour la valeur de I'impédance
globale du systéme.

Les modélisations issus de ces deux circuits étprite sont tres proches mais les valeurs
théoriques issues du modeéle développé par Linderhetl al. (3-1) (Figure 3- 3) sont
légerement plus proches des valeurs expérimen@éesodele a donc été conservé.
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l.4. Influence des parametres du circuit eélectrique
équivalent sur les spectres d'impédance

Hong et al. ont montré que les comportements frdtiple observés sur le spectre
d'impédance de la Figure 3- 1 dépendent majoritadre de certains composants du circuit

électrique équivalent. Ces dépendances sont sciséemsur la Figure 3- 5.

CPE Cmé&

Impédance (Q)

ech

Feyel
|

Frequence (Hz)

Fcge

Figure 3- 5 : Schéma d’un spectre d'impédance divisselon ses différents
comportements fréquentiels. Les composants du cirdude modélisation associés a ces

comportements fréquentiels sont indiqués. Adapté dg-3).

Ces comportements fréquentiels peuvent s’expliguec le circuit équivalent électrique de la
Figure 3- 3. Ces explications sont aussi valablear de circuit électrique équivalent

développé par Olthuis (3-10) et représenté Figure 3

En basse fréquence, 'impédancg-issue de la double couche est beaucoup plus épece
la résistance R, L'impédance de ces deux composants mis en ssridomc dominée par
limpédance du CPE. Le CPE se retrouve ainsi eallgée de la capacité fzec issue des
propriétés diélectriques de I'échantillon. Le CPEsentant une capacité beaucoup plus
élevée que Geeo 'impédance du CPE est beaucoup plus faible glle de Gigec (cf relation
(66)). En basse fréquence, le courant passe dojwitamement au travers de la capacité de

double couche. Son impédance domine alors I'impaelgiobale du systeme
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L’'impédance du CPE diminue ensuite avec la frégaignsqu’a la fréquence de coupure
basse fréquence Ecfréquence ou I'impédance du CPE devient négligepblerapport a
celle de la résistances )8 Cette impédance domine alors I'impédance globalsysteme qui

devient quasi-constante avec la fréquence.

Timmer et al. ont montré que cette fréquence dpwauen basse fréquence est environ égale
a (3-2):

Fcar (70)

~ 7TRschCy

Le terme G correspond a la capacité de double couche. Conomeavons ici modélisé cette
capacité de double couche par un élément a phastaote, pour appliquer cette formule,

nous remplacons la valeur de capacité par la valedacteur K du CPE.

FCgp=—— (71)

Au dessus de la fréquence de coupure haute frégueng, la capacité Ggiec présente une
impédance suffisamment faible par rapporta Pour laisser passer le courant en paralléle de

cette résistance.

Cette fréquence de coupure en haute fréquencegast& (3-2):

FCr (72)

271TRschCiglec

En hautes fréquences, au dessus g, Fanpédance Giec devient tellement faible qu’elle
court-circuite la résistancegfR et la capacité de double couché&mpédance globale du

systeme est alors dominée palsite
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|.5. Limitations des mesures d'impédance en hautes
frequences

Lors des premieres mesures effectuées sur de Ddammous avons effectué des

mesures en plus hautes fréequences. Ces mesuresonbudvélé des défauts lies a notre

systeme de mesure.

La Figure 3- 6 présente un spectre d’impédancenabsvec la 2 géométrie d’électrode
(électrodes de 4 um de large et droites) sur 1lDgalu DI et une tension d’excitation de 10

mV. La plage fréquentielle étudiée va de 100 HD MHz.

1zl
o Phase
—-—- Circuit Equivalent
10000 —_E%&L — — - Circuit Equivalent avec interconnexions
1 ™
-30
g
2 5
E 3
o= ]
O =
~ Q
N -0
o
o
1 ] 00
100 1000 10000 100000 1000000 1E7

Fréquence (Hz)

Figure 3- 6 : Mesure de I'impédance d’eau DI effecie jusqu'a 10 MHz avec le

dispositif & micropuits et ses électrodes micrométjues droites (Géométrie 2).

Nous constatons qu’'au-dela de 1 MHz, la phase anigngenouveau, comme si 'impédance
adopte un nouveau comportement résistif.

Pour analyser ce spectre, nous avons cherché aodigliser avec le circuit équivalent
précédemment décrit (Figure 3- 3). Cette modétisatist représentée en pointillés noirs sur

la Figure 3- 6. Nous constatons que ce circuiterenpt pas de modéliser 'augmentation de

limpédance en hautes fréquences.
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Nous avons également étudié un circuit équivaleehant en compte les résistances de
contact et les résistances liés aux interconnexi@nsaos dispositifs. Pour cela, nous avons
ajouté une résistance en série du précédent ciégpitvalent. Ce circuit équivalent est

schématisé sur la Figure 3- 7.

Zcpe Reéch

Ra >
—/VVNV | -
|

Cd iélec

Figure 3- 7 : Schéma du circuit électrique équivalet utilisé pour modéliser les spectres

d'impédance expérimentaux avec les interconnexiorges dispositifs.

La modélisation de ce circuit équivalent est repmés sur la Figure 3- 6 en pointillés verts.
Nous voyons que la présence de la résistance mtorteexion permet de modéliser
laugmentation de la phase en hautes fréquencedse @Gsistance reste faible puisqu’elle
mesure 2.62. Elle peut étre négligée aux plus basses frégsemags lorsque I'impédance
globale du systéeme devient plus faible, au dessusMHz, elle doit étre prise en compte.

Ces phénomenes apparaissant au dessus de 1 MHiusoalix interconnexions et sont donc
des phénomeénes parasites. Nous avons ainsi déeitiditer nos études fréquentielles a 1
MHz.
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Il. Caractérisation du dispositif a puits

Dans ce paragraphe :

- les électrodes millimétriques (cf Chapitre 2, FeyuR-3) sont désignées par
« Géomeétrie 1 ».

- Les électrodes micrométriques droites (cf Cha@ir&igure 2-4) sont désignées par
« Géometrie 2 »

- Les électrodes micrométriques rondes (cf Chapitreigure 2-5 et Figure 2-6) sont
désignées par « Géométrie 3 »

- Les électrodes submillimétriques rondes (cf Cha®trFigure 2-7 et Figure 2-8) sont
désignées par « Géométrie 4 ». Quand le diametyuids en PDMS recouvrant ces
électrodes varie (cf Chapitre 2, paragraphe II®)lla valeur de ce diamétre est
précisée. Ainsi les électrodes submillimétriguemuwertes par un puits en PDMS de
6mm de diamétre sont désignées par « Géométimmh » et de la méme maniére,
les électrodes submillimétriques recouvertes parpuits en PDMS de 8mm de

diametre sont désignées par « Géométrie 4, 8mm ».

lI.1. Mesure des différents milieux et analyse des
differentes géomeétries

Dans cette partie de caractérisation, les spedeesyaleurs et les écarts types sont
issus de la moyenne d’au moins trois mesures. $desemesures de liquides biologiques ici
présentées ont éte réalisées avec les conditiomesdere suivantes :

- Unvolume de 110 pl pour les puits avec des disaaate 8mm ou 80 ul pour les puits
avec des diamétres de 6mm.

- Une tension d’excitation sinusoidale avec une aogi de 10 mV.
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11.L1.1. Mesure de I'impédance a vide

La figure suivante présente les spectres dimpeglaobtenus avec les quatre
géométries d’électrodes du dispositif a puits ades diametres de 8mm lors de mesure a
vide. La plage fréquentielle étudiée va de 100HZ\éHz.

Amplitude Vide Géométrie 1
Amplitude Vide Géométrie 2
Amplitude Vide Géométrie 3
Amplitude Vide Géométrie 4 — 200

<  Phase Vide Géométrie 1
rd g o Phase Vide Géométrie 2
: = ¥ Phase Vide Géométrie 3

o >0oDO

1E8 v Phase Vide Géométrie 4 | 100
— — -Circuit équivalent
1E7
- o
£ E
[@)]
£ 1000000 -
O 3 T
= o)
N - g
100000 - o
Y T Yy Iy I YIT TN 3 100
10000
1000 -
T d L v L L T | : TR UL | . ¥ I""'I_200

100 1000 10000 100000 1000000
Fréquence (Hz)

Figure 3- 8 : Mesures moyennées de I'impédance éexchimique a vide des différentes

géométries d’électrode des dispositifs a puits.

Toutes ces mesures montrent les caractéristiqéggidntielles d’'une capacité avec une
décroissance linéaire de I'impédance drefline phase constante de -90 °.

Cette capacité est provoquée par I'air ou le sabdi pyrex qui agissent comme des isolants
entre les électrodes de polarisations opposéesspigesres d'impédance confirment en méme
temps I'absence de tout court-circuit dans lesa@se’électrodes.

195

© 2012 Tous droits réservés.

http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011
Chapitre 3: Caractérisation des dispositifs et modélisation

Sur les graphiques, nous constatons que les dgpds issus des spectres de 4 ét de la
4°M® géométrie sont plus élevés aux basses fréquensespaur les autres géométries
d’électrodes. Ces variations importantes sont duwssimpédances mesurées tres élevées (>
10 MQ). Comme ces impédances sont grandes, les impédatres mesurent un trés faible
niveau de courant, avec un rapport signal sur Haiiile. Ce faible rapport entraine la

présence de bruit perturbant les analyses a vitasse fréquence.

Pour déterminer la capacité équivalente de ceermgst ouverts, nous avons calculé la
capacité issue de I'amplitude de ces spectresféralites fréequences (100 Hz, 1 KHz, 10
KHz, 100 KHz et 1 MHz) selon la formule :

1
Zl=—— (73)
g Caiglec®

Nous avons ensuite moyenné les différentes vatstenues.

D’aprés cette analyse, les électrodes millimétsgpeesentent une capacité de 1,6657 pF +
283,67 fF.

Les électrodes micrométriques droites une capdeit& 245 nF + 11,92 pF.

Les électrodes micrométriques rondes une capaei@®el®8 nF + 1.2 pF.

Les électrodes sub-millimétriques rondes une cépdei 41,972 pF + 6.8 pF.

D’apres I'équation (16kt le Tableau 2- 2 (cf chapitre 2), ces valeurscdpacité nous
permettent de calculer la permittivité relativerdilieu diélectrique mesuré. Le Tableau 3- 1
présente les permittivités diélectriques relativddenues avec les différentes géométries

interdigitées :

Tableau 3- 1 : Permittivités diélectriques relative mesurées a vide avec les différentes
configurations de peignes interdigités.

Géométrie 2 Géométrie 3 Géométrie 4
g avide 8.82 7.4 9
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Ces permittivités diélectriques relatives ne cqoeslent pas a celle de lair (=1) mais
correspondent aux permittivités diélectriques dueséentre 3.7 et 10) (3-12).
Ces résultats montrent que les lignes de champriglees ne circulent pas dans l'air mais

bien dans le verre.

Ceci peut s’expliquer par leurs propriétés éleaggjrespectives:
- le verre posséde une permittivité diélectriquetnatacomprise entre 3,7 et 10 et une
résistivité électrique comprise entre £.£03.98.18" Q.m (3-13).
- l'air sec possede a 18°C une permittivité diélgctei relative de 1 et une résistivité
électrique d’environ 4.7 Q.m (3-14).

Pour les courants de déplacement, d’aprés I'équdii6), I'air présente donc une capacité
plus faible que celle du verre. L'impédance présemar I'air est ainsi plus élevée que celle
présentée par le verre (cf relation (66)). Les aontg de déplacement ont donc tendance a
davantage se propager dans le verre que dans l'air.

De méme pour les courants de conduction, ici teélds, I'air possede une résistivité
électrigue au moins 1000 fois supérieure au véms.courants de conduction passent donc
préférentiellement par le substrat en verre plgt& par I'air ambiant.

Pour confirmer ce résultat, nous avons appliquérndifits diameétres de puits en PDMS sur les
électrodes. Nous avons ainsi constaté que, a ladsignature électrique des électrodes est
identiqgue pour tous les diametres de puits. L'eitjoos plus ou moins importante des
électrodes a l'air ambiant n’influence pas la stgrea électrique. Ceci confirme que tout le

courant électrique passe par le verre.

De méme le PDMS posséde une permittivité diélaotricelative de 2,7 (3-15). Il présente
donc une capacité plus faible que celle du vertmetimpédance plus élevée. Les courants de
déplacement ont donc tendance a davantage se progaugs le verre. De méme, le PDMS
posséde une conductivité de 430.m (3-16), ce matériau posséde donc une conductuit

moins 100 fois plus élevée que celle du verre.
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Mesure de I'impédance de I'eau déionisée

La Figure 3- 9 présente les spectres de 'amplieida Figure 3- 10 ceux de la phase

de I'impédance de I'eau DI obtenus avec les qugdmmeétries du dispositif a puits. Pour la

1% 2£Me ot M géométrie, nous avons utilisé des dispositifs @escpuits de 8 mm ; pour la

4§me

géomeétrie, des puits de 6 et 8 mm de diametre.

La modélisation des mesures a été réalisée aveicclgt électrique équivalent présenté au

paragraphe 1.2 (Figure 3- 3). La modélisation deterconnexions n’améliore pas la

correspondance entre les courbes expérimentatagmbttiques, elle n'a donc pas été réalisée.

Les composants du circuit ont été déterminés arpdes mesures expérimentales par la

formule (62) et la méthode des moindres carréslinéaires réalisée avec le logiciel Origin.

1ZI (Ohms)

1000000

100000

10000

1000

100

Amplitude H,O DI Géomeétrie 1
Amplitude H,O DI Géométrie 2
Amplitude H,O DI Geométrie 3
Amplitude H,O DI Géométrie 4 6mm
Amplitude H,O DI Géométrie 4 8mm

— — -Circuit Equivalent

o > O

Q

i i
LB B R R | T T

1000

10000
Fréquence (Hz)

100000

T
100 1000000

Figure 3- 9 : Mesures moyennées de 'amplitude démpédances d’eau DI mesurées
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& Phase H20 DI Géomeétrie 1
o Phase HZO DI Géométrie 2
0 % Phase H,O DI Geométrie 3
v Phase HZO Dl Géomeétrie 4 6mm
Phase HZO DI Géomeétrie 4 8mm
— = -Circuit équivalent
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Figure 3- 10 : Mesures moyenneées de la phase depédances d’eau DI mesurées avec

les différentes géométries d’électrode du dispodith puits.

Concernant la Géométrie 1, nous voyons qu’en bdssgsences le comportement capacitif
du au phénoméne de double couche n’apparait quasipas. Ce comportement est donc
décalé vers les trés basses fréquences. Par danpatie résistive correspondant gqet le
comportement capacitif du a;gecen hautes fréquences sont bien visibles.
Pour la Géométrie 2, les deux comportements cafgsasint bien visibles tout comme le
comportement résistif. L’amplitude est aussi beapcplus faible : la partie résistive atteint
ici 1 kQ contre 100 R pour la précédente géométrie.
Pour la Géométrie 3, on remarque que le spectreéssproche de celui de |§ @éométrie.
Les formes arrondies ne semblent donc pas infludacaesure d'impédance de I'eau DI.
Concernant la Géométrie 4, 8mm, comme pourfagéométrie, le comportement capacitif
basse fréquence apparait moins distinctement ebleaonc étre décalé vers les plus basses
fréequences. La partie résistive atteint un nivederimédiaire des trois autres géométries (10
kQ).
Pour la Géométrie 4, 6mm, le comportement résatiéint des valeurs d’'impédance plus
élevées que pour la méme géomeétrie, avec un diameétpuits plus grand.
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Nous constatons que les spectres issus de la reatiighi avec le circuit équivalent électrique
de la Figure 3- 3 sont trés proches des spectEsiexentaux.
Les valeurs des parametres de modélisation sordupé@es dans le Tableau 3- 2.

Tableau 3- 2 : Comparaison des parametres de modsdition de I'impédance de I'eau DI

obtenus avec les différentes géométries.

K(S.9) n Recn (Q) Caietec (F)
_ 9,24123.10 + 0,41083 + | 136035,41851 1,43968.10+
Géométrie 1 .
1,06164.16 0,00167 +101,99161 | 1,31992.10¢
o 4,92066.10 + 0,88334 + | 1157,35687 +| 2,46326.10 +
Géométrie 2 L
5,07603.10 0,00145 2,80802 1,76847.10
o 2,85538.10+ | 0,84948+ | 698,37469 + | 1,72592.10 +
Géométrie 3

2,83529.10 0,00142 6,46483 4,76967.10*

5,77907.10 +| 0,51891 + | 4243,61858 +| 4,28589.10°+

Géomeétrie 4, 8mm 3
3,30384.10 | 8,05942.1d 2,73172 5,00023.10

2,39121.10 +| 0,53076 + | 14977,04549 4 2,14501.10%+

Géomeétrie 4, 6mm 3
5,4521.1CF 0,00318 23,84849 5,54989.10

Comme leurs spectres d’'impédance, les électrodesométriques droites et rondes ont des

parametres de modélisation tres proches.

Concernant le comportement résistif des spectrésnab avec les différentes géométries
d’électrodes, nous voyons quegcRdétermine bien le niveau d'impédance ou le spesre
stabilise en fréquence. La valeur dgrRRorrespond approximativement a la valeur du module
d'impédance obtenue au minimum de phase (en valbsolue). Nous voyons quesR
diminue avec les dimensions geomeétriques. Celd(estla constante de cellule qui diminue
avec les plus faibles dimensions d’électrodesd€ledtion (56)). Cette diminution desfgavec

le nombre d’électrodes correspond aussi a la nmgeaeallele de différents chemins résistifs

qui diminuent la résistance globale du systeme.
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Concernant les comportements capacitifs en havéegidnces, plus les électrodes sont de
grandes dimensions, plugi&c diminue. Comme pour 43, cela est di aux propriétés de la
constante de cellule (cf relation (56)). Cette aegtation de eec avec le nombre
d’électrode correspond également a la mise enlprale différentes voies capacitives qui

augmentent la capacitance globale du systeme.

Concernant les géométries submillimétriques etflliance du diamétre du puits, nous
constatons que pour les électrodes avec le puiGrdm de diamétre, &, est plus élevée et

Cuielec plus petite que pour les électrodes avec le pi@t8mm de diamétre. Comme le facteur
de cellulex est inversement proportionnel aux longueurs destréldes, ces résultats sont

concordants avec la précédente relation (56).

Pour les comportements capacitifs en basses frégsghévolution de K n’est pas liée aux
dimensions des électrodes puisqugKKw< Kwi< Kwa.

Pour les électrodes micrométriques, n se rapprakehd, la valeur correspondant a une
capacité, mais la modélisation précise des donegpsrimentales nécessite de diminuer
légerement ce facteur de phasé(9). Plus on s’éloigne des dimensions micromeéasg plus

le facteur de phase n se rapproche de Y. Cettenddeacteur de phase correspond a celle de
I'élément Warburg précédemment décrit.

Le composant Warburg modélisant les effets de tlusion des molécules ou des ions
présents dans un électrolyte sur les phénomeneteidédce aux électrodes, ceci montre que
ces phénomenes de diffusion augmentent avec leendions des électrodes.

Cette diffusion accrue peut s’expliquer par desnph@&nes d’'électrophorese alternative qui
permettent de déplacer des ions sous l'applicatian champ électrique alternatif (3-17,3-

18,3-19) ou a des phénoménes de DEP agissanssuolécules d’eau.
Nous avons calculé les profondeurs de champ (cigue) des différentes géométries
d’électrode d’apres la these de Linderholm (3-2@f profondeurs de champ sont regroupés

dans le Tableau 3- 3.

Tableau 3- 3 : Profondeur de champ des différentegggométries d’électrodes.

Géométrie 1 Géométrie 2 Géométrie |3 Géométrie| 4
Profondeur de champ (um 80 1,04 1,2 7,525
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Le champ électrique issu des électrodes de plusdgsadimensions interagit donc avec
davantage d’ions et de molécules. Ceci pourraitigxgr des phénomeénes d’électrophorése

alternative et de DEP plus importants pour cegréldes.

D’aprés les équations (71) et (72) développéesTpamer et al (3-2), ces parameétres de
modélisation nous permettent de déterminer lesiBges de coupure basse fréquengedic
haute fréquence Redes spectres d'impédance pour les différentes §tmn d’électrodes.
Ces fréquences sont regroupées dans le Tableawt3saht indiquées sur les Figure 3- 9 et

Figure 3- 10 par des pointillés courts.

Tableau 3- 4 : Fréquences de coupure basse fréquenet haute fréquence des spectres

d'impédance de I'eau DI déterminées a partir des (férentes modélisations.

Fasr(Hz) Fair (Hz)
Géometrie 1 2.53023 81264.7
Géometrie 2 558.933 55826.8
Géometrie 3 1596.25 132042
Géométrie 4, 8mm 12.9794 87507
Géométrie 4, 6mm 8.88805 49951

Nous constatons sur les spectres d’'impédance que,tputes les géométries d’électrodes,
ces frequences de coupures calculées a partir deotilisation correspondent bien aux

frequences délimitant les différents comportemdrgguentiels observés sur les spectres

d’'impédance de I'eau DI.

La comparaison des differentes géométries d’éldeo montre que pour mesurer
impédance de cellules biologiques suspendues daessolution faiblement conductrice,
comme l'eau DI, il est préférable d'utiliser lee@rodes micrométriques qui présentent les
impédances les plus faibles. En effet les variatidimpédance générées par les cellules sont

ainsi plus facilement détectables (3-2).
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11.L1.3. Détermination des propriétés électriques de 'eau
DI par impédancemétrie

Les relations (13) et (14) et les constantes deleslobtenues pour les configurations
d’électrodes interdigitées présentées dans le datile2 permettent de déterminer I'évolution
fréquentielle de la conductivité électrique et @@érmittivité diélectrique relative de I'eau DI

a partir des mesures d’'impédance présentées agrapaing 11.1.2..

11.1.3.1. Etude avec un circuit électrique équivalent

[1.L1.3.1.1. Modélisation avec un circuit électrique équivalent

Sur la page suivantda Figure 3- 11 présente I'évolution fréquentietle la
conductivité électrique et la Figure 3- 12 ceuXalpermittivité diélectrique relative de I'eau

DI obtenus avec les différentes géométries du diipa puits.

En appliquant les relations (13) et (14) sur lesrd@s issues des précédentes modélisations
de l'impédance, nous pouvons analyser ces speatres le circuit équivalent décrit au
paragraphe 1.2. (Figure 3- 3). Ces modeéles soneseptés en superposition des données

expérimentales.

En utilisant des électrodes macroscopiques, Babadibal. (3-21) ont réecemment obtenu dans
le domaine des basses et moyennes frequences ({z3 dés évolutions fréquentielles de la
conductivité électrique et de la permittivité dadteque relative proches des spectres présentés
sur ces figures.

lls ont également montré que ce type d’évolutiag@ientielle suit le modéle de relaxation
décrit par Debye (3-22) (cf chapitre 2, paragraph4.).
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Conductivité (S,m'1)
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Figure 3- 11 : Evolutions fréquentielles de la congttivité électrique d’eau DI mesurées

avec les différentes géométries d’électrode du diggitif a puits et modélisations avec le

circuit électrique équivalent.
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Figure 3- 12 : Evolutions fréquentielles de la periitivité diélectrique d’eau DI mesurées

avec les différentes géométries d’électrode du diggitif a puits et modélisations avec le
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Les spectres de la conductivité électrique et dpelanittivité diélectrique des précédentes

figures ont été déterminés a partir des constamesellules calculées au chapitre 2. Ces
constantes de cellule sont censées permettre gduseconsidérer les aspects géométriques
des électrodes. Seulement, nous constatons qepdetres de conductivité et de permittivité

obtenus avec les difféerentes géométries d’électsmie encore différents, notamment aux

basses fréequences (< 10 KHz).

Les relaxations observées a ces basses fréqueoce®rs fait dues aux effets de double

couche (3-23). Comme les électrodes présententsddaces différentes, ces effets se

manifestent sur la conductivité et la permittiuie facon différentes. Sans ces effets, Prodan

et al. ont montré qu’aucune relaxation ne doit agip@ en dessous de 1 MHz (3-24).

La conductivité augmente en basses frequencesgpeimdre une valeur quasi-constante vers
les hautes fréquences entre 10 KHz et 300 KHz. @a;dla conductivité augmente
légerement.

Pour toutes les géométries d’électrodes, en B.FLKHKZz), la permittivité diélectrique est
élevée et atteint un niveau beaucoup plus faibktadile en fréquence vers les H.F. (> 100
KHz). Pour les électrodes micrométriques (GéoméRieet Geéométrie 3), en B.F., la
permittivité diélectrique est stable en fréequenBPeur les électrodes submillimétriques
(Géométrie 4, 6mm et Géométrie 4, 8mm), en B.Fpelamittivité diélectrique n’atteint pas

de valeur constante.

Sur les Figure 3- 11 et Figure 3- 12, nous avodgjiré en pointillés courts les fréquences de
coupure regroupées dansTiableau 3- 4.. Il est intéressant de constatedepifréquences de
coupures précédemment décrites par Timmer et-@) (8f. paragraphe 1.4) pour les spectres
d'impédance correspondent également a des frégeiathedransition sur ces spectres de
conductivité et de permittivité.

En effet pour les électrodes micrométriques, ensales de Fg, i.e. dans la plage
frequentielle ou Geec domine l'impédance globale du systeme (cf pardgrap4), la
conductivité diminue de facon importante et la pamité se stabilise en fréquence.

Entre Fgr et Fgye pour les électrodes micrométriqgues et en dessoubage pour les
électrodes submillimétriques, i.e. dans la plaggdentielle ou Ry domine I'impédance
globale du systeme (cf paragraphe 1.4), la condibétidevient quasi-constante avec la

fréquence et atteint des valeurs proches pouiifiésahtes géométries d’électrodes.
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Au dessus de ke pour toutes les géométries d’électrodes, la comdié&ctaugmente
Iégeérement et la permittivité devient stable equiegnce et atteint des valeurs proches pour les
différentes géométries d’électrodes.

Le tableau suivant regroupe les valeurs de pewudtidiélectrique obtenues en basses
fréquences, a 100 Hzgf) et en haute fréquence, a 1 MHgd, ainsi que la valeur stabilisée

de la conductivité électrigue mesurée a 50 Ké)z Nous avons déterminé la conductivité a
50 KHz car cette fréquence se situe juste en desdeula fréquence de coupure haute

fréequence pour I'ensemble des géométries d’élees.od

Tableau 3- 5 : Comparaison des parametres électriggs de I'eau DI déterminés a partir
des spectres de conductivité électrique et de perntivité relative pour les différentes
géomeétries d’électrodes.

€BE EHE o (S.m'l)
Géomeétrie2 8323 81,31 2,9110
Géométrie 3 4063 64,76 4,64710
Géomeétrie 4, 8 mm 20474 88 4,3310
Géométrie 4, 6 mm 10208 80,48 2,23°10

Nous constatons que les valeurs de permittivitéraids en basse fréquence sont différentes
selon la géométrie d’électrode. Comme nous l'ayanégisé précédemment, cette dispersion
est due au phénoméne de polarisation des électriedphénomeéene de double couche. Les
électrodes présentent des surfaces differentesoet des phénoménes de polarisation

divergents qui expliquent ces dispersions.

En hautes fréquences, pour ['%et 4™ géométrie avec un puits de 8mm de diamétre, la
permittivité relative atteint bien la valeur depermittivité de I'eau : 80 (3-21,3-25). L&™#
géométrie avec le puits de 8 mm diametre atteirg valeur de permittivité légerement
supérieure : 88. La°3)éométrie d’électrode atteint une valeur de peivité plus faible : 64.
Cette différence peut étre issue des approximafates sur la géométrie des électrodes pour
calculer la constante de cellule. Cette approximaéimene davantage d’erreur que celle faite
sur les électrodes rondes de 120 um car elles owmmte davantage d’électrodes (888

électrodes au lieu de 54).
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Les conductivités mesurées de I'eau DI sont coraprentre 2,23.10et 4,64.1F S.m'. Ce
niveau de conductivité correspond bien a une pufet#u de niveau 2, c'est-a-dire a une eau
DI utilisée pour les applications en électrochin{i®26). On retrouve ce niveau de

conductivité dans la littérature (3-27).

11.1.3.1.2. Détermination des propriétés électriques a partir

des composants du circuit électrique équivalent

Nous avons comparé ces valeurs de conductivitie giermittivité diélectrique avec
les valeurs déterminées a partir des différentsposants du circuit électrique équivalent.
Pour calculew, nous avons utilisé la relation (15) avec les waalex issues du Tableau 2- 2
et la valeur de Ry Pour calculeegg, nous avons utilisé la relation (16) et ces méwvadsurs
de facteur de cellule en utilisant la valeur dePl§ur calculegyr, nous avons fait de méme
avec la valeur de fiec
Les parametres électriques ainsi déterminés sgriaupés dans [€ableau 3- 6.

Tableau 3- 6: Comparaison des parameétres électriggs de I'eau DI issus du circuit

électrique équivalent pour les différentes géométes d’électrodes.

K — egr Ca— &nrF Rine— o (S.n")
Géométrie 2 17712,9828669 88,67 2,754.10
Géométrie 3 10675 64,527 4,74M10
Géométrie 4, 8 mm 1239781 91.94 4,476.10
Géomeétrie 4, 6 mm 919554.6515 82.48769P 2,273.10

Nous constatons que la modélisation de lI'impédameec le circuit équivalent permet
d’obtenir des valeurs de conductivité électriquedet permittivité diélectrique en hautes

fréquences proches de celles déterminées en tiasasyiectres complets de ces parametres.

Concernant la permittivité diélectrique basse fedope, nous observons une différence
importante entre les valeurs obtenues a partiadheddélisation avec le circuit équivalent des
spectres d'impédance (Tableau 3- 6) et les valaltenues en tracant les spectres

expérimentaux de la conductivité et de la permiéi¢Tableau 3- 5).
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Nous observons par contre une correspondance mdrealeurs de conductivité et de
permittivité en hautes fréquences.

Ces correspondances sont issues des similitudes lentircuit électrique que nous avons
utilisé pour modeéliser les spectres dimpédanceguiie 3- 3) et le circuit électrique
correspondant au modele de Debye présenté au ehagfigure 2-29).

Pour comparer ces deux circuits équivalents, nesiavons regroupés sur la figure suivante.

Zcpe Rech
; R AC
PN AN R
. |
-

C:diélec

Figure 3- 13 : Comparaison du circuit électrique égivalent utilisé pour les
modélisations des impédances (A) et du circuit élgimue équivalent issu du modéle de
Debye au £ ordre (B).

Nous constatons que la seule différence entreigasts se situe au niveau de la modélisation
du phénoméne de double couche, responsable ddedar\de permittivité diélectrique en
basse frequence. Le circuit électrique équivalentespondant au modele de Debye décrit ce
phénomene avec une capacité alors que nous avamdliséoce phénoméne avec un CPE,
ajoutant ainsi un degré de liberté supérieur a maslélisations. Cette différence peut
expliquer pourquoi les deux méthodes précédemntiistas ne permettent pas d’obtenir des

valeurs identiques de permittivité en basse frégeien

Le composant R du circuit électrique de I'encart A est équivalariR du circuit de I'encart

B. Le composant §gec du circuit électrique de I'encart A est équival@n€, du circuit de
'encart B. Ces équivalences expliquent pourqua urodélisation de I'impédance avec le
circuit équivalent de I'encart A permet d’obtengsdvaleurs de conductivité électrique et de
permittivité diélectrique en hautes fréquences Ipescde celles déterminées en tracant les

spectres complets de ces parametres.
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Le circuit électrique équivalent présenté en Figdwe8 et Figure 3- 13.A. peut donc étre
utilisé pour modéliser I'impédance électrochimigiien électrolyte présentant un phénomene
de relaxation proche du modéle de Debye. Cette lisatién permet de déterminer

rapidement les valeurs de conductivité et de péxibét diélectrique en haute fréquence de
cet électrolyte (Tableau 3- 6). Le tracé des speatle conductivité et de permittivité n'est

donc pas obligatoire pour la détermination de edsurs.

[1.1.3.2. Modélisation avec la relaxation de Debye et de Coléole

Les précédents spectres nous ont permis de végtialitativement que I'évolution
fréquentielle de la conductivité électrique et a@érmittivité diélectrique relative de I'eau DI
suivait le modele de relaxation de Debye. Nous nallomaintenant déterminer

guantitativement les parametres de ces phénomemetackation.

Les modeéles de relaxation de Debye 8uet du 2% ordre ainsi que le modéle de Cole-Cole
présentés au chapitre 2 ont été déterminés a dagimesures expérimentales par la méthode

des moindres carrés non-linéaires réalisée avegilgel Origin.

11.L1.3.2.1. Analyse avec le modeéle de Debye aff brdre

Pour modéliser au®lordre la relaxation de la conductivité et de lanptivité
diélectrique, nous avons respectivement utilisguation (28) et A7) en fixant la valeur de
permittivité diélectrique en hautes fréquences\alaur expérimentale.

Cette modélisation est représentée a la page dajvaur la Figure 3- 14, en pointillé noir

avec les spectres expérimentaux de conductividé germittivite.

Nous constatons que les modélisations de Debye”anrdre suivent l'allure des spectres
mais présentent une déviation quantitative notaélec les valeurs expérimentales,

principalement au niveau de la phase de relaxaléda permittivité diélectrique relative.
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0 o H,0 DI Géométrie 2 ¢ g H,0O DI Géométrie 2
© o H,O DI Géometrie 3 O ¢ H,O DI Géomeétrie 3
A o H,O DI Géométrie 4 6Bmm % ¢ H,O DI Géomeétrie 4 6 mm
@ o H,0O DI Géométrie 4 8mm v ¢ H,O DI Géométrie 4 8mm
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Figure 3- 14 : Mesures moyenneées de I'évolution fg@éentielle de la conductivité
électrique et de la permittivité diélectrique de leau DI mesurées avec les différentes
géomeétries d’électrode du dispositif a puits. Mod@ations effectuées avec le modele de

Debye au £ ordre.

A la page suivante, le Tableau 3- 7regroupe ldgéreifits parameétres issus de la modélisation

au ' de la relaxation de Debye.

Nous y constatons que les temps de relaxation ggyshénoméne de double couche sont
compris entre 7,57.10et 8,67.10 s.

Les dispersions observées entre ces temps detietagzant issues des phénoménes de double
couche spécifiques a chaque géométrie d’électrbdéesir surface.

La conductivité statique de I'eau DI est comprisge1,2.10et 1,42 10 S.nmi*.

Les permittivités diélectriques en basse fréequasoog comprises entre 3000 et 21000, comme

les valeurs expérimentales.
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Tableau 3- 7 : Parameétres de la modélisation au™lordre de la relaxation de Debye sur
les spectres de la conductivité électrique et de fsermittivité diélectrique relative pour

les différentes géométries d’électrodes.

€BF EHF T(8) opc (S.m™)
, 7704,91237 + 2,83094.10 + 2,34776.10 +
Géomeétrie 2 82
64,00516 3,31042.10 0,0024
_ 3223,3464 + 7,57673.10 + 1,28031.10 =+
Géométrie 3 65
48,3615 2,23008.10 0,00293
Géométrie 4, 8| 20105,31716 + - 7,12026.10 + 1,42552.10 +
mm 425,72456 1,50886.10 0,00764
Géomeétrie 4, 6| 11290,04554 + 80 8,6711.10 + 9,88865.10 +
mm 354,63641 2,54237.10 0,00516

Pour les électrodes sub-millimétriques, les tempsalaxation mesurés se rapprochent de
ceux déterminés par Teschke et al. avec un AFMi@m\ ms) (3-28). Pour les électrodes

micrométriques, les temps de relaxation sont unpgbesifaibles.

Les temps de relaxation déterminés ici differentelei déterminé par Batalioto et al. avec un
modéle de Debye alf'brdre: 0,9 s (3-21).

Pour mesurer ce temps de relaxation, Batalioto #iséut deux électrodes planes
macroscopiques placées en vis-a-vis dans l'eauLBltemps de relaxation qu'il a ainsi
déterminé confirme la tendance observée avec noméées d'électrodes : le temps de
relaxation associé au phénomeéne de double couchmemie avec les dimensions des

électrodes.

Nous voyons sur les graphiques que les modélesldgation de Debye au®lordre ne
permettent pas de décrire de maniére suffisamménise les données expérimentales.
L'utilisation d’un modéle de relaxation de Debye Al ordre peut donc améliorer la
modélisation de ces données. Comme décrit au caabifparagraphe IV.4.2.), €™ temps

de relaxation est du a la contamination de I'eapd@lle CQ.
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11.1.3.2.2.  Analyse avec le modéle de Debye alf'drdre

Pour modéliser au™ ordre la relaxation de la conductivité et de lanpttivité
diélectrique, nous avons respectivement utilisquation (35) et (34) en fixant la valeur de

permittivité diélectrique en hautes fréquences\éalaur expérimentale.

Cette modélisation est représentée a la page sajvaur la Figure 3- 15, en pointillé noir

avec les spectres expérimentaux de conductividé germittivité.

o H,O DI Géométrie 2 < & H,O DI Géométrie 2
c HZO DI Géomeétrie 3 QO HZO DI Géométrie 3
o H,0 DI Geométrie 4 6mm e, H,O DI Géométrie 4 6 mm
o H,O DI Géométrie 4 8mm ¢ g H,O DI Géométrie 4 8mm

"o B> o O

- - -Modeéle de Debye au 2" ordre
10000

1 \ O
B iediode, AiiCodc REAPaaragasdigatiz

1000

Conductivité (S.m™)
Permittivité Diélectriqgue Relative

|- 100

1E-54 |

100 1000 . 10000 100000 1000000
Fréquence (Hz)

Figure 3- 15 : Mesures moyennées de I'évolution fyéentielle de la conductivité
électrique et de la permittivité diélectrique de leau DI mesurées avec les différentes
géométries d’électrode du dispositif a puits. Mod@&ations effectuées avec le modéle de

Debye au 29 ordre.

Nous voyons que les modéles de relaxation de Deby@“ ordre sont trés proches des
spectres expérimentaux de conductivité électrigugeepermittivité diélectrique relative. lls
présentent cependant des légéres déviations radie fia phase de relaxation de la permittivité
(aux environs de 10 KHz), ainsi qu’avec la conduigien H.F. £ 60 KHz).
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Le tableau suivant regroupe les différents paragsdsisus de la modélisation dlf @rdre de

la relaxation de Debye.

Tableau 3- 8 : Paramétres de la modélisation au2ordre de la relaxation de Debye sur

les spectres de la conductivité électrique et de [germittivité diélectrique relative pour

les différentes géométries d’électrodes.

EBF EMF EHF 71(S) 72 (S) opc (S.ni)
Géométrie| 8581,50842| 1481,7388 - 4,298.10" | 9,924.10 | 1,29.10°
2 +29,87747 | + 54,42471 +4,987.1¢ | +2,355.1¢F | +6,32.10°
Géométrie| 3851,38446| 1772,1466 2,92.10' 4,026.10 | 5,82.10°
3 + 25,80801 | + 36,92413 o0 +1,019.1C | +7,850.10 | +7,59.1¢0"
Géométrie| 57409,5919| 4519,0863 0,00239 | 2,398.10° | 4,53.10°
4,8mm | +608,9802 | +118,7438 %8 +3,182.1C | +5,523.1F | +0,00294
Géométrie| 18140,99803 1032,6416 50 0,00153 1,68.10° 6,15.10°
4,6 mm | +418,85656| + 41,09546 +3,365.1C | +5,543.1F | +0,00119

Nous constatons que le¥ temps de relaxation sont compris entre 2, 4@t 2,4.18 s. Ces
temps se rapprochent davantage des valeurs dé&rmi@caniquement par Teschke et al. (3-
28).

Les 2 temps de relaxation sont compris entre 2.46t 2,4.10's.

Pour la 3™ géométrie d’électrodes et I8™ géométrie d'électrodes avec des puits de 6mm,
les temps de relaxation modélisés avec®l®rtre correspondent environ aux moyennes des
deux temps de relaxation issus du modéle ¥l§ @&dre. Pour la %' géométrie et la #'*®
géométrie avec des puits de 8mm, les temps deat@axmodélisés avec |€"brdre sont du
méme ordre de grandeur que la moyenne des deustdenpelaxation issus du modeéle au
2°™ordre.

Les conductivités statiques sont comprises entel® et 7,24.10 S.m" et sont ainsi
légérement plus faibles que les conductivitéscpiat issues des modélisations widre.

Cette diminution permet de corriger les déviatiaservées en basse fréquence avec le

modéle au ¥ ordre.
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Les permittivités diélectrigues en basses frequemsomt du méme ordre de grandeur que
celles issues du modeéle ati drdre. Elles sont comprises entre 3800 et 544Gt donc
Iégérement supérieures.

Les permittivités diélectriques aux moyennes frégas sont comprises entre 1000 et 4500.

Comme discuté au chapitre 2, les bonnes modélisaigsues du modele de relaxation de
Debye au % ordre confirment la présence d’autres types detcubés dans I'eau, molécules
qui entrainent un second temps de relaxation (324)contamination de I'eau DI a Il'air

ambiante entrainant la présence d’acide carbonigoels pouvons supposer que ces

molécules sont responsables de cet autre tempdad@tion (3-29,3-30).

Comme les temps de relaxation situés entre 2%8.1@ 2,4.10s sont proches de ceux
déterminés par Teschke et al. pour I'étude du piménme de double couche dans de I'eau DI,
nous pouvons les attribuer a la relaxation proveqe l'interface électrode/électrolyte. Les
temps de relaxation situés entre £19et 2,4.10' s sont donc dus & la présence acide

carbonique.

Pour corriger les déviations observées, nous anmdglisé les spectres de conductivité et de
permittivité avec le modele de relaxation de Cole.

[1.1.3.2.3. Analyse avec le modéle de Cole-Cole

Pour modéliser la relaxation de la conductivittorsde modele de Cole-Cole, nous
avons utilisé I'équation (39) en fixant les valews permittivité diélectrique en hautes
fréequences aux valeurs expérimentales. Pour medééisrelaxation de la permittivité selon
ce méme modéle, nous avons appliqué les paramissas de la modélisation de la
conductivité a la permittivité en utilisant I'éqiat (38). Nous n’avons pas effectué la
méthode du moindre carré sur les deux parametngdriexentaux simultanément car cette

procédure ne permet pas d’obtenir des modélisatiorrectes de la conductivite.

Cette modélisation est représentée a la page dajvaur la Figure 3- 16, en pointillé noir

avec les spectres expérimentaux de la conducevide la permittivité.
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0 o H,O DI Géométrie 2 <& g H,O DI Géometrie 2
© o H,O DI Géométrie 3 © ¢ H,O DI Géométrie 3
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Figure 3- 16 : Mesures moyennées de I'évolution fyéentielle de la conductivité
électrique et de la permittivité diélectrique de leau DI mesurées avec les différentes
géométries d’électrode du dispositif a puits. Mod@&ations effectuées avec le modéle de

Cole-Cole.

Nous voyons que le modele de Cole-Cole, de parrisa pn compte de la dispersion des
temps de relaxation via le facteur de dispersidof équation (36)), permet une modélisation

plus fidele des mesures.

A la page suivante, le Tableau 3- 9 regroupe I#érdnts parametres issus de la modélisation
de la relaxation de Cole-Cole..

Nous y constatons que les temps de relaxation magrs du modele de Cole-Cole se
rapprochent des valeurs des temps de relaxatiandasmodéle de Debye alf' brdre.
Néanmoins la distribution continue des autres tedgselaxation (parameétad permet une
meilleure modélisation des données expériment@legparametre est trés proche pour toutes

les géométries d’électrodes.
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Tableau 3- 9 : Paramétres de la modélisation du mete de Cole-Cole sur les spectres de
la conductivité électrique et de la permittivité délectrique relative pour les différentes
géométries d’électrodes.

€BF EHE 1(S) a opc (S.mi)
| 8099,34902 3,29676.10 0,06509 | 8,08225.10
Géométrie 2 82
+ 428,15062 +1,59338.10 | +0,00195 | +1,79652.10
_ 2585,07531 5,84562.10 0,05389 1,78639.10
Géométrie 3 65
+77,09311 + 2,04796.10 | +0,00276 | *2,90692.18
Géométrie | 20679,75 - 8,11917.10 0,06452 1,09433.1d
4,8mm | +321,56439 + 9,23198.18 | +0,00119 | +1,68916.10
Géomeétrie | 7817,56448 80 8,50415.1d 0,07832 1,04361.10
4,6 mm | +1369,3463 +1,08756.1¢ | +0,00375 | +6,288.1¢F

Les permittivités diélectriqgues basse fréquence gaothes des valeurs expérimentales et les
conductivités statiques sont également prochegllsmbtenues avec le modéle de Debye au
1% ordre.

La conductivité est ici mieux modélisée (notammentH.F.) car le modéle de Cole-Cole
correspond au circuit équivalent développé par Bdohapitre 2, Figure 2-29) avec un CPE
remplacant I'élément résistif (3-31). Via le faateay le CPE offre un degré de liberté

supplémentaire pour modéliser les comportemenistifés

Le modele de Cole Cole permet de définir des tetieplaxation moyen qui se rapproche de
ceux obtenus avec le modéle de Debye Huoddre. Ces temps de relaxation moyens
correspondent environ ou sont légéerement inféri@uld moyenne des temps de relaxation
obtenus avec le modéle dif rdre.

Il semble cependant assez trivial que les tempgld&ation moyens obtenus avec le modele
de Cole-Cole sont corrélés avec les temps de tadaxiasus du modele de Debye a plusieurs
ordres d’une facgon plus complexe que par la moyeenses temps.

Le modele empiriqgue de Cole-Cole permet d’obteas tkmps de relaxation moyen précis et
de modéliser les spectres sur 'ensemble de leedlgguentielle. Il ne permet cependant pas
de décorréler les différents temps de relaxatiaaque d’aprés ce modeéle ils se répartissent
de facon continue selon une distribution gaussie®@ur déterminer précisément les
différents temps de relaxation, un modéle de Delwge plusieurs ordres doit étre utilisé.

216

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011
Chapitre 3: Caractérisation des dispositifs et modélisation

11.L1.4. Mesure de 'impédance de milieu cellulaire

Pour l'analyse de l'interaction CHO-Lactoferrimeus avons analysé les cellules en
culturein-vitro dans leur milieu cellulaire de base, le milieuZklavec 10% de sérum fcetal

bovin. Nous avons donc caractérisé nos électrockxsae milieu cellulaire.

La figure suivante présente les spectres d’'impéslalec ce milieu obtenus avec les quatre
géométries du dispositif a puits. Ces dispositifsggdent tous des puits de 8 mm de diametre.

Les mesures ont été effectuées avec 110ul de rbildogique et une tension de 10 mV.

o  Amplitude Milieu Géométrie 1 ¢ Phase Milieu Géométrie 1

O Amplitude Milieu Géométrie 2 O Phase Milieu Géométrie 2

A Amplitude Milieu Géométrie 3 st Phase Milieu Géométrie 3

< Amplitude Milieu Géométrie 4 v Phase Milieu Géométrie 4
@ Fréquences de Coupure — — -Circuit équivalent

100

IZ| (Ohms)
Phase (degrés)

10 H

{ -100

1000 10000 100000 1000000
Fréequence (Hz)

Figure 3- 17 : Mesures moyenneées de I'impédance éiechimique du milieu F12-K

mesurées avec les différentes géométries d’électeodu dispositif a puits.

On remarque que les diagrammes de Bode des géemé&iri3 et 4 d’électrodes sont trées
proches. De facon générale, les spectres présamenthute du module de I'impédance en

1/f, comme une capacité, jusqu'a atteindre versl®s KHz un plateau resistif de faible
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valeur. Ce plateau semble méme évoluer vers un aaderpent inductif aux environs des
300-400 KHz puisque la phase passe d’environ -QRBk vers les valeurs positives en HF.
Le premier puits (électrode millimétrique) présembe évolution fréquentielle plus singuliere
puisque a 1 MHz sa phase n’'a pas encore atteinvdksurs positives et son évolution
frequentielle semble se faire de facon logarithmicqqu contraire des autres géomeétries

(allures de faible exponentielle).

Ce comportement capacitif suivi d’'un comportemeésistif montre que ces spectres
d'impédances peuvent étre modélisés par une capeiciine résistance en série. En basses
fréquences, les phases sont légerement supériaure80°. Au lieu d’'une capacité, nous
avons donc utilisé un CPE. Ce circuit équivalentrggsrésenté sur la figure suivante :

Zcpe R

NN
S

Figure 3- 18 : Circuit équivalent utilisé pour modédiser 'impédance du milieu cellulaire

Ce type de circuit consistant en une résistanceséie avec un CPE a déja été utilisé
précédemment par Wegener et al. pour modélisep&aance électrochimique d’'un milieu
cellulaire (3-32).

Comme nous le constatons sur la Figure 3- 17, cettéélisation donne des résultats
satisfaisants pour les géométries 2, 3 et 4, egqapir le comportement inductif de la phase
en H.F.. Pour la *® géométrie, le modéle correspond aux données expétales excepté
pour la phase en B.F..

L'utilisation de ce circuit équivalent montre quans la plage fréquentielle étudiee (1 KHz -
1 MHz), la conduction du PBS est tellement élevém ges propriétés diélectriques
n'apparaissent plus dans le spectre d’impédancecdmeportement capacitif apparaissant
autour des 100 KHz pour I'eau est décalé vers réguknces plus élevées pour le milieu
cellulaire. Entre 1 KHz et 1 MHz, tout le couraispe donc uniqguement par la voie résistive

(Recn) au travers de l'interface de double couchgZ
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Pour analyser ces mesures et comparer les difesrg@omeétries, nous avons regroupé dans

le tableau suivant les valeurs des parametres délmsation.

Tableau 3- 10 : Comparaison des parametres de modkation de I'impédance du milieu

F12-K avec 10% de sérum fcetal bovin obtenue avecldifférentes géométries.

R Q) K (S.9) n
_ 47,99463 2,59691.10 0,58372
Géométrie 1
+0,5855 +1,34204.10 | + 0,00554
_ 4,80962 4,29935.10 0,95408
Géomeétrie 2
+0,15927 | +1,77478.10 +0,00451
o 5,05344 5,09371.10 0,96094
Géométrie 3
+0,16862 | +2,46824.1¢ +0,00529
_ 6,40877 8,37331.10 0,95932
Géomeétrie 4
+0,13826 | +3,48271.10 +0,00451

Ces résultats de modélisation confirment que lalgotivité du milieu est élevée.

A partir des valeurs de K et R, nous avons détarnis fréquences de coupure en basse
fréquence selon la formule (71) et les avons ingkgusur les spectres d'impédance du milieu
cellulaire en pointillés courts.

Ces valeurs de fréequence de coupure sont regrodpésde tableau suivant :

Tableau 3- 11 : Fréquences de coupure basse frégeendes spectres d'impédance du

milieu F12-K déterminées a partir des parametres denodélisation.

Fcar (Hz)
Géométrie 1 255,388
Géomeétrie 2 153935
Géomeétrie 3 123660
Geéométrie 4 59316,9
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Excepté pour la®® géométrie, les valeurs de K et R déterminent uguEnce de coupure en
basse fréquence Ecres€levée. Cette fréquence de coupure décale le coempent capacitif
issu des propriétés diélectrique du milieu en delerla plage de fréquences étudiée.

Les valeurs des résistances R des différentes géemd’électrodes sont proches et sont du
méme ordre de grandeur que les résistances domeexions (cf paragraphe 1.5). Pour ne pas
mesurer des phénomenes parasites, il vaut mieux étudier I'impédance du milieu

cellulaire plus bas en fréquence, en considérantemportement capacitif.

Pour la £® géométrie, la valeur élevée de capacité de doutdache diminue
considérablement la fréquence de coupure en bapsehce fgx. .

Néanmoins aucun comportement reésistif n’apparait B spectre, uniquement un
comportement capacitif (avec un facteur de phaééreint de 1).

Pour expliquer ce phénoméne, nous pouvons supppeeta fréquence de coupure haute
fréquence fgr est trés proche de celle en basse fréquenceadaiamsi apparaitre un unigue
comportement capacitif « pseudo-continu ». Pour fguesoit faible, il faut que la capacité
issue du milieu soit élevée. Le milieu de cultuentent des protéines, des particules
chargées. La présence accrue de ces charges aueséidectrolyte augmente de facon
importante la capacité du milieu ce qui pourraiplepuer pourquoi la fg= est faible et

recouvre le comportement résistif du milieu poutdgéométrie d’'léectrode.

Nous avons donc vu que les différentes électrodemeht des spectres d’impédance du
milieu cellulaire tres proches, excepté pour langémie 1. Le choix de la géométrie optimale
doit donc se faire selon les résultats obtenusesucultures de cellules CHO. La forme des

électrodes peut également avoir une influence'adinésion et la culture cellulaire.

220

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011

Chapitre 3: Caractérisation des dispositifs et modélisation

II.2. Influence du volume de liquide

Pour déterminer si nos systemes d’électrodesriéesgau fond de puits nécessitent un

volume optimal de liquide biologique pour effectussrrectement les mesures de leur

impédance, nous avons étudié l'influence de cemelen analysant différentes quantités

d’eau DI (60, 80 et 100 pl) avec les électrodesiesnsub-millimétriques, un diamétre de

puits de 6 mm et une tension de 10 mV.

Ces résultats sont présentés sur la Figure 3- 19.

24000 -
20000 4

16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000 -
2000
.

1ZI (Ohms)

22000 7

18000

—0— 121 60l
—/\—1Z1 80yl
—ve—1Z1 100yl

—O—Phase 60ul
% —<O—Phasegopl -0
% —+—Phase 100ul

h |
Phase (Degrés)

bﬂ"%’ 90

100

e
1000
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10000

Fréquence (Hz)

T -
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Figure 3- 19 : Mesures moyennées de I'impédance d#éférents volumes d’eau DI

obtenues avec le dispositif & puits et ses électexdsub-millimétriques rondes a une

tension de 10mV.

Ces mesures montrent que le volume de liquide aéalia pas d’influence sur sa signature

électrique.

D’aprés les travaux de Linderholm précédemmens ¢i8€20) et le Tableau 3- 3, ce résultat

s’explique par le fait que le champ électrique épas les électrodes planaires n’est pas
influent & plus de 8 um des électrodes. Les dfifigge de hauteur de quelques millimétres

causées par les variations de volume de liquidaragsent trop loin des électrodes et n’ont

donc pas d'influence sur l'impédance électrochireigdu systéme. De facon triviale,

'expérience effectuée avec du milieu de culturergodes résultats similaires.
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Au cours des mesures de caractérisation, nous aeomsrqué que le systeme pouvait étre
tres sensible. En effet, alors que les puits sampasés étre vidés de toute eau DI, nous avons
mesuré des impédances présentant encore des cempnts résistifs sur certaines plages de
frequences. Ces courants de conductions sont epriaioqués par quelques microgouttes
d’eau DI restant a la surface des électrodes.

Nous avons ainsi essayé de mesurer I'évaporationedjoutte d’eau DI en temps réel par
impédancemétrie. Pour cela 5 pl d’eau DI ont éfpdés au fond d’un puits contenant des
électrodes sub-millimétriques (Géométrie 4) et fgtdance du systeme a été enregistrée en

continu, pendant I'évaporation de la goutte. Cetésure est présentée sur la Figure 3- 20.

—1ZI TO Phase TO
——1ZI +81 min ——Phase +81 min
1000000 1ZI +120 min Phase +120 min
3 IZ] +158 min Phase +158 min - 90
E 1ZI +185 min Phase +185 min |
100000 ——1Z1 +195 min —— Phase +195 min | &g
mente En HF, 1ZI diminue

10000

1000 4

1Z1 (Ohms)
Phase (Degrés)

100

-60
10 4

1 -90

LU I AR | T LA R LI LA B R | T 3 T TETES
100 1000 10000 100000 1000000

Fréquence (Hz)

Figure 3- 20 : Mesure de I'évaporation d’'une goutt@l’eau DI par impédancemétrie avec
le dispositif a puits et des électrodes sub-millintégues rondes.

Nous voyons sur cette figure que, lors de I'évapomale module de 'impédance augmente
en BF et diminue en HF et que la résistance digpdoacement pour laissé place a une chute
capacitive comme observée lors d’'une mesure a Didenéme, la phase atteint les 90° en BF
et la fréquence au minimum de phase se décale lgsrdi.F.. Ce minimum s’éloigne
progressivement de zéro degré, valeur caractarestitqun comportement résistif.

Nous mesurons donc ici I'évolution en temps réell’mhepédance de nos dispositifs d'un
systeme électrochimique en partie résistif verssystéme uniquement capacitif (mesure a

vide).
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11.3. Effet de la tension d’excitation

L’application de tensions plus élevées peut augendstrapport signal-bruit et donc
ameliorer la sensibilité du systeme de mesure. Adartiliser nos micro-dispositifs a des
tensions supérieures a 10 mV, nous avons d’abowutliv@onnaitre I'influence de tensions
plus élevées sur les impédances mesurées.

Nous avons donc mesuré l'impédance des différenlisux analysés en faisant varier la

tension d’'excitation.

La Figure 3- 21 présente les spectres d'impédamceé3@ pl d’eau DI obtenu avec les

électrodes sub-millimétriques rondes, des puitérden et des tensions de 10 mV, 140 mV et

500 mV.
1000000 180
] —0—1Z1 H20 10mV 470
—/\—1ZI H20 140mV 1 60
—v%—1ZI H20 500mV 150

100000 - —O—Phase H20 10mv 740

—— Phase H20 140mV ] 28

J10
SHLE _._‘ *” 7 : ‘2, ‘ 7 O
10000? TR : . g.? ] 10
; Z iy + 1.20
1 .30
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1.50
3 60
1.70
1 80
F-90

—+—Phase H20 500mV

IZI (Ohms)
Phase (Degrés)

1000 4

100
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Figure 3- 21 : Mesures moyennées de I'impédance 8@ pl d’eau DI obtenues avec le
dispositif a puits et ses électrodes sub-milliméigues rondes (Géométrie 4) pour des
tensions de 10, 140 et 500 mV.

Nous constatons que les différentes tensions oénfi pas sur la mesure d'impédance de
'eau DI.

L’expérience similaire effectuée avec du milieucdéure donne le méme résultat.

Afin d’augmenter au maximum le rapport signal swith nous avons poussé I'amplitude des

tensions d’excitation au-dela des 500 mV.
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Nous avons ainsi constaté que les électrodes pesgaourt-circuiter sous I'effet d’'une trop

grande tension.
La Figure 3- 22 montre un exemple de ce court-ttmge progressif.

1
100000 o
10000 3
= i
£ 53
= ()]
(@] o)
)N 1000 - . o
: —— 750 mV 4120 &
1V_1
1 1V_2
100 - - -150
e —— t, ——
100 1000 10000 100000 1000000

Frequence (Hz)

Figure 3- 22 : Exemple de court circuit provoqué pel'application de trop grandes
tensions. Mesure effectuée sur 80 pl d’eau DI avéxdispositif a puits et ses électrodes

sub-millimétriques rondes a différentes tensions.

Nous voyons sur cette figure que les spectres diulaale I'impédance et sa phase restent a
peu pres stable pour des tensions comprises e@itet 500mV. A 750 mV, les niveaux
d’amplitude et de phase semblent avoir déja netterdaninué par rapport aux basses
tensions. La premiére mesure a 1 V montre un diagea de Bode déformé alors que la
deuxieme montre le court-circuit du systeme (pmasie et module de quelques Ohms).

Nous pouvons supposer que ce court-circuit estud@laguage diélectrique de lI'eau. Ce
phénomeéne a été étudié de fagon statique (3-38pnsitoire (pulse de tension) (3-34) mais,
a notre connaissance, les études sur le claguagBeale provoqué par des tensions

alternatives sont inexistantes. Afin de garantip&ennité de nos dispositifs et en méme

224

http://doc.univ-lille1.fr

© 2012 Tous droits réservés.



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011
Chapitre 3: Caractérisation des dispositifs et modélisation

temps la reproductibilité de nos mesures, noussdonc décidé de ne pas dépasser les 500

mV d’amplitude pour la tension d’excitation.

La tension a également un effet sur les mesurédea es mesures a vide sont effectuées sur
un systéeme capacitif, tres isolant en basse framuekussi pour une faible tension, le courant
mesuré par I'impédancemetre est trés faible, diambhule rapport signal sur bruit et

provogquant des mesures apparemment bruitées.
La Figure 3- 23 illustre ce phénomene avec une raedwide effectuée sur les électrodes

sub-millimétriques a une tension de 10 et 500 mV.

dEs ——12ZI Vide 10mV — Phase Vide 10mV
- - -1ZI Vide 500mV - - -Phase Vide 500mV

1E7

1000000

IZ] (Ohms)
Phase (Degrés)

100000

10000 +————

100 1000 10000
Fréquence (Hz)

Figure 3- 23 : Exemple de mesure a vide effectuéeex des tensions d’excitation de 10 et

500 mV avec le dispositif a puits et ses électrodgsb-millimétriques rondes.

Le spectre de 500 mV présente des valeurs d'impédsatables, méme en basse fréquence,
car le courant génére par I'excitation en tenssinraportant. Au contraire, le spectre obtenu
a 10 mV est bruité car le courant généré par Itakioin en tension est trop faible et le rapport

signal sur bruit devient ainsi également trop faisbur mesurer un signal non bruité.
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Ill. Caractérisation du dispositif a microcanaux

Apres avoir caractérisé le premier dispositif ayents, nous avons caractérisé le
dispositif microfluidigue. Nous verrons que ce disitif présente de nombreuses analogies
avec le dispositif précédemment étudié.

Nous nous sommes ici uniqguement intéressés auxrazedae différents liquides biologiques.
Ces liquides biologiques ont été introduits dasscknaux a I'aide d’'un pousse seringue a un
débit de 10 pl/min. L'effet du volume n’a pas densepuisque les canaux sont
continuellement remplis de la méme quantité deideul’effet de la tension n’a pas été
evalué puisque le dispositif est destiné a des rasssur des cellules adhérentes nécessitant
I'application de faibles tensions pour garder lekbutes intactes.

L’effet du flux du liquide a été évalué. Aucuneffé@iences d'impédance n’apparaissent entre
un flux d’eau DI stoppé ou circulant a 10ul/min.

l1I.1. Mesure de I'impédance a vide

A la page suivante, la Figure 3- 24 présente fmctses d'impédance moyennés
obtenus avec le systeme microfluidique a vide ettension de 10 mV.

Les spectres sont ici tronqués car ils ont été ndssavec I'impédancemeétre 4192 qui ne peut
mesurer des impédances de plus deQ. Ms ont donc été prolongés selon la méme pente

(courbe circuit équivalent).

Comme pour le dispositif a puits, ces spectres mpidance montrent les caractéristiques
fréquentielles d’'une capacité avec une décroissdncenodule d'impédance en 1/f et une
phase a — 90°.

En appliquant la méme méthode qu’au paragraphd udr les mesures a vide des dispositifs

a puits, nous avons calculé la capacité du syst€mike-ci est égale a 6 pF.
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Figure 3- 24 : Mesures moyennées de I'impédance ebue a vide avec le dispositif

microfluidique

D’aprés la caractérisation des dispositifs a puita)s savons que lorsque les électrodes sont
exposeées a l'air, le champ électrique se propageasars du verre. Dans ces conditions, les
électrodes sont en vis a vis sur les % de leurgueurs (voir chapitre 2, paragraphes 1.2.2.1.
et1.2.2.2)).

Au chapitre 2, paragraphe V.2., nous avons détérairconstante de cellule du dispositif a

microcanaux correspondante a cette situation, riateate de cellulé, : i, =14,889 m.,

En utilisant cette valeur de facteur de celluleapdés I'équation (16), la permittivité
diélectrique relative correspondante a une capdeit® pF est égale a 10,08 ce qui correspond

a la permittivité diélectrique du verre (3-12).

Ceci confirme que lorsque les électrodes sont edgwa l'air, le champ électrique se propage

dans le verre.
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I1l.2. Mesure de I'impédance de I'eau déionisée

La Figure 3- 25 présente les spectres d'impédarmgnnés obtenus avec le systeme
microfluidique dont les canaux ont été remplis aded’eau DI et une tension de 10 mV.
Les composants du circuit équivalent électrique éét déterminés a partir des mesures

expérimentales par la formule (62) et la méthode mdeindres carrés non-linéaires réalisée

avec le logiciel Origin.

o— |Z|
—o—Phase
— — -Circuit Equivalent
----- Fréquence de Coupure do
100000
430 &
? S
£ @
i (]
O e
— P
N @
. L
! - -60 o
]
¢ o)
; :
4 ] .
]
]
ety ——rrrr] -390
100 1000 10000 100000 1000000

Fréquence (Hz)

Figure 3- 25 : Mesures moyennées de I'impédance die DI obtenues avec le dispositif

microfluidique.

Nous remarquons que ce spectre est trés procheusteobtenus avec le dispositif a puits avec
deux phases capacitives et une résistive. Le cdempent capacitif di0 au phénoméne de
double couche en B.F. s’étale sur trés faible pfegppientielle. Le comportement résistif et le

comportement capacitif en H.F. di aux propriétésediriques de I'eau sont bien observables

sur la plage frégquentielle étudiée.
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Pour modéliser le spectre d’'impédance, nous avomglogyé le circuit de modélisation
précédemment utilisé (Figure 3- 3).
Les paramétres de modélisation obtenus sont: gigiec® 1,95691.18'+ 9,15422.13*F

- K= 1,86408.10+ 5,81457.10 S.¢§

- n=0,68521 + 0,00411

- Rcn=52742,17596 + 82,615Z3.

Nous constatons sur le diagramme de Bode une bmomélation entre notre modele et les

données expérimentales sauf pour la phase en deds@00 Hz.

Nous constatons que la valeur de résistance estéfguée et les valeurs de capacité en B.F.
(K) et en H.F. (Geed plus faibles que celles obtenues pour le dispasipuits avec les
électrodes micrométriques et sub-millimétriques.

Ceci s’explique par le fait que, pour un méme ébdygtte, comme le facteur de cellule du
dispositif a microcanaux est plus éleve, la valbeirésistance mesurée est plus élevée et les

valeurs de capacité plus faibles (cf relation @t5()16)).

A partir de ces parametres, nous avons calcul&dgsiences de coupure basse fréquence et
haute fréquence avec les formules (71) et (72) 82,38 HzatFg = 154202,44 Hz.

La fréquence de coupure haute fréquence est ingliguépointillés bleus sur le précédent
spectre. Nous constatons que cette fréquence t&limen le comportement reésistif et le

comportement capacitif haute fréquence de 'impédan
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I11.3. Determination des proprietés électriques de I'eau

déionisée

11.3.1.

.3.1.1.

Etude avec un circuit équivalent

Modélisation avec un circuit équivalent

Pour déterminer les propriétés électrigues deul'dd a partir des mesures

d'impédance du dispositif microfluidique, nous asprmomme pour le dispositif a puits,

appligué les relations (13) et (14) avec la corstate cellules déterminée au chapitre 2,

paragraphe V.2., dans des conditions ou les casanixremplis avec un liquide biologique.

Pour rappel cette constamig,, est égale & 55.83578'm

En appliguant les relations (13) et (14) sur lesrs@s issues de la précédente modélisation de

impédance, nous pouvons analyser ces spectres Bvecircuit équivalent décrit au

paragraphe 1.2. Ce modele est représenté en sgt@podes données expérimentales de

relaxation sur la figure suivante

0,0015 —_%
Ny
] '§b%
< 1E-3
£ !
2}
(0]
=
k=3
=
O
o
w
© | 7
2 5E44 %D’l
8 il
= i
2 o
&)

—0O— Conductivité Electrique

o— Permittivité Relative Diélectrique
- = -Circuit Equivalent
-----Fréquence de Coupure

+4 10000

+ 1000

100

100

1000 10000 100000

Fréquence (Hz)

1000000

Permittivité Dlélectrique Relative

Figure 3- 26 : Evolutions fréquentielles de la condttivité électrique et de la permittivité

diélectrique d’eau ionisée obtenues avec le disptismicrofluidique. Résultats présentés

avec la modélisation issue du circuit équivalent éttrique.
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Nous voyons sur la précédente figure que les seae conductivité électrique et de

permittivité diélectrique suivent bien le modéle@ebye (cf chapitre 2, paragraphe 1V.4.).

En B.F., la permittivité diélectrique ne se stagilpas et atteint une valeur élevée. En H.F., la
permittivité atteint une valeur beaucoup plus &bl se stabilise en fréquence.

La conductivité augmente en basse fréquence ptrindite une valeur quasi-constante dans
les hautes fréquences, au dessus de 10 KHz.

Sur la Figure 3- 26, nous avons indiqué en pointillés bléa fréquences de coupure
précédemment déterminée. Comme pour le disposifiliés, nous constatons que cette
fréquence délimite environ le domaine fréquential la permittivité diélectrique devient
guasi-constante avec la fréquence, i.e. quandlepartements capacitifs issus des propriétés

diélectriques de I'eau dominent I'impédance glolthlesystéeme.

Nous avons déterminé les valeurs de permittiviédedirique obtenue en basse fréquence, a
100 Hz €sp) et en haute frequence, a 1 MHg, ainsi que la valeur stabilisée de la
conductivité électrique mesurée a 50 Kh2. (Nous avons déterminé la conductivité a 50
KHz, comme pour le dispositif a puits.

- ege=51004

- gnqp=120

- 6=110°S.n'"

Nous voyons que la valeur de permittivité diélegtd en haute fréquence est trop élevée, de
méme que la conductivité électrique. Bien que @sws soient du bon ordre de grandeur,

elles sont environ 50% trop élevées.

Comme l'allure des spectres correspond bien au laatierelaxation de Debye, les valeurs
erronées de ces parametres sont dues a une madgtsaination de la constante de cellule
et non pas aux mesures expérimentales. Cette eilssue du facteur de cellule peut
s’expliquer par I'approximation faite pour son cdlc

Pour calculer ce facteur, nous avons considérélemelectrodes sont en vis-a-vis d’'une
longueur correspondant a celle du canal en PDM$&-adire 400 um (cf chapitre 2,

paragraphe IV.2.2).
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Seulement pour obtenir a partir des mesures d’ispes des valeurs de conductivité et de
permittivité en haute fréquence correctes, d’ageesformule (50), il faudrait que les

électrodes soient en vis-a-vis sur une longue@0fdepum au lieu de 400 pm.

Deux phénomeénes peuvent expliquer cette longudectafe sur laquelle les électrodes
seraient réellement en vis a vis :
- des pertes de courants via le couplage inter-éléetau travers du substrat de verre.

- des effets de bords aux limites du canal.

En effet sous le canal en PDMS large de 400 pméliestrodes sont en vis-a-vis sur une
longueur de 1500 um (cf chapitre 2, paragraphe ¥igure 2-32).

Comme nous avons précédemment vu qu’une partiehdmg électrique peut se propager
dans le verre sous la forme de courant de déplaterhse peut que, malgré la conductivité

et la permittivité plus élevées de I'eau DI, uniblfa partie du courant se propage entre les
électrodes en dehors du canal, au travers du verre.

De la méme maniere, I'eau DI contenue dans le gamatl interagir au travers du PDMS ou

du verre avec la partie des électrodes proche diichocanal.

Dans les deux cas, cette fuite de courant augmantengueur effective sur laquelle les
électrodes sont en vis-a-vis. C'est cette longuedtective qui devrait étre prise en compte
pour le calcul du facteur de cellule.

Pour empécher les couplages inter-électrodes aersralu substrat, le verre pourrait étre
passivé avec un matériau possédant une consta&tgetdgue plus élevée.

Pour éviter les effets de bords, la partie destréldes au dessus de laquelle le canal ne passe
pas pourrait étre également passivée. Seulemdrtmatsivation compliquerait I'alignement

du canal au dessus des électrodes.
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11.3.1.2. Détermination des parameétres électriqgues a partir

du circuit électrique équivalent

Comme pour les dispositifs a puits, nous avons eoéfes valeurs de conductivité et
de permittivité avec les valeurs déterminées airpdes différents composants du circuit
électrique équivalent.

De la méme maniere, pour calcuternous avons utilisé la relation (15) avec la valde
KL, et la valeur de Bn Pour calculeegr, nous avons utilisé la relation (16) et cette méme

valeur de facteur de cellule en utilisant la valdarK. Pour calculegyg, nous avons fait de

méme avec la valeur dg;&ec

Les parameétres électriques ainsi déterminés sont :
- K —egr: 1,17552.10
- Cg— enr: 123,406
- Ri— 0 :1,059.10 (S.ni")

Comme pour le dispositif a puits, la modélisatianl'dnpédance avec le circuit équivalent
permet d’obtenir des valeurs de conductivité éigatr et de permittivité diélectrique en
hautes fréquences proches de celles déterminée¢sagant les spectres complets de ces
parametres. L'erreur issue du calcul du facteucelkile se répercute encore une fois sur les

valeurs de permittivité et de conductivité.

111.3.2. Modélisation avec la relaxation de Debye et de Cole
Cole

bY

Comme pour les dispositifs a puits, nous avonergéhé quantitativement les

parametres des phénomenes de relaxation.

Pour ces modélisations, nous avons appliqué leseméméthodes que celles décrites au
paragraphe 11.1.3.2.. Les modélisations issues diférents modéle de relaxation sont
représentées a la page suivante, sur la Figure/ 3er pointillé et en superposition des

spectres expérimentaux de conductivité et de ptwvitat
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Figure 3- 27 : Evolutions fréquentielles de la condttivité électrique et de la permittivité

diélectrique d’eau ionisée obtenues avec le disptismicrofluidique. Résultats présentés

avec le modeéle de relaxation de Debye af &t au 29 ordre et le modéle de Cole-Cole.

111.3.2.1.1. Analyse du modéle de Debye aulordre

Comme pour le dispositif a puits, le modele de y@ehu £ ordre suit l'allure des

spectres mais présente une déviation quantitatit@ble avec les valeurs expérimentales de

la conductivité et au niveau de la phase de la pigvite diélectrique relative.

Les différents paramétres issus de la modélisatiorf” ordre de la relaxation de Debye

sont :

© 2012 Tous droits réservés.

esr = 80601,55075 + 1857,01567
enr = 120

1=9,17054.10 s +1,89254.18
opc = 2,36982.10 S.m' + 0,02054
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Le temps de relaxation mesuré est compris dan€taergamme que les temps de relaxation
mesurés avec le dispositif a puits. |l se rappraisement de celui déterminé par Teschke et
al. (3-28).

La conductivité statique se rapproche de celle néesavec les dispositifs a puits.

La permittivité diélectrique en basses fréquenstsda méme ordre de grandeur que celles
mesurées avec les dispositifs a puits mais estg@@se. La valeur issue du modeéle &u 1

ordre se rapproche de celle déterminée expérinssnémit.

Comme pour le dispositif a puits, le modéle dexatian de Debye au*lordre ne permet pas

de décrire de maniére suffisamment précise les@meaexpérimentales.

111.3.2.1.2. Analyse du modéle de Debye al'2ordre

Nous voyons que la modélisation all® Drdre est trés proche des spectres

expérimentaux.

Les différents paramétres issus de la modélisaior® ordre de la relaxation de Debye
sont :

- epr = 105587,38245 + 1555,54137

- ewr =4241,33133 + 252,56282

- eqr =120

- 1,=0,00128 + 2,02701.10

- 1,=1,7187.10 s + 7,12873.16

- opc =1,08894.170 S.ni"' + 5,06167.18

Les ' et 2™ temps de relaxation sont respectivement compris t& mémes gammes que
les ' et 2™ temps de relaxation mesurés avec le dispositifits.p

La permittivité diélectrique en basse fréquencedasnéme ordre de grandeur que celle issue
du modéle au®lordre.

La permittivité diélectrigue en basse fréquencecalte aux moyennes fréquences sont
respectivement du méme ordre de grandeur que ce#iesrées avec le dispositif a puits.
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Comme pour le dispositif & puits, les bons réssilisgus de cette modélisation &i®drdre
confirme la présence d’acide carbonique dans IBlalRappelons que, correspond au temps
de relaxation de la double couchegtelui des molécules d’acide carbonique.

Les temps de relaxation ici obtenues correspondiemt a ceux précédemment déterminés

avec le dispositif a puits.

[11.3.2.1.3. Analyse du modele de Cole-Cole

Comme pour le dispositif a puits, nous avons égafeé modelisé les spectres avec le

modele de Cole-Cole.

Nous constatons sur les précédents spectres deuatowitd et de permittivité que la
modélisation de Cole-Cole est trés proche des kmlempiriques et donne les meilleurs

résultats de modélisation.

Les différents parametres issus de la modélisatoGole-Cole :
- ¢epp= 70700 + 2668,62261
- engrp =120
- 1=8,93823.10 +9,75405.18 s
- =0,03079 +0,00113
- opc = 2,33567.10 £ 5,06167.19 S.m"

Comme pour le dispositif a puits, le temps de iax du dispositif & puits est proche du
temps de relaxation issu du modéle de Debye®aordre. Le paramétre de dispersianest

du méme ordre de grandeur que ceux obtenus palispesitif & puits mais légerement plus
faible. La permittivité diélectrique basse fréquerst proche de la valeur expérimentale et la
conductivité statique est également proche de obllenue avec le modéle de Debye &u 1

ordre.
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I1l.4. Mesure de 'impédance de milieu cellulaire

La Figure 3- 28 présente les spectres d'impédarmgnnés obtenus avec le systeme
microfluidique dont les canaux ont été remplis asleanilieu de culture des CHO, du milieu

F-12K avec 10% de sérum feetal bovin. La tensioraifation a une amplitude de 10 mV.
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Figure 3- 28 : Mesures moyennées de I'impédance oelieu de culture des cellules CHO

obtenues avec le dispositif microfluidique

Nous voyons que le spectre a la méme allure qepdetre du milieu cellulaire mesuré avec
le dispositif & puits : une chute capacitive eplateau résistif.
Nous avons modélisé cette impédance avec le méndelenque les dispositifs a puits (cf
Figure 3- 18), i.e. une résistance en série avegdament a phase constant.
Voici les paramétres de ces composants : - K =0DB30" + 1,16904.10 S.¢

-n =0,88524 £ 0,00111

- R =34,66836 + 4,32592

Cette modélisation donne des résultats satisfasant
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Comme pour le dispositif a puits, cette modélisatimontre que la conduction du PBS est
tellement élevée que ses propriétés diélectriguaepparaissent plus dans le spectre
d’'impédance.

A patrtir des valeurs de K et R, nous avons déterdariréequence de coupure selon la formule
(71) et I'avons représentée sur le spectre d’'impéelau milieu cellulaire. Cette fréequence est
égale a 60007,5 Hz. Comme pour le dispositif aspuiette fréquence de coupure élevée
décale le comportement capacitif issu des promridiélectrique du milieu en dehors de la

plage de fréquences étudiée.

La valeur de résistances R est du méme ordre dedewa que les résistances
d’interconnexions (cf paragraphe 1.5). Comme peudispositif & puits, pour ne pas mesurer
des phénomenes parasites, il vaut mieux donc étlitigédance du milieu cellulaire plus

bas en fréquence, en considérant son comporterapactitf.
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Conclusion du chapitre 3

Dans ce chapitre, nous avons présenté le cirquivélent que nous avons utilisé pour
modéliser nos mesures d’'impédance électrochimig@escircuit précédemment développé
par Linderholm et Renaud (3-1) comprend un éléndephase constante pour modéliser le
phénomene de double et une résistance et une Eapaprésentant respectivement les
propriétés résistive et diélectrigues de I'échkomil Nous avons montré que pour les
modélisations d’impédance électrochimique, le ph#&me de double couche peut étre
décorrélé des propriétés diélectriques de I'échantiEn se référant aux travaux de Timmer
(3-2) et Hong (3-3), nous avons vu comment chaaina$ composants et donc chacune des
caractéristiques électriqgues de I'échantillon déteent précisément I'évolution fréquentielle
de son impédance et les fréquences de coupuretérdsticiues. Nous avons également
montré que les interconnexions des dispositifsgi@rmat les mesures d'impédance au dessus
de 1 MHz.

En caractérisant les dispositifs a puits avec wiffés milieux, nous avons montré que le
champ électrique généré dans les dispositifs asad@opage, non par l'air, mais par le verre.
Les spectres d'impédance de l'eau DI et leur medébn ont montré que les mesures
obtenues avec nos bioMEMS suivent bien les prawiétectrochimiques mises en évidence
dans des précédents travaux d'impédancemétrie3¢3)2,Nous avons ainsi vu que les
géomeétries micromeétriques sont les mieux adaptémsr pes électrolytes de faible

conductivité.

A partir des spectres de lI'eau DI, nous avons d@ter I'évolution fréquentielle de sa
conductivité et de sa permittivité diélectrique.udcavons vu que ces évolutions suivent le
modele de relaxation décrit par Debye et les avamaslysées avec le précédent circuit
électrique équivalent. Nous avons ainsi vu que ioguit équivalent permet de retrouver
rapidement la conductivité électriqgue et la constadiélectrique de [I'électrolyte. Les
fréequences de coupures déterminées a partir deposamts correspondent également a des

fréquences de transition des relations de dispessieélectriques.

Nous avons ensuite analysé ces spectres avec l@glenade Debye et de Cole-Cole. Le
modeéle de Debye au®lordre ne permet pas de modéliser correctementelesions de
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dispersion de la conductivité et de la permittivite modéle au " ordre apporte des

modélisations satisfaisantes de ces relations retgiede déterminer les temps de relaxation
causées par la double couche et ceux issues désuted d’acide carbonique contaminant
'eau DI. Ce modele dévie encore légerement desiregsexpérimentales. En considérant la
dispersion des temps de relaxation, le modele de-Cole permet de modéliser 'ensemble
des géométries sur toutes la plage de fréquend&état détermine la moyenne des différents

de relaxation observés dans I'eau DI.

Les mesures d'impédance du milieu cellulaire onhtmque les propriétés conductrices de
ce milieu sont tellement faibles que les propriétédectriques n’apparaissent pas dans la
gamme de fréquence étudiée. En hautes fréqueraegqropriétés conductrices du milieu

cellulaire provoquent une impédance de faible vaggldu méme ordre de grandeur que les
résistances d’interconnexions. Pour les analyssdriglues des CHO, il est donc préférable
d’étudier les spectres d'impédances aux fréqueimtesmédiaires. Les différentes électrodes
présentant des impédances du milieu cellulairehm®cle choix de la géométrie la mieux

adaptée a I'étude des CHO doit se faire seloréesltats obtenus sur la culture cellulaire.

Nous avons également montré que le volume de kguithfluence pas la mesure de son
impédance. L'impédancemétrie permet cependant tkeesan continu I'évaporation d’'une
goutte au fond des puits.

Nous avons analysé I'effet de la tension d’ex@tasur les mesures d’impédance. En dessous
d’'une amplitude de 500 mV, la tension n’a aucuetefiu dessus les électrodes se dégradent
progressivement. A une amplitude de 1 V, les é@eeis se court-circuitent. Nous supposons

gue ce court-circuitage est di au claquage diéeetde I'eau.

Nous avons ensuite caractérisé de la méme mamiatispositif microfluidique. L'étude de
influence du volume n’a pas de sens puisque ksaax sont continuellement remplis.
L’étude de la tension ne peut s’appliquer car geMBMS sont dédiés a I'étude de cellules
adhérentes qui nécessitent I'application de faitd@sions. Nous avons mesuré I'impédance
de difféerents milieux. Comme pour le dispositif @itp, les mesures a vide montrent que le
champ électrique se propage dans le verre. Lesregeslieau DI montrent les mémes
caractéristiques que celles issues du disposijiiiits. Ces mesures permettent également de
déterminer les spectres de conductivité et de prvité diélectrique de I'eau DI. L'analyse

de ces spectres effectuée avec le circuit equiv@eatrique, les modeles de relaxation de
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Debye au ¥ et au 2 ordre et le modéle de Cole-Cole permet de détemles mémes
caractéristiques et les mémes temps de relaxatien’étude réalisée avec les dispositifs a
puits. De la méme maniére, les mesures d'impéddacmilieu cellulaire montrent que la

conductivité élevée du milieu nécessite d’étudesrCHO aux fréquences intermédiaires.
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Ce chapitre présente les travaux d'impédancemétigetués avec les bioMEMS décrits au
second chapitre pour I'analyse du paraSit@arvum

Nous décrivons d’abord les enjeux de la détectmneadparasite pour les problemes mondiaux
d’acces a I'eau potable, l'infection qu’il provogee les moyens actuels et émergents de sa
détection. Nous détaillons ensuite les tests eféscipour mettre au point un protocole de
préparation et d’analyse d€s parvumnous permettant d’obtenir des mesures d’impédance
stables et reproductibles. Nous étudions l'effetndilieu de suspension sur la signature
électrigue des parasites. Nous présentons égalemmentméthode impédimétrique pour
déterminer la concentration d€. parvum suspendus dans de pB ppi. Nous nous
intéressons enfin a la discrimination électriqudadé@abilité des parasites.
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|.  Cryptosporodium parvum : un probleme de santé
publique

I.1. Probleme mondial d’acces a I'’eau potable

Aujourd’hui, les problémes écologiques liés atheedfement climatique prévu par les
scientifiques du groupe d'experts intergouverneatesuir I'évolution du climat (GIEC) laisse
envisager le pire sur l'accés aux ressources sitgle sont I'eau et la nourriture (4-1). Il
prévoit que 3,2 milliards d’humains seront expasées pénuries d’eau séveres en raison des

sécheresses, de la dégradation et de la salimsdg®sols.

Actuellement déja, un rapport récent des NationgedJid-2) fait état de 1,1 milliard de
personnes qui n‘ont pas acces a de I'eau potalde 2t6 milliards qui n’ont pas acces a de
l'eau leur permettant de vivre dans des conditiGasitaires correctes. Ces chiffres
correspondent respectivement a 17% et 40% de lalgogn mondiale. Ces problemes
d’acces a I'eau potable et de conditions sanitaicesectes entrainent une augmentation du
taux de mortalité, notamment chez la populatiorantife. Toujours en lien avec cette
situation critique, le rapport mentionne égalemanmort de 1,6 millions d’enfants chaque

année a cause de graves diarrhées.

Ces chiffres et prévisions rendent chaque soureaudVitale. Dans les pays du tiers-monde,
une des principales causes de la non potabilitéede issue de sources naturelles est la
présence de parasites infectieux. Ces mémes garasint en effet, dans la majeure partie des
cas, la cause des diarrhées infantiles mortelléségemment mentionnées (3-2). Ce genre
d’infection touchant particulierement les pays pasyil devient important de développer des

techniques de détection et de désinfection pratigaiea faible colt. L'accés a des sources
d’eau potable dans les pays du tiers monde pow@ti@tgrandement facilité par la détection

rapide de ces parasites avec des techniques sigtges couteuses.

Les pays développés ne sont pas épargnés mémeasitlsnoins exposés. Pour exemple, la
ville de Milwaukee, dans I'état du Wisconsin auxSlA., a connu en 1993 une grave
épidémie de contamination parasitaire avec 400 &&onnes touchées par de séveres

diarrhées et 69 morts (4-3). Cette épidémie monue les technologies actuellement
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employées pour la désinfection de I'eau sont pabfies non seulement concernant leur cot

mais aussi leur sensibilité (4-4).

1.2. Infection due au parasiteCryptosporidium parvum

Le Cryptosporidium parvum(C. parvum est un de ces parasites infectieux
contaminants de nombreuses sources d’eau, lesntenda potables. Ce parasite cause la
cryptosporidiose chez I'humain et l'animal, une é&év diarrhée dont les symptbmes
principaux sont de violentes crampes d’estomadpdes nausées, de graves diarrhées, de la

déshydratation, une importante fievre et une mitpoids (4-5).

Chez les personnes au systéme immunitaire affaimiyme les personnes séropositives ou les
jeunes enfants, la cryptosporidiose peut méme rétgelle (4-6). Ce parasite est aussi
présent dans les pays développés : I'exemple peéudent cité de Milwaukee concerne une
épidémie de cryptosporidiose. Depuis vingt anspdeasite est méme reconnu comme la
premiére cause d'infection due a I'eau aux U.S485). Enfin, aucun traitement spécifique ne
permet de traiter cette infection. Seuls les symgt® de diarrhée peuvent étre traités avec les
médicaments adéquats. Le seul moyen de se prédena cryptosporidiose est donc une

détection du parasite en amont.

Le parasiteC. parvum est un protozoaire (eucaryote unicellulaire se rmssant de
constituants organiques par phagocytose), un parasii est infectieux sous sa forme
d’'oocyste. L’'oocyste est une entité biologique dgrd de diametre possédant une coquille
épaisse permettant &1 parvumde contaminer I'eau et de rester actif pendantatebmeux
mois sans avoir trouvé d’héte. Une fois I'oocystgéré, il libere quatre sporozoites qui

infecteront les cellules épithéliales de l'intestausant ainsi la diarrhée (Figure 4- 1).
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Figure 4- 1 : lllustration d’oocystes deC. parvum libérant leurs sporozoites dans
I'intestin.
Habituellement, I'ingestion d’une centaine de piaspeut provoquer la cryptosporidiose (4-
7) mais la maladie peut aussi étre causée parmsentequelques oocystes issus de souches

particuliéerement virulentes (4-8).

La période d’incubation de l'infection est de deudix jours. La maladie dure de une a deux

semaines chez les patients au systéme immunitaire s

1.3. Meéthodes de détection actuelles du parasite.
parvum

La procédure de détection du para€itgparvumest précisément décrite par I'’Agence
de Protection Environnementale des U.S.A. ('E.PeAest désignée par la méthode 1622 (4-
9). C’est la méthode référence suivie par les whffés centres de surveillance de la qualité de
l'eau a travers le monde. La méthode 1623 décmt procedure tres proche pour détecter

egalement I&iardia muris un autre parasite infectant I'eau (4-10).

Avant que toute détection du parasite soit possiblest impératif de filtrer des volumes
importants d’eau (plusieurs dizaines de litres)rgmauvoir récupérer un nombre significatif
de parasiteC. parvum En effet les concentrations réelles d’oocystesCdgarvumsont
d’environ 10 oocystes/L voire moins (4-11). Unesféieau filtrée, la solution analysée est
centrifugée pour faire sédimenter les parasitestiger le surnageant.
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Les parasites sont ensuite capturés a l'aide dd@paration immuno-magnétique (IMS). Cette
méthode consiste a utiliser des billes magnétiguedesquelles sont attachées des anticorps
anti-C.parvum Ces anticorps sont capables de se fixer auxeardgyprésents a la surface des
oocystes pour que ceux-ci soient capturées parilles magnétiques. Les complexes parasites-

billes sont ensuite récupérés a I'aide d’'un aimant.

Apres leur capture, les parasites sont séparébiliies magnétiques pour étre marqués avec

des anticorps fluorescents et colorés au 4',6-di@mi2-phenylindole (DAPI).

Le marquage fluorescent va permettre de compteratiquement les parasites a I'aide d’'un

cytometre en flux (cf lexique).

Si le comptage est effectué manuellement avec hamlore de comptage (cellule de malassez
ou hémocytomeétre), une lame avec puits ou une nambiltrante, le marquage permettra

d’effectuer ce comptage a l'aide d’observationsracroscope a fluorescence et a contraste
interférentiel différentiel (méthode Nomarski). Cd#férentes étapes de détection sont

résumees et schématisées sur la Figure 4- 2 .

Figure 4- 2 : Schéma de la procédure actuelle deteétion des parasite<. parvum,
A : Echantillonnage ; B : Filtration, C : Séparation immuno-magnétique, D : Séparation
des billes aux parasites ; E : Marquage par fluoreznce (FITC) et DAPI ; F : Comptage

automatique par cytométrie en flux ; G : Comptage manuelle avec cellule de Malassez.
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Cette méthode reste complexe et lourde. Le compemjeune étape qui pourrait étre
particulierement améliorée.

En effet s'il est effectué de fagcon automatiqueeduiert I'utilisation d’'un cytometre en flux.
Comme les parasites sont des cellules infectieus&sessitant des précautions de
manipulation et des installations de sécurité 8eni2eau, il faut que ce cytomeétre soit
exclusivement dédié au comptage de ces parasitegudl soit précautionneusement
désinfecté avant de pouvoir étre utilisé pour uotreaapplication. Son usage dédié est
particulierement colteux puisque un cytometre arx fest un appareil de laboratoire
extrémement cher. Le réserver exclusivement podeétaction de parasite est donc un luxe
que peu de laboratoires peuvent se permettre, @mgoins ceux de pays en développement.
Son nettoyage requiert lui beaucoup de précaupons ne pas risquer la contamination des
prochains échantillons analysés et une immobitisadie la machine sur plusieurs jours.

D’un autre coté, le comptage manuel est une tedenigstidieuse qui réclame beaucoup de

temps d’analyse et une expertise élevée.

Nous voyons donc que le comptage, qu’il soit efféchutomatiquement ou manuellement,
mérite d’'étre amélioré pour faciliter la procédgi®bale de détection du parasite et de

désinfection de I'eau.

|.4. Methodes innovantes et émergentes de détection

Avec les problemes mondiaux d’acces a l'eau petgibecédemment évoqués, des
travaux d’ingénierie biomédicale se sont intéress@®velopper de nouvelles méthodes de

détection du parasite.

Parmi ces études, nous pouvons citer les travausadg et al. qui ont utilisé les techniques
optiques en adaptant un SPR (cf lexique) dosutface a été spécifiguement modifiée pour
la détection d€. parvum(4-12). Son niveau de détection reste lui élevé puisqeessibilité
minimum est de 100 oocystes/ml (0,1 oocystes/(ibtdgration de la technique SPR au sein
d’'un systeme d’analyse sur site (Point of Carergytags ou test décentralis€) reste néanmoins

complexe.
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Campbell et Mutharasan ont utilisé les techniquésaniques en fonctionnalisant de la méme
maniére une micro-poutre pour capturer et détdetparasite (4-13). Le seuil de sensibilité
est identique a celui obtenu par SPR.

Taguchi et al. ont utilisé un systeme uniquememtafiuidique pour capturer les parasites au
travers d’une micro-grille en acier dont la dimemsdes pores est inférieure au diametre du
parasite (4-14). Cette méthode permet de ne phseutia séparation immuno-magnétique

mais requiert encore l'usage de marqueurs fluorés@t un comptage manuel.

A notre connaissance, aucune étude n’a encoreéutds propriétés électriques des parasites
pour leur détection. L'impédancemétrie est pourtard technique facilement exploitable, au
potentiel énorme (détection en temps réel, sanguear, non invasive et permettant des
analyses a haut-débit (4-15) et facilement applécada détection des parasites (cf chapitre
1)). Elle pourrait étre intégrée a la méthode 1@22r améliorer son rendement et sa
reproductibilité.

Les détecteurs électriques peuvent aussi étresfaeiit intégrés au sein d’un laboratoire sur
puce pour réaliser des analyses sur site de ldiptiiade 'eau. Pour ce type de systeme
intégré, comme les concentrations naturelles easfies sont trés faibles, une étape de
concentration préalable a celle de détection e$igaibire. Ce concentrateur électrique
permettrait ainsi de réduire la sensibilité requigesysteme de détection électrique.

Nous nous sommes donc intéressés a utiliser leensgs précédemment caractérisés pour

détecter les parasites @e parvum

Pour ces manipulations sGr parvum nous avons préféré utiliser des dispositifs dspcear
ils conviennent mieux a I'analyse de cellules espsuasion. Leur nettoyage et manipulation

sont en effet beaucoup plus aisés.
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II. Mise en place d’'un protocole de mesure et de
préparation des oocystes

Lors des premiéres mesures effectuées sur leifgaCagparvum nous avons cherché a
définir un protocole de manipulation nous permettiobtenir des impédances électriques
stables dans le temps et reproductibles. Commedatda méthode 1622, apres que I'eau

d’origine ait été filtrée, l&C. parvumest suspendu dans de I'eau purifiée. Pour effeces

.....

Comme le parasite est un agent infectieux, toutssmanipulations ont été effectuées sous
une hotte a flux laminaire dans une salle dédiée raanipulation de ce parasite a I'Institut
Supérieur d’Agriculture (ISA) de Lille sous la sugision de Jérbme Follet, maitre de

conférence a I'lSA.

Dans ce paragraphe, sauf précisé, toutes les nsegrésentées ont été effectuées avec une
tension de 10mV d’amplitude, un volume de solutibitdogiques de 110 pl et des puits de
8mm de diametre. Les graphiques ne comportent’gaartitype car ils sont présentés a titre

d’exemple.

[1.1. Stabilité des mesures

L’injection de cellules biologiques en suspensidans des puits suggere que ces
cellules vont sédimenter au fond des puits. Ce @inéme devrait modifier 'impédance du
systeme au cours du temps. Nous avons donc mesweénéinu 'impédance électrique au
sein de nos micro-puits aprés y avoir injecté wrgpension d’eau pour préparation injectable
(H20 ppi) avec 10 oocystes/ul afin de vérifier si leaddimentation a un effet sur I'évolution

temporelle de la conduction du systeme.

La Figure 4- 3 présente I'évolution temporelle dephartie réelle de I'impédance lors de
I'injection successive d'bD ppi et d’oocystes d’ ¥ ppi avec un dispositif a micropuits

recouverts ou non de Parafilm (cf lexique).
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Pour cette manipulation, nous avons utilisé [a géométrie d’électrodes, les sub-
millimétriques (cf chapitre 2, paragraphe |.2.1Higure 2-7) et la plage fréquentielle va de

100 Hz a 1MHz. Les impédances ici présentées stlesmbtenues a 10 KHz.
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Figure 4- 3 : Evolution temporelle de la partie rélle de 'impédance a une fréquence de
10 KHz lors de I'injection de C. parvum suspendus dans de I’ kD ppi avec un dispositif
recouvert ou non de Parafilm. La concentration de arasites est de 10 oocystes/pl.

Nous observons sur le graphique une évolution teefipade la partie réelle de 'nmpédance
guand le puits n'est pas couvert. Cette évolutemporelle disparait quand on couvre le
puits. Les tests faits avec et sans parasites pmhee conclure que la sédimentation, méme
si elle se produit, ne modifie pas 'impédance tetahimique du systeme.

Nous avons évoqué au deuxieme chapitre le faitl'gae purifiee pouvait étre facilement
contaminée par le dioxyde de carbone présent dainsnbiant. Cette contamination a pour

effet d’'augmenter la conductivité de 158 ppi (4-16).

La Figure 4- 3 montre bien que l'utilisation d’ual ffilm diminue considérablement les
variations d’'impédance au cours du temps. Le Hardéissant passer tres peu de gaz, il
semble donc diminuer la contamination de {CHopi en CQ. Cette expérience montre que le
flux de la hotte sous laquelle sont effectuéesrlesures n'empéche pas cette contamination.
Pour le reste des manipulations, nous avons dammuvert nos puits d’un film de Parafilm

afin d’obtenir des impédances stables au coursmipg.
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I1.2. Régéneération du dispositif

Une des conditions pour avoir des mesures comiggrabtre différentes analyses sur

les parasites est que le systeme d’analyse, naMBMS, ne soit lui-méme pas modifié

entre les mesures. Pour vérifier que le systénte rdentique au cours des manipulations,

nous avons choisi de vérifier I'impédance du mil@a suspension entre chacune de nos

mesures, ici I'HO ppi. Si le systeme de mesure n’est pas modiitte ¢impédance doit rester

identique tout au long de la manipulation et ncalys®s sur parasites restent comparables.

Lors des premiéres manipulations <Cir parvum nous nous sommes rendu compte que

l'injection des parasites modifie le conditionnemeles électrodes. En effet, si aucune

procédure de nettoyage intermédiaire n’est appéiglismpédance de I'eau avant et apres

I'injection des parasites présente des valeurgmdifites (Figure 4- 4).
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Figure 4- 4 : Impédances d’ HO ppi avant et apres l'injection deC. parvum suspendus a

200 oocystes/ul mesurées avec les électrodes micétnques rondes.

L’'impédance de I'HO ppi a tendance a diminuer aprées la mesure syralesites. Il semble

donc que certains parasites ne soient pas retirgaiidls en méme temps que leur milieu de

suspension ou qu'ils laissent des espéces chaagdesd du puits.
Nous avons donc essayé d'utiliser divers prodwetaettoyage pour régénérer les électrodes :

de l'acide chlorhydrique concentré a 1%, de I'étiat une solution de nettoyage dédiée au

matériel scientifique : 'ElIma Clean.
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Avant d'utiliser ces produits pour les analysespdeasites, nous avons d’'abord évalué leur
effet sur les électrodes en mesurant I'impédanteQ@’ppi avant et apres leur utilisation.
Pour se faire les produits ont été minutieusemeptiqués dans les micro-puits avec une
dizaine de pipetage. Ces produits sont ensuitésiagec le méme nombre de pipetage@H
ppi. Apres cela, I'eau est une nouvelle fois igectdans les puits pour mesurer son

impédance.

La Figure 4- 5 présente les résultats de ce tésttaé avec de I'EIma Clean. Il est clair que
'application du produit de nettoyage dans les puliminue I'impédance de Il ppi.
Comme le produit est hautement chargé en ions, meaire qu’il en reste également des
traces dans les puits et cela malgré les nombrgetgges de rincage effectués avecOH
ppi. Les autres produits provoquent une chute dédamce équivalente. Leur utilisation a

donc été par la suite évitee.

10000 -

—=—H,O ppi avant lavage
H,O ppi aprés lavage

1000

1ZI (Ohms)

100

LRl T T T T ™

— v — T ——
100 1000 10000 100000 1000000

Fréquence (Hz)

Figure 4- 5 : Impédances d’ HO ppi avant et apres l'utilisation d’ElIma Clean

mesurées avec les électrodes micrométriques rondes.

Finalement, le protocole de nettoyage qui a doesénieilleurs résultats de reproductibilité
consiste au simple ringage des puits avec dgd’Hpi, sans utilisation d’autres produits de
nettoyage. Pour que le pipetage entre les mesurgsgasites soit réellement effectif, il doit
étre effectué au moins trois fois, en faisant &ttende récupérer entre chaque pipetage le

volume entier de liquide.
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Un exemple de nettoyage réussi est présenté Fgufeou deux mesures successives de
parasites ont pu étre effectuées dans le mémetpuiten conservant un niveau d’impédance

identique pour leur milieu de suspension §Hppi).

On peut supposer que la réussite de ce nettoyagiies la dilution successive des especes
ioniques encore présentes dans le puits et a faceudes électrodes. Pour la suite des
manipulations, ce protocole de nettoyage a donc@éervé de fagcon a pouvoir réutiliser

plusieurs fois le méme puits au cours des manipulat et y obtenir des mesures

reproductibles et comparables.

«— 1™ injection d'H,0 ppi

— = 1% injection H,O ppi + C. Parvum

eme
2

injection d'H,O ppi

« — 50 injection H,O ppi + C. Parvum

100000 - \

I1ZI (Ohms)

1

ARk —— ST ——— R — PR ——
100 1000 10000 100000 1000000

Fréquence (Hz)

Figure 4- 6 : Impédances d’ HO ppi et de parasites suspendus dans de I8 ppi a une
concentration de 10 oocystes/pl mesurées successigat dans le méme puits avec un
pipetage intermédiaire a I'H,O ppi. Mesures effectuées avec les électrodes

millimétriques droites.

11.3. Préparation des suspensions d€. parvum

Une fois le protocole de régénération des disii@sitabli, nous avons réussi a
retrouver des mesures d’'impédance DHpi identiques entre plusieurs analyses sucessiv

sur lesC. parvum Ceci nous a permis de nous assurer que nos rsesurdes parasites

étaient bien comparables.
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En effectuant ainsi plusieurs mesures sur des patpas difféerentes de parasites, nous avons

été cette fois confrontés a un probleme de reptdalité sur les mesures d'impédance des

parasites.

Un exemple de spectre d'impédance avec des megdie® ppi proches et des mesures sur

les parasites divergentes est présenté sur lag-guf.

*— Injection H,O ppi
1ére échantillon H,O ppi + C. Parvuma 500 oocytes/ul
Injection H,O ppi
2°™ gchantillon H,O ppi + C. Parvuma 500 oocytes/l

1000

IZ] (ohms)

100

— T — T — T — T
100 1000 10000 100000 1000000

Fréquence (Hz)

Figure 4- 7 Impédances d’ HO ppi et de deux suspensions différentes de parassta une
concentration de 500 oocystes/ul mesurées. Mesusffectuées avec les électrodes

micrométriques droites.

Comme les mesures de deux préparations distinetgghsites divergent, la variabilité de
leurs impédances ici observée semble étre due garametre variant involontairement au
cours de leur préparation. Ces préparations masuethpliqguent inéluctablement des
possibles variations. Nous avons donc étudié ummtaelle cause de ces dispersions : le

milieu de suspension d’origine des parasitesugtriettoyage.

Les parasites sont commandés chez Waterborne bretign (Waterborne Inc.) qui les

maintient dans les conditions physiologiques dioggen les stabilisant dans du tampon

phosphate salin (PBS pour Phosphate Buffer Saline).
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Le protocole de préparation des parasites utilisééout de nos manipulations €kirparvum
consistait a prélever un volume de la suspensiarigihe, la centrifuger pour faire
sédimenter les parasites, retirer le PBS a I'aidaedmicropipette et suspendre les parasites
cette fois dans de I' #D ppi. Ce protocole est schématisé sur la Figu& #-ajustement des
concentrations se fait aprés ces étapes via plgseeunptages avec une cellule de comptage

Malassez et des dilutions.

; » [ 1 PBS
~ 3 I:I H>0 ppi
e . Oocyste
4 C. parvum

g.U.5

Figure 4- 8 : Schéma du protocole de préparation desuspensions de parasites

A : Prélevement d'un échantillon de parasites suspelus dans du PBS.

B et C: Centrifugation des parasites et surnageanttiré manuellement a l'aide d’'une
micropipette. Quelques pl de PBS restent dans lelte Eppendorf au sein du culot de

parasites. D : Les parasites sont resuspendus dats I' H,O ppi.

Les manipulations sur les parasites et nos analgsesaractérisation nous ont permis de
constater la sensibilité élevée des bioMEMS élgaés ici présentés. En constatant ces
résultats, nous nous sommes ainsi interrogésedffiet’que pouvaient avoir les quelques pl de
PBS pouvant rester dans les tubes de centrifugajmes le pipetage sur la mise en

suspension des parasites dans del'idpi.

Pour étudier cet effet, nous avons mesuré I'impéelale plusieurs dilutions de PBS dans de

I'H .0 ppi. Ces mesures sont présentées sur la Fig@e 4-
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=— H20 ppi
« PBS dilué au 10000
« PBS dilué au 1000°™®

PBS dilué au 100°™®
PBS

eme

10000 -

1000

1ZI (Ohms)

100 - o "

— T T T —— T
100 1000 10000 100000 1000000

Fréquence (Hz)

Figure 4- 9 : Impédances d’ HO ppi et de différentes dilutions de PBS dans de H,0

ppi. Mesures effectuées avec les électrodes micrangues droites.

Nous voyons sur ces spectres que méme 1 pl de RESdans 10 ml d’ B ppi peut étre
détecté par impédancemétrie. Ceci prouve la sditsiextréme des mesures électrochimiques
et des bioMEMS utilisés. LeS. parvumétant resuspendus dans un volume maximaj@'H
ppi de 1,5 ml au sein des tubes eppendorf, il pawdent que les quelques ul de PBS n'ayant
pu étre retirés du culot de parasites influencenpédance de la suspension finale de parasite

obtenue apres une centrifugation.

Pour vérifier que le milieu de suspension de naagies correspond bien a de J®ippi sans

traces de PBS, nous avons centrifugé plusieurs rfoise préparation en mesurant apres
chaque centrifugation I'impédance du surnageantleetchangeant si nécessaire. Ce
prélevement doit étre effectué avec beaucoup dmapti@ns pour laisser le culot de parasites

intact. Ces mesures sont présentées sur la Figd@ 4
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—=— H20 ppi
= Surnageant de la suspension des C. Parvum
aprés la 1°" centrifugation
= Surnageant de la suspension des C. Parvum

1000000 3 éme

aprés la 2 centrifugation

Surnageant de la suspension des C. Parvum
eme

100000 -

aprés la 3 centrifugation

10000

1000 -

1ZI (Ohms)

100 -

10 4

T T —r—rr — T —rTm
100 1000 10000 100000 1000000
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Figure 4- 10 : Impédances d’ HO ppi et des surnageants issus des centrifugations
successives d’'une méme préparation de suspensiomsphrasites. Mesures effectuées

avec les électrodes submillimétriques rondes.

L’analyse de ce graphe montre qu’il faut au morosstcentrifugations pour que le surnageant
atteigne le niveau d'impédance de b ppi et que les traces de PBS issus de la premiere

centrifugation soient donc suffisamment diluées.

La bonne préparation des suspensions de paratdsgmnsi étre vérifiée en mesurant

impédance du surnageant aprés chaque centrituggati
Le nombre de centrifugation nécessaire au parédtbyage des parasites dépend bien sur de
la qualité des pipetages. Concernant nos manipakathous nous sommes fixés un minimum

de trois centrifugations avant la vérification dueau d’impédance du surnageant.

Ces différentes expériences nous ont permis daidédis parametres de préparation et de

manipulation nécessaires a la stabilité et la eyrtbilité de nos mesures d’'impédancemétrie

sur parasites.
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Il.4. Protocole final de préparation des parasites et de

leur analyse électrochimique

Apres ces différentes expériences qui nous omnhigede déterminer les parametres
influents sur I'obtention de spectres électrochimess stables et reproductibles, nous avons pu
définir un protocole de préparation des suspengiensarasites et un protocole expérimental

de mesure de leur impédance.

Pour la préparation des suspensionsCdeparvumdans de I'HO ppi, voici le protocole

détaillé:

- Prélevement d'un volume d'au moins 1 ml de la préfien de parasites d’origine
suspendue dans du PBS.

- Centrifugation de ce prélevement pendant 15 mi@Qdg.

- Le surnageant est retiré a la pipette en faiséemt@n a laisser le culot de parasites intact.

- Ces deux étapes sont encore répétées successivdmentfois d’affilées pour que les
parasites subissent en tout trois centrifugations.

- Une fois la 8 centrifugation terminée, un volume de surnagesinpetlevé de la préparation
de parasites tout de suite aprés et son impédanhceesurée. Si cette impédance est égale a
celle de I'HO ppi, la préparation peut étre utilisée, sinon npavelle centrifugation est
opérée.

- La concentration de la préparation de parasiteéice a I'aide de comptages effectués au
microscope Nikon 80i x200 avec une cellule de Msdag1ul total).

- La préparation est ensuite aliquotée, diluée (poéparer des gammes de concentration) ou
inactivée (pour préparer des gammes de viabil@knsles tests a effectuer.

- Les mesures d’'impédance électrochimique des pesasibnt réalisées 15h apres leur

préparation (le lendemain matin).

Ce protocole est réesumé sur la Figure 4- 11.
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Aliquot de la Centrifugations Dilutions successives 5
préparationde  successives dans dans de I'H.0 ppi :.: R
base de I'H,0 ppi 2 . o
2 » 3
x3 - Y
9 s - Y
9'e 8 ’:“a.ss. /5 -
e o
ﬁ . o # e = e o, #
. °‘\‘i’ | i S
& 1000xg £ o L L ;
g 15min . i s
15°C . ; )
Mise en suspension  Comptage avec une .
finale dans de cellule de Malassez r
I'H,0 ppi
L]

Figure 4- 11 : Schéma présentant le protocole de @paration des suspensions de.
parvum dans de I'H,O ppi. La derniére étape correspond a la préparatin des gammes

de concentrations.

Concernant, le protocole expérimental de mesure :

Pour éviter les phénomenes de contamination, lés plans lesquels sont effectuées les

analyses sont recouverts de Parafilm.

- Injection de 110 pl d’BD ppi pour une premiere hydratation des électro8&mhilisation 5

minutes sans mesures.
- Mesures électriques pendant 6 minutes.

- Injection d’'un volume de suspension de parasitas de I'HO ppi. Stabilisation 5 minutes

sans mesures (sédimentation observable sur lagHgur2).
- Mesures électriques pendant 6 minutes.

- Pipetage a I'blO ppi en 3 étapes pendant au moins 5 minutes paitoyer le puits de toutes

traces d’ions ou de parasites.

- Injection d’'un volume d’une nouvelle suspensi@parasites dans de b@ ppi.

Stabilisation 5 minutes sans mesures électriques.
- Mesures électriques pendant 6 minutes.
- Pipetage a 'O ppi en 3 étapes pendant au moins 5 minutes.
Etc...
- En fin de manipulation, injection d3@ ppi, Stabilisation 5 minutes sans mesures.

- Mesures électriques pendant 6 minutes pour eériimpédance de I'bD ppi et ainsi la

stabilité des électrodes au cours de la manipulatio
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Figure 4- 12 : Photo de<C. parvum marqués par fluorescence

qui ont sédimentés sur les électrodes droites de rp

lll. Effet du milieu de suspension

Les parasite€. parvumcontaminent I'eau naturelle. Leur détection séibométhode
1622 se fait dans une solution tampon ne corresganols a leur environnement de base.
Afin d’améliorer cette méthode, nous pouvons medifie nouveau milieu de suspension.
Comme nous utilisons une méthode électrique, nowmsa analysé linfluence de la

conductivité du milieu de suspension.

Pour cela, nous avons donc utilisé deux milieuxsdgpensions, I'un trés conducteur : du
tampon phosphate salin (PBS pour Phosphate Bué#fieme§, I'autre peu conducteur : B
ppi. La mesure de la conductivitt de ses milieuxecawn conductimétre LF-96
(WTW,Weilheim, Germany) donne des valeurs de 14nBlcm (14.12x1% S/m) (pH 7,3,
mesuré au pH métre) pour le PBS et 1.65 S/cm (16%%$/m) pour 'O ppi.
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Pour effectuer ces tests, nous avons utilisé lBdréldes micrométriques droites, une tension
d’excitation de 10mV, des volumes de liquides lmadoes de 110 pl et des puits de 8mm de

diametre. La préparation et la mesure ont étésfaidon les protocoles précédemment décrits.

La Figure 4- 13 montre le spectre d'impédance d’HipDet d’une suspension @& parvum
dans de I'H20 ppi a une concentration de 1000 des¥sl. L'impédance du surnageant de la
suspension a bien été mesurée comme identiquéeddeel’ I'H20 ppi. La modification de

conduction détectée est donc uniquement due &&epce des parasites.

—0— 121 H,0 ppi
—0— 121 H,0 ppi + C. Parvum
. - — - Circuit Equivalent -0
10000 i, -0 Phase H,0 ppi
—0O— Phase H,O ppi + C. Parvum |
-30
1000 ~ @
A3 ] 53
£ S
@) Q
e [}
N £
600
100 60
10 ——r————————— v -90
100 1000 10000 100000 1000000

Fréquence (Hz)

Figure 4- 13 : Spectres d’'impédance d’ kD ppi et d’'une suspension

de parasites a une concentration de 1000 oocystds/u

Nous voyons sur ces spectres que lI'impédance desifs est clairement distinguable de
celle de 'HO ppi. Le spectre des parasites a une allure taehe de celle de 'impédance de

I'eau pure avec un niveau résistif plus bas etplrese qui est décalée vers les HF.

La Figure 4- 14 présente le spectre d'impédancPRi® et d'une suspension @e parvum

dans du PBS a une concentration de 1000 oocystes/ul
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Iié% o 1ZIPBS 460
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Figure 4- 14 : Spectres d'impédance de PBS et d’'useispension de parasites a une

concentration de 1000 oocystes/pl.

On voit sur la Figure 4- 14 que les spectres d’'idapee du PBS pur et de la suspension de

parasites sont confondus, les parasites ne sompestables dans le PBS.

La comparaison de ces deux analyses montre quététibn des parasites nécessite un
milieu faiblement conducteur et que dans ce mifeeblement conducteur, les parasites ont

tendance a diminuer 'impédance du milieu et doaagmenter sa conductivite.

Pour modéliser les mesures effectuées dan®©l'ppi, nous avons utilisé le circuit électrique

équivalent présenté dans le troisieme chapitrea{paphe 1.2., Figure 3-3) et utlisé entre

autres par Linderholm. Pour le spectre de la sisperde parasite, nous avons gardé les
mémes parametres de modélisation que pouwsO’lpi en faisant varier uniquement la

résistance de I'échantillonsg,

Les paramétres du circuit équivalent communs aQ’kbpi et a la suspension de parasites

sont :
- K =1,88704.10+ 9,48923.19 S.¢

-n=0,91991 + 7,13366.10
- Cyiglec= 2,34401.18 + 1,70985.13*F
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Les variations de &nsont présentées dans le Tableau 4- 1.

Tableau 4- 1: Comparaison des valeurs de résistamodes suspensions issues de la
modélisation de l'impédance de I'HO ppi et d’'une suspension de parasites a une
concentration de 1000 oocystes/ul.

H,0 ppi HO ppi +C. parvum
Rech () 1137,20821 + 2,867 337,52746 + 13,12658

Le fait que Rch soit le seul paramétre modifié par la présencepadessites montre que les
oocystes modifient uniquement les propriétés dedection de I' HO ppi. Les autres
parametres, a savoir ceux de la double coucheetifiue) et des propriétés diélectriques
restent identiques et sont donc uniquement dépédamilieu de suspension, LB ppi. Les
variations de la résistance de I'’échantillon suggegue les parasites relachent des ions dans

I'H ;O ppi, a la base, peu conductrice.

L’allure des spectres obtenus avec le PBS se rapand de ceux obtenus avec le milieu de
culture cellulaire (cf chapitre 3, 11.1.4), la mdidation commune pour les manipulations dans
le PBS a donc été effectuée avec une simple rasestan série avec un CPE (cf lexique).
L'utilisation du CPE est justifiée car la phasdealié |égerement des 90° en basse fréquence.

Les valeurs de ces parametres sont :
-R =2,46552 + 0,2157@
- K =7,09165.10 + 1,15146.13 S.$
-n =0,92798 £ 0,00235

Comme avec le milieu de culture cellulaire, la stsice du PBS est tellement faible que le

courant se propage uniqguement par conduction epapdéplacement, comme si la capacité
Cuaiclec €tait court-circuitée par & Les effets capacitifs ici observés sont donc wenmgent

dus a I'effet de double couche.

Le PBS étant a la base déja trés conducteur, rmusops supposer que les ions relachés par
les parasites n’influencent pas sa conductivitirapédance globale du systéeme biologique

reste inchangée.
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Apres ces manipulations, nous avons donc effeabgémmesures sur la détection du parasite

uniquement dans de 13@ ppi.

Nous pouvons noter que cette méthode de détectextriQue des parasites n’est pas

spécifique puisque elle est réalisée dans de peaifice. Elle reste néanmoins applicable a la
méthode 1622 actuellement utilisée puisque celleéciessite aussi une étape de séparation
immuno-magnétique pour récupérer spécifiquemenpéeasites et les mettre en suspension

dans un nouveau milieu.

Nous nous sommes par la suite intéressés a landisation de différentes concentrations de

parasites.

V. Détermination de la concentration enC. parvum

Aprés avoir confirmé la possibilité de détectemphrasite dans de 13@ ppi, nous
avons essayé de distinguer des concentrationgatliffss de parasites. Pour réaliser cette
étude, nous avons conserve les électrodes micriojnésr droites. Comparées aux autres
géomeétries, ces électrodes présentent une impedanidd,O ppi plus faible (cf chapitre 3,
paragraphe 11.1.2). Le bruit de fond apporté pamiteu de suspension étant plus faible,
injection de parasites y est davantage susceptibe présenter des modifications

d'impédance aisément détectables (4-17).

Pour toutes ces expériences, nous avons utilisélidenetres de puits de 8mm, une tension
d’excitation de 10mV et un volume de liquide biatpge de 110 pl.

IVV.1. Gamme de concentrations d€. parvum

Pour réaliser les expériences présentées damsuseparagraphe, nous avons préparé
une gamme de concentration allant de 100 a 1009steszjil selon le protocole décrit au
paragraphe 11.3. La Figure 4- 15 présente les nezddes impédances de ces différentes
dilutions. La Figure 4- 16 présente les phasesdem®@mes impédances.
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BioMEMS pour I'analyse du parasite C. parvum par impédancemétrie

Figure 4- 15 : Amplitude des impédances de suspeass deC. parvum dans de I'H,O ppi

a des concentrations allant de 100 a 1000 oocysjgs/

Phase (degrés)

—0- H,0 ppi

O— H,0 ppi + C. Parvum a 100 oocytes/pl
—4—H,0 ppi + C. Parvum a 500 oocytes/pl
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Figure 4- 16 :

© 2012 Tous droits réservés.

Phase des impédances de suspensida€. parvum dans de I'H,O ppi a

des concentrations allant de 100 a 1000 oocystes/ul
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Sur ces graphiques, nous constatons que l'impéddm@ue avec la concentration en
parasite. Quand la concentration en parasite augmlienvaleur des paliers résistifs diminue
et se décale vers les HF en méme temps que la.dleaseuil de détection des parasites se

situe aux environs des 100 oocystes/pl.

Cette sensibilité est 1000 fois supérieure a aditenue par Kang et al. avec un SPR (4-12) et
celle obtenue par Campbell et Mutharasan (4-13jtiéeant une micro-poutre.

Néanmoins, nous pouvons remarquer que ces difsyesgnsibilités sont trop faibles pour
détecter une concentration naturelle de paras@ieo(rtystes/L). Une étape de concentration
préalable est donc nécessaire. Vu la sensibilité falible obtenue par impédancemétrie, cette
concentration doit étre plus importante pour détetts parasites par cette méthode. Un
concentrateur électrique est actuellement en cderdéveloppement dans notre équipe de

recherche.

Ces différents spectres d'impédance ont été enooee fois modélisés avec le circuit
équivalent présenté ad éhapitre (Figure 3-3). Comme pour I'étude du moiléee suspension,

nous avons gardé pour les suspensions de parasite€mes parametres de modélisation que

pour I'H,O ppi en faisant uniquement varier la résistanckédbantillon R,

Les parametres du circuit équivalent communs aQ'pi et aux suspensions de parasites
sont :
- K=8,27086.10 + 1,66717.14 S.§
- n=0,80737+ 0,00281
Caislec= 1,63288.10 + 1,95085.10" F

Les valeurs de Ry obtenues lors des modélisations sont présentéssl@d ableau 4- 2. Les

écarts types sont issus de la méthode des moimdmess non-linéaires réalisée avec le

logiciel Origin.
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Tableau 4- 2: Comparaison des valeurs de &, issues de la modélisation des

impédances des suspensions &8 ppi sans traces de PBS avec différentes

concentrations de parasites

1000
H.O ppi 100 oocystes/p| 500 oocystes/ul
oocystes/ul
Rean(Q) 1391,58383 1308,33127 687,60873 488,09942
sch
* +5,76478 +5,14263 +8,41785 + 3,22339

© 2012 Tous droits réservés.

Ces résultats confirment bien que les parasiteéhieht des espéces ioniques dans l'eau
proportionnellement a leur concentration. L’augraéioh consécutive de I'impédance est

détectable a partir d'une concentration de 100 stesyl.

I\VV.2. Explication physique des modifications de
conductivité

Nous avons vu que les parasi@sparvumont tendance a augmenter la conduction
électrique de I'eau purifiée. Cette augmentatioadeonductivité peut s’expliquer par le fait
gue les parasites relachent des ions dans un ndéewguspension a faible conductivité

électrique.

En effet, dans de I'eau purifiée, les oocystes sartonditions hypo-osmotiques. Dalton et al.
ont précédemment montré que @ardia intestinalis (G. intestinali3, un autre parasite
protozoaire intestinal a la structure physiologigués proche, a une conductivité interne tres
élevée (0.8 + 0.2 ST (3-18). De plus, Park et al. ont précédemmenttréogue leG.
intestinalis relachent des ions inorganiques’ (& CI) quand ils sont suspendus dans des

conditions hypo-osmotiques (3-19).

Bien que la conductivité interne @l parvumn’est pas encore été déterminée, les similitudes
entre la structure physiologique dd. parvum et G. intestinalis supposent que les
changements de conduction précédemment observédusoaux chocs osmotiques subis par

lesC. parvum
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Des effets similaires ont été observés par Yaray. €8-20) avec des suspensions de bactéries

dans de I'eau déionisée.

Enfin, le fait que le PBS soit isosmotique expligpeurquoi il ne s’y produit pas de
changement de conduction : dans ces conditionstagmes, lesC. parvumn’y relachent pas

d’ions.

IVV.3. Détermination précise de la concentration en
oocystes

Nous avons expliqué qu’il est possible de détediéférentes concentrations de
parasites dans de 130 ppi. Nous avons vu également que les oocystedfimmdiniquement
les propriétés de conduction de ce milieu de suspenNous nous sommes donc intéresses a
étudier précisément I'évolution de la conductivles suspensions de parasites précédemment

analysées en fonction de leur concentration.

Nous avons vu au chapitre 3, paragraphe I.1.3.k@mment obtenir les propriétés
électriqgues d’'un échantillon a partir de ces mesdienpédance électrochimique. L’équation
(15) nous permet d’obtenir une valeur stable equie@ce de la conductivité électrique a
partir de la modélisation effectuée avec le circéiectrique équivalent et plus
particulierement de la valeur dedR

En utilisant cette équation et le facteur de celldé la deuxiéme géométrie d’électrode (cf
chapitre 2, Tableau 2- 2), nous avons détermim®tauctivité électrique des suspensions de

parasites a partir des différentes valeurs dg, Rf Tableau 4- 2). Ry, est représenté en

fonction de la concentration en parasites surdanei 4- 17.
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m  Conductivité Electrique des suspensions de parasites
—— Régression Linéaire
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Figure 4- 17 : Conductivité de suspensions d& parvum dans de I'H,O ppi a des
concentrations allant de 100 a 1000 oocystes/pl.

Nous constatons sur cette figure que la conduétoléis suspensions évolue linéairement avec

la concentration en parasite.

La régression linéaire issue des données expémesrtorrespond a :
6 (S.m') = 2,20874.10+ 4,41048.10%Cc. parvum (74)

Ou o est la conductivité en Siemens par métre des sagpes de parasitgs. parvumet G,

parvum la concentration des suspensions de pardsitparvumen oocystes/ul.

La relation (74) posséde un coefficient de déteatiom (R) de 0.99183.

Ce coefficient est proche de 1, ce qui montre wee bonne linéarité de I'évolution de la
conductivité en fonction de la concentrationGrparvum

La pente correspond a 'augmentation théoriqueadmhductivité d’un microlitre d’eau pour
préparation injectable avec I'ajout d’un oocyste.
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L’'ordonnée a l'origine correspond a la conductividé I'H,O ppi servant a la mise en
suspension des parasites lors des expérience®72,20" S.ni*. Cette valeur est proche de
celle mesurée avec un conductimétre commerciaWieN LF 96 Pocket Conductivity
meter : 1.65x1T S/m.

Nous avons démontré que les parastegparvumrelachent des ions dans p@ ppi. Ce
phénomeéne électrochimique doit présenter un paranw@hétique. La cinétique de cette

,,,,,

analysés environ 15h apres leur préparation.

Les travaux de Yang précédemment cités présentemtétude cinétique de la libération
d’ions par les bactéries dans 4Bl déionisée (3-20). Cette étude cinétique effechutaune
durée de 25h montre que les bactéries liberentragilement des ions dans b@& déionisée

sans que la résistance de la suspension se stabilis

L’étude de Yang montre que la sensibilité des messumpédimétriques pourrait étre
ameliorée en laissant les parasites suspenduslgigéemps dans I'bD ppi avant leur
analyse électrochimique. L'étude de la cinétiquéadéération d’ion par le€. parvumdans

I'H 2O ppi constitue donc une perspective intéressanteed travaux.

IV.4. Application de la technique d'impédancemétrie a
la méthode 1622 de détection des parasites et
perspectives

La technique ici présentée est basée sur la mésufenpédance électrochimique de
suspensions de parasites et permet de détectatemagmt (10 minutes de mesures) la

concentration ef. parvumdans des microvolumes de solutions faiblement wcinides.

La relation linéaire observée entre la conductidéla suspension et sa concentration en
oocyste peut en effet étre utilisee comme abaqueréiérence pour déterminer la
concentration en parasites d’'une suspension ar mietila mesure sans marquage de sa

conductivité.
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Concernant la méthode de détection 1622, la teakrdgmpédancemétrie constitue ainsi une
alternative plus rapide et moins couteuse a lemptage effectué manuellement ou par
cytométrie de flux. Ces deux méthodes nécessiterdffiet un marquage des parasites qui
n’est pas nécessaire pour I'impédancemétrie.

De plus, l'usage d’électronique intégrée associteraesure assistée par ordinateur pourrait
permettre une automatisation de la méthode éviemtproblémes de variabilité du aux

interventions humaines. Cela permettrait égalemdietffectuer rapidement plusieurs

comptages avec des analyses statistiques.

En outre, Yang a précédemment utilisé la séparatiomuno-magnétique pour capturer
spécifiguement des bactéries Salmonellemélangées a des bactériesileColi avant leur
analyse par impédancemétrie (3-20). Il a montr&iajone la fixation des billes magnétiques
ne modifie pas la quantité d’ions relachés parblestéries et qu’elle n’interfere pas sur les
mesures d'impédance. La méthode 1622 utilise uparagon immuno-magnétique pour
capturer spécifiquement lg€3. parvum L'expérience de Yang suggére qu’avec la méthode
d'impédancemétrie, les parasites pourraient étnmptés directement apres leur capture

magneétique, sans avoir a détacher les billes.

Cette technique électrique pourrait donc permettéviter trois étapes délicates de la
méthode de détection actuelle : la séparation dms/stes aux billes magnétiques, le
marquage immuno-fluorescent et le comptage optmugyar cytométrie de flux. Ainsi la
spectroscopie d’impédance électrochimique poutié intégrée a la méthode 1622 de
'E.P.A. comme une alternative a trois de ces é&apiques afin de rendre la détectionGle

parvumplus rapide, plus simple et moins couteuse.

Une autre perspective intéressante de ce travadraitsl'intégration de la technique
d'impédancemétrie dans des laboratoires sur pucates HTAS. Ces systemes miniaturisés
seraient tres utiles pour les analyses de potlddite directement a la source d’eau, sans

avoir besoin d’envoyer des échantillons a un laiome&ad’analyse extérieur.

Enfin, comme cette détection électrique est bagékdibération d’ions par les parasites dans
des conditions hypo-osmotiques, elle pourrait digppr a d'autres types de parasites
contaminant I'eau et se présentant sous la formkydee comme le§. Intestinalisou les

Entamoeba histolytica.
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V. Deétermination de la viabilité desC. parvum
V.1l. Moyens actuels

La détection des oocystes @ parvumn’est pas suffisante pour déterminer la
contamination de I'eau. Un parasite mort n’est pasparasite infectieux. Concernant une
possible contamination parasitaire, I'analyse caetgplde la potabilité d'une eau doit
déterminer la concentration en parasite mais égalehaur viabilité et leur infectiosité.

Il est important de distinguer ici la viabilité danfectiosité. En effet, il est possible qu'un
parasite vivant ne contamine pas son hoéte. Néammizinviabilité donne une bonne

approximation de l'infectiosite.

Pour le moment, les méthodes actuelles de détedtida viabilité sont les essais d’'infections
d’animaux (de souriceaux notamment) (3-21) ou leedkystemenin-vitro (cf lexique) (3-
22).

Les tests sur animaux sont éthiquement controveesésbligent le développement de
méthodes alternatives. Le désenkystement néceldsibebation des oocystes dans des
réactifs acides. Cette incubation reproduit I'effetl’environnement gastrique et provoque la
sortie des sporozoites des oocystes. L’estimatienlad viabilité se fait ensuite par un

comptage précis des oocystes ouverts au microsaijipie (Figure 4- 18).

Figure 4- 18 : Photo prise au microscope d’oocysteyant subi le traitement de
désenkystement. L'oocyste plein comprend des spomites morts. Le vide est un oocyste

« fantdme » dont les sporozoiytes ont réagi aux deis et sont sortis.
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L’infectivité peut étre évaluée par des analysesidss cultures de cellules (3-23). Toutes ses
méthodes restent techniquement compliquées etdifasses. Les méthodes électriques
pourraient faciliter et améliorer les analyses idbiité parasitaire.

Goater et al. ont déja utilisé un microdispositécfrique pour détecter la viabilité de

parvum par électro-rotation (3-18). Cette méthode requieanmoins une observation
microscopique simultanée qui compligue son apptinatoncréte pour des analyses haut-
débit. Nous nous sommes donc intéressés a empesy/gechniques d’'impédancemeétrie pour

la détection de la viabilité dQ. parvum

V.2. Protocole de préparation des parasites pour les
tests de viabilité

Pour étudier la viabilité des parasites, il esidémment nécessaire d’avoir des
parasites vivants. L’échantillon de parasif@sparvumcommandé chez Waterborne Inc. ne
possede pas un taux de viabilité de 100%. La comeate garantit pas de taux de viabilité
minimum. Il est donc nécessaire de vérifier ce tdaxiabilité avant la premiére utilisation
d'un lot de parasites. La mise en suspension da®BIS permet entre autre de ralentir la

mortalité des parasites.

Pour déterminer la viabilité des parasites, nousnawrocédé au test de désenkystement.

Voici le protocole détaillé de ce test :

- Préparation du produit de désenkystement en imjedins du PBS 1X de la trypsine
a 2,5 mg/ml et du taurocholate a 7,5 mg/ml.

- Injection des parasites dans la solution a uneestration donnée.
- Incubation du mélange a 37°C pendant 12h.
- Prélévement de 5ul de I'échantillon.

- Observation microscopique du préléevement par cstgraterférentielle différentielle
(méthode Nomarski) avec un grossissement de 600&uaumérer les oocystes vides
et le nombre total d’oocystes.
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bY

- Le pourcentage de viabilité est calculé a partir’dbservation d’au moins 500

oocystes selon I'équation :

nombre d’oocytes vides 100 75)

O/ R
iabilité = mbre total d'oocyte§ pleins et vides

Pour faire varier le taux de viabilité d’'un échfiati de parasite et pouvoir ainsi étudier la
relation entre la signature électrique des pamsteleur viabilité, il est nécessaire d’en
inactiver un certain nombre. Cette inactivation esilisée par choc thermique. Ce choc

thermique a pour effet de tuer les sporozoiteset d’inactiver les oocystes.

Voici le protocole détaillé de cette inactivation :
- Injection des parasites a inactiver dans un tulpeggorf.
- Le tube Eppendorf est plongé dans un bain mar@@ pendant 1 min.

- Directement apres, le méme tube est placé a 4°€dkata glace pendant 1 min.

Précisons que pour comparer deux populations desipas, morts et vivants, il est nécessaire

de vérifier que leurs concentrations sont idemtsgavec une cellule de Malassez.

Le protocole de détermination de la viabilité @tdctivation des oocystes est schématisé sur

la Figure 4- 19 :
- Contrélede
M:“""-'“/ & la concentration
& i en oocyte
oy
W2
;;é%‘” i 70°C, Siin s 0°C, Simiin se—- Désenkystement
. /u 12H
- 37°C dansdu PBS

S : +Trypsin a 2,5 mg/ml
+Taurocholatea 7,5 mg/ml

e
o g

L]

v

¥ Observation
Microscopique

nombre d’ococytes vides

x100
nombre totald’oocytes(pleins et vides )

Yovigbitite =

Figure 4- 19 : Schéma présentant le protocole de @paration des suspensions de.
parvum dans de I'H,O ppi pour les tests de viabilité.
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V.3. Discrimination de la viabilité par impédancemétrie
V.3.1.  Application de faibles tensions

Considérant les complications inhérentes aux testyiabilité par désenkystement,

Nnous nous sommes intéressés a une méthode éleateqiétection de la viabilité laissant les

oocystes d€. parvumintactes.

La Figure 4- 20 présente les spectres dimpédarcesuspension de parasites a 1000
oocystes/l morts et vivants. La suspension desfiasavivants a un taux de viabilité de 70%
et celles de morts de 0%. Pour ces mesures, éetr@les micrométriques droites ont été

utilisées avec un volume de solutions biologiqued t0ul, des puits de 8 mm de diametre et

une tension d’excitation de 10mV.

= — Amplitude H,O ppi
= — Amplitude H,O ppi + C. Parvum vivants

= — Amplitude H,O ppi + C. Parvum morts
Phase H_O ppi
10000 4 2 pp. _
] Phase H,O ppi + C. Parvum vivants 40
— = Phase H,O ppi + C. Parvum morts
1000 - w
@ 3 30 @
€ 54
£ &)
g S
— 0}
N @
100 60 0O
mmm——
10 — ey — e —r—rrrrrry ———r—rrrrr| -90
100 1000 10000 100000 1000000

Fréquence (Hz)

Figure 4- 20 : Spectre d'impédance de suspensions @. parvum vivants (70% de
viabilité) et morts (0% de viabilité) dans de I'HO ppi a 1000 oocystes/ul avec une

tension d’excitation de 10mV.
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Nous constatons que les parasites morts présamernimpédance plus faible que les vivants.
La suspension de parasites vivants possede ursaree R., de 435.77Q et celle de
parasites morts 369.723Q. Pour déterminer ces résistances, nous avons devesi
impédance des parasites a leur minimum de pheseh@pitre 3, paragraphe 11.1.2.). La
suspension d€. parvumvivants présente donc une résistance 15 % plbtefgue celle de
parasites morts. On peut remarquer que les spatggesgeux suspensions de parasites ne se
distinguent clairement qu’au niveau de leur congrodnt résistive, entre 10 KHz et 100
KHz.

Il est a noter que le niveau de viabilité des pegavivants a été mesuré apres les mesures
électriqgues et que celui-ci reste inchangé. Legamus électriques ne dégradent donc pas

I'état des parasites.

V.3.2.  Explication biologique

On voit ici que les parasites morts relachent pliens que les parasites vivants. Ce
résultat correspond a celui obtenus par Jenkias €ui ont démontré que les oocystesCde
parvuminactivés présentaient une plus grande perméaldi4). Le test de perméabilité au
colorant est en effet un indicateur de l'inactivdés parasites morts. Cette plus grande
perméabilité pourrait augmenter le flux d’ions agiemt vers I'extérieur des oocystes, ce qui
expliquerait 'impédance plus faible obtenues aaesuspension de parasites morts.

Les différences observées sont ici obtenues ave@dpulations de parasites a la viabilité
bien distinctes (0 et 70%). Pour analyser quaitéatent la viabilité d’échantillons naturels

de parasites et distinguer une gamme de viabiitdéptete, ces différences sont trop faibles.

V.3.3.  Application de tensions élevees

Nous avons également effectué des analyses §leetrde la viabilité des parasites en

appliguant des tensions plus élevées.
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Pour réaliser ces tests, nous avons utilisé ceisedies électrodes submillimétriques rondes.

Ces électrodes présentent l'avantage d'étre pluslefaa réaliser que les électrodes

micrométriques grace a leurs dimensions supérielress de I'application de tensions

élevées, elles sont également moins sujettes adidipn de court-circuit (cf. chapitre 2,

paragraphe 11.3.) et présentent donc une meilleepeoductibilité. Nous avons ainsi préféré

utiliser ces électrodes pour un gain de temps.

Ces électrodes submillimétriques ont été utilisséesc des puits de 6 mm de diametre, des

tensions d’excitation de 450 mV et des volumesadigtions biologiques de 80pl.

La Figure 4- 21 présente les spectres dimpédarcesuspension de parasites a 1000

oocystes/l morts et vivants. La suspension desfiasavivants a un taux de viabilité de 64%

et celles de morts de 0%.
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Figure 4- 21 : Spectre d'impédance de suspensions @. parvum vivants (64% de

viabilité) et morts (0% de viabilité) dans de I'HO ppi a 1000 oocystes/ul avec une
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Les parasites morts présentent encore une impégdnsefaible que celle des vivants. La
suspension de parasites morts possede une résistapadde 11653Q et celle de parasites

vivants de 78382. Pour déterminer ces résistances, nous avonsdév@siimpéedance des
parasites a leur minimum de phase (cf chapitreaBagraphe 11.1.2.). La suspension @e
parvumvivants présente donc une résistance 32.7 % gibkefque celles des parasites morts.
La différence absolue de résistance est de 88X Bomme on a pu précédemment remarquer,
les spectres des deux suspensions de parasitesdistinguent clairement qu’au niveau de
leur comportement résistif, en dessous des 40 KHz.

Il est a noter que le niveau de viabilité des parayivants a été mesuré aprés les mesures

électriques et que celui-ci reste inchangé, maégéensions plus éleveées.

On constate ici que I'application de tensions @levées a permis d’obtenir des plus grandes

différences d'impédance entre les suspensions m@sifes morts et vivants.

Par rapport a la manipulation précédente (Figur@®); nous avons utilisé une géométrie
d’électrode différente (a faible tension, des étmtds de 4 um droites ; aux tensions élevees,
des électrodes sub-millimétriques). Les deux mdaffmns ne sont donc pas comparables.
Faute de temps, nous n'avons pu réaliser les s a des tensions d’excitation

différentes avec des électrodes semblables.

Cependant, nous avons vu au troisieme chapitregpgphe 11.1.2., que plus les dimensions
des électrodes sont grandes, plus les constanteslldiz sont faibles et plus I'impédance de
I'eau déionisée mesurée est donc élevée. Dans ligurfaiblement conducteur, pour mesurer
des variations de conductance, I'électrolyte do#ispnter I'impédance la plus faible possible
(4-17). L'impédance de I'eau déionisée mesurée #e@lectrodes sub-millimétriques est

plus élevée que celle mesurée avec les électrodemmeétriques. Nous pouvons donc

supposer que les variations de conduction ici néesavec des électrodes sub-millimétriques
entre les parasites morts et vivants a des tenskeees pourraient étre encore plus
importantes pour des électrodes micrométriquesxgéaence doit cependant étre effectuée
pour confirmer I'intérét de I'application de tensgoplus élevée.
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Pour expliquer la plus grande différence d’impé@anbtenue entre les parasites morts et
vivants avec des tensions élevées, nous pouvongdieét une éventuelle

électroperméabilisation des oocystes.

En effet, la tension transmembranaine Bune cellule sphérique est égale a (3-25):

Un :g EgRcosd  (76)

Ou K est le champ électrique appliqué, R le rayon dmelle etd I'angle entre la direction

du champ électrigue et le rayon vecteur a un monnée de la membrane.

La membrane cellulaire devient perméable a paftinal tension seuil qui a été estimée
comprise entre 200 mV et 1V (3-26,3-27,3-28,3-29).

D’aprés la formule (76), pour un oocyste de 5 pndidenetre, le champ électrique minimum
pour provoquer I'électroperméabilisation de sa memé est égale & : 53333 V'm
Pour ce calcul, nous avons considéré Que0 de facon a obtenir une valeur minimale de

champ électrique.

Concernant la 4 géométrie d’électrode, I'espace inter-électrode égmle a 7,5 um (cf
chapitre 2, paragraphe 1.2.1.1.). Pour une tengdiexcitation de 450 mV, dans cette espace
inter-électrode, l& ot le champ électrique est mari, celui-ci est égal & 60000 V'm

Selon le positionnement et I'orientation des ooey€ # 0), certains oocystes peuvent donc
étre soumis a une électroperméabilisation de leemionane, accentuant ainsi la libération
d’ions dans I'HO ppi et 'augmentation de sa conductivité. Ceairpait expliquer pourquoi
une tension plus élevée permet d’accroitre le®ifices observées entre les impédances de

parasites morts et vivants.

Pour confirmer cette hypothése, il serait inténess#iétudier I'application de champs
électriques élevés sur des durées plus longud'gl&itroperméabilisation est responsable de
cette plus grande variation d'impédance, la difiéee d’'impédance entre les morts et les

vivants devrait étre plus importante pour une jpngue durée d’expérience.

284

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011
Chapitre 4 : BIoMEMS pour I'analyse du parasite C. parvum par impédancemétrie

La différence d'impédance semble ici suffisammempartante pour distinguer des gammes
de viabilité intermédiaire. L'expérience n’a malheusement pas pu étre menée, faute de
temps. Néanmoins, nous voyons ici le potentiel mtb@or de I'impédancemétrie pour

détecter la viabilité des parasit@sparvum

Le développement de cette technique pourrait depeésentait une future alternative aux
méthodes actuelles de désenkystement et de tessusiceaux.

Concernant l'utilisation de la méthode de désemgsnt pour les tests de viabilité, afin
d’étudier une alternative au comptage manuelleodegstes désenkystées ou non, nous avons
€galement analysé électriguement des suspensiongsamsites avec différents taux de
parasites vivants et donc différents taux de pmsiésenkystés, a concentration en oocystes
identiques.

Pour effectuer ces manipulations et caractérisarsiaie comptage électrigue du
désenkystement, il est nécessaire de compter alapl® un nombre tres important de
parasites (une dizaine de milliers) manuellemept&tisément.

La complexité de ce protocole expérimental ne ropas permis d'étudier correctement la
reproductibilité de ce type de mesure. Les mescoeespondantes a ces analyses ne sont

donc pas présentées.
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Conclusion du chapitre 4

Dans ce chapitre, nous avons étudié la détectiofamdlyse de parasite§. parvumpar
impédancemétrie a l'aide de systémes électronioueisturisés.

Nous avons montré que l'infection de ce parasipeésente un probléme écologique majeur
puisqu’il contamine de nombreuses sources d’eaiamoent dans les pays sous développés.
Nous avons vu que les méthodes actuelles de d#tatdti sa présence et de sa viabilité sont

compliquées et difficilement exportables dans kgspen développement.

Nous avons présenté le protocole de préparatialie ehesure des parasites que nous avons
utilisé pour obtenir des mesures d’'impédance biqlagstables et reproductibles.
Nous avons ensuite étudié l'effet du milieu de saspn sur la détection électrique des

parasites et nous avons vu que celle-ci nécessitailieu faiblement conducteur.

Nous avons par la suite détecté différentes coratiots deC. parvumsuspendus dans de
I'H,O ppi. Nous avons vu que le bioMEMS ici présentétp#étecter une concentration
minimum de 100 oocystes/pl. En modélisant les whffés spectres d'impédance obtenus avec
un circuit équivalent, nous avons vu que la cormhag de I'HO ppi est le seul paramétre
électrique modifié par I'injection des parasites. WEilisant la constante de cellule du systeme
précédemment déterminée, nous avons pu montreeldion linéaire existant entre la
conductivité de I'HO ppi et sa concentration en parasites. Cette autgtnen de la
conductivité de I'HO ppi avec la présence des parasites peut s’expliopgr une libération
d’ions consécutive aux conditions hypo-osmotiqudsies par les parasites. Nous avons enfin
montré comment cette méthode électrique peut paend¢ remplacer trois étapes critiques

de la méthode actuelle de détection, la méthod&.162

Enfin nous avons étudié la viabilité des paragitsimpédancemétrie. Nous avons montré
gue l'application d’'une faible tension permet bigm distinguer par impédancemétrie deux
populations de parasites morts et vivants avecdifférence de 15% alors que I'application
d’une tension élevée permet d’augmenter cetterdiffge pour atteindre les 30%. Nous avons
ainsi démontré le potentiel des méthodes d’'impéetaétrie pour I'analyse de la viabilité des

parasite<C. parvum.
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Ce chapitre présente les travaux d'impédanceneffieetuée avec les bioMEMS présentés au
second chapitre pour I'analyse de I'interactionutetprotéine.

Nous décrivons d’abord les limitations des outitduals utilisés pour la détection des
interactions cellule-protéine. Nous présentons iemdas modeles de protéine et de cellule
utilisées et de protéines : la lactoferrine (Lf)les cellules d’ovaires de hamster chinois
(CHO).

Dans une premiéere partie, nous montrons les exmpa&seréalisées sur les CHO avec les
dispositifs a puits. Nous étudions d’abord les tefféventuels spécifiques de la culture de
cellulesin-vitro dans des bioMEMS. Le protocole de préparationedleles est présenté. Les
différentes géométries d’électrodes des dispos#ifpuits sont comparées. Les interfaces
développées spécialement pour I'étude comparativ®minue des cultures cellulaires sont
ensuite présentées. Les influences du changementilde et de la densité cellulaire sur
impédance sont étudiées. La modélisation des dtapées des cultures est décrite. L'analyse
de l'interaction CHO-Lf par impédance est présentée

Dans une seconde partie, nous présentons les enpesi réalisées avec le dispositif
microfluidique. Le dispositif et son matériel de suee sont détaillés. Les différents
protocoles de stérilisation, d'injection des ceadhiet de leur culture sont présentés et discutés.
La croissance cellulaire est ensuite effectuéeaigtespar impédancemeétire. Une modélisation
des mesures avec un circuit électrique équivaksreliquée. Les expériences effectuées sur

I'interaction de la CHO et de la Lf dans les mi@onaux sont finalement présentées.

291

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011
Chapitre 5 : BIoOMEMS pour I'étude de 'interaction cellule-protéine par impédancemétrie

|. Enjeux et intéréts de I'analyse cellulaire in-vitro
par techniques interdisciplinaires.

|.1. Oultils actuels pour I'analyse de l'interaction
cellule protéine.

Il existe de nombreuses techniques biochimiquesr peiudier linteraction de
protéines avec des protéines membranaires. Lamplufplise des marqueurs. L’inconvénient
principal de ces marqueurs a déja été évoqué damselmier chapitre, il concerne leur
influence biochimique difficilement analysable etantrélée sur le trafic informationnel intra
ou inter cellulaire. Les marqueurs fluorescents ngpalement utilisés sont les
immunomarqueurs (cf lexique) et la GFP (cf lexigge) ont été décrits au premier chapitre.
Malgré certains travaux qui montrent la potentieiidluence de ces marqueurs sur
I'environnement cellulaire (5-1,5-2,5-3,5-4,5-5,5%4), leur utilisation se fait toujours avec

le postulat qu’ils n’interviennent pas dans l'irgetion étudiée.

Différentes méthodes existent pour détecter cdtierdscence. Le cytometre en flux (cf
lexique) est I'une d’elle. Elle permet d’automatitedétection de la fluorescence des cellules
et de faire plus rapidement des analyses statestiqu

Le cytometrie de flux nécessite cependant de détdels cellules de leur substrat pour les
suspendre dans une solution physiologique au modetda détection de la fluorescence. La
fluorescence n’est donc pas mesurée dans des iomsdite culturan-vitro (cf lexique). De
plus, les analyses cinétiques sont complexes aaenett ceuvre de part la préparation des

cellules pour leur injection dans le cytometre.

La résonance de plasmons de surface (SPR) (cfulexigst une technique d'étude sans
marquage des interactions protéiniques plus récemmgplantée dans les laboratoires (vers
le début des années 90). Cette méthode optiqugaatedécrite en préambule. Elle permet
des analyses quantitatives automatiques et pasli@elon certains modeéles de SPR) de
l'interaction ligand-protéine.

Les protéines des cellules cultivégsvitro sont purifiées et injectées via des canaux

microfluidiques vers la surface fonctionnalisée cales anticorps spécifiques. La encore,
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l'interaction cellule-protéine n’est donc pas qui@e dans son environnement cellulaire
régulier. Yanase et al. ont néanmoins réussi a fikectement des cellules de basophile
mises en suspension a la surface d'un biodéteatelgein d’'un systeme SPR (5-8). Cette
expérience montre qu’il est donc possible d’étudieectement les interactions protéiniques
des cellules d’étude par SPR mais que celles-genwent alors étre conservées dans leurs

conditions de culturen-vitro réguliéres.

La fluorescence peut aussi étre observée a I'adia dnicroscopie confocale a fluorescence
(cf lexique). Cette technique est simple d’accédagine des observations tres précises avec
des échantillons bien préparés.

Elle peut présenter néanmoins l'inconvénient deesster une observation humaine
scrupuleuse qu’il peut étre difficile d’automatiser est également courant d’avoir des
recouvrements fluorescents entre des émissiongfignés et non spécifiques. Les fluophores
ne permettent pas non plus d’études sur de longésdes puisque les marqueurs perdent
vite de leur intensité (phénoméne de blanchimentblaaching en anglais). Les études
cinétiques des interactions sont difficilement diieles et les analyses statistiques sont

lourdes a mettre en place.

Les protéines étudiées peuvent aussi étre fixdedgsamarqueurs radioactifs. L'évaluation de
la fixation se fait en mesurant la radioactivitélddyse des cellules. Cette analyse est donc

destructive et ne se fait donc pas en temps ré¢h sellule.

Nous avons donc vu que, exceptée la microscopidocale, les techniques d’étude de
linteraction protéique cellulaire actuelles ne awdérisent pas ces liaisons dans en
environnement cellulaire intacte. Certaines demséthodes permettent pourtant des mesures

a haut débit, ce qui est difficilement réalisalde microscopie.

Concernant les dispositifs impédimétriques intégnésis avons vu au premier chapitre que
de nouveaux types de micro-dispositifs électrorsquEcemment commercialisés sont des
capteurs a base de cellule (cf lexique) (5-9,5-10,%-12,5-13,5-14,5-15,5-16,5-17,5-18).
Ces analyses consistent a étudier I'évolution dpmygulation de cellules exposée a différents
réactifs, souvent toxiques. Elles permettent d&ukinteraction de cellules biologiques avec
différentes protéines cytotoxique (cf lexique) prquant I'apoptose (cf lexique) de ces

cellules. En intégrant ces biodétecteurs électdagiiest possible de mesurer en temps reel le
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meétabolisme d’'une population de cellules a hauitétlae facon automatique. Les analyses a
base de cellule sont tres utiles pour les étudasnpdceutiques puisqu’elles permettent dans
un premier temps de faire un tri rapidement dares hibliotheque importante de drogues ou
de vérifier la biocompatibilité de produits ou daus destinés a 'homme (5-19). Elles
permettent également des analyses quantitativespséservant a déterminer des coefficients
critiques pour les études toxicologiques tels dl@sé (cf lexique).L'effet mesuré ici est
l'inhibition de la prolifération cellulaire, un phéméne qui est donc facilement mesurable par

les techniques électriques ou optiques.

Nous pouvons également évoquer I'étude par impéntaétrie de facteur de croissance (5-
20). Comme les drogues cytotoxiques, l'injectionfaleteur de croissance a un effet radical
sur les cellules puisqu’ils stimulent la croissaetéa prolifération cellulaire. Se rapprochant
de ce type de mesures, nous pouvons égalementlastestudes par impédancemétrie des
récepteurs membranaires couplés aux protéines @xicfue) (5-21,5-22). Les protéines G
provoquent une cascade de réactions modifiant pdéiment le métabolisme de la cellule,
notamment le transport d’enzymes, le transfertidivia les canaux ioniques, la transcription,
la motilité et la contractilité cellulaire. Encotme fois, les réactions cellulaires liées aux
protéines G sont manifestes et sont donc caraééiicomme les drogues cytotoxiques, par
des EGy (cf lexique) et 1Go.

Seulement, les études biologiques moins appliatiee plus fondamentales ont besoin
d’'outils permettant une analyse plus fine de liattion protéine-cellule. Les exemples
précédemment cités s’intéressent uniquement aidaotion cellulaire de composants ayant
des effets radicaux sur la cellule comme son apepba sa contractilité. Certaines protéines
n'ont pas deffet aussi flagrant mais sont impligsiédans des cascades de réactions
biochimiques intracellulaires dans lesquelles lgile direct ou indirect est difficilement
distinguable. Pour étudier en amont la potentieitdisation de telles protéines, il est
important de connaitre les protéines cellulairescdesquelles elles interagissent au niveau de
la membrane. En effet, la connaissance de cestetcspermet de comprendre le mécanisme
de transduction signalétique des protéines d’ihtée€ de pouvoir ainsi contrbler

spécifiguement leur adhésion cellulaire.

Pour caractériser ces interactions et distinguebléedes différents récepteurs, il est important

de quantifier l'affinité avec laquelle une protéise fixe sur un ligand. Ce parametre
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correspond a la constante de dissociatigridklexique). Comme ce type d’interaction ténue
ne produit pas de modifications cellulaires remabies, le seul effet qui peut étre détecté et
utilisé pour la détermination des concentratiorisQdy ou d’lCsq est linteraction protéine-

cellule elle-méme et non ses conséquences surtébolgme cellulaire.

Les bons résultats obtenus dans I'analyse toxiaplegpar impédancemétrie montrent que
cette technique permet d’étudier la physiologie lutgle in-vitro. Les mesures
électrochimiques pourraient donc étre appliquéealeéent a I'étude d’interactions
protéiques plus discretes que celles provoquapbitose cellulaire. Nous nous sommes donc
intéressés au développement d’'un nouvel outil dy@eapermettant I'étude quantitative de

I'interaction cellule-protéine par impédancemétrie.

|.2. Modele biologique d’étude
1.2.1. Choix de la protéine

Pour étudier les interactions cellule-protéineusiaavons choisi la protéine de
Lactoferrine (Lf). La Lf est une glycoprotéine carenpour son affinité avec le fer. La Lf
n‘appartient pas au systeme immunitaire mais jouedle primordial dans la défense contre
les corps étrangers. Elle posséde également desigiés lytigues qui lui permettent de
dégrader les particules étrangeéres lorsqu’elldisg; Son action précise sur les cellules n’est
pas encore parfaitement connue. Certains travaumontré gu’une fois internalisée, la Lf se
fixe a une séquence précise de 'ADN et activedadcription de génes spécifiques (5-23).
Ceci suggere que la Lf agirait sur le génome poadifier certaines fonctions de la cellule
comme l'arrangement de son cytosquelette. Il aagsi rapporté que la Lf module la
migration, la maturation et les fonctions des deummunitaires (5-24). Son action sur les
cellules semble donc bien plus discréte que cetlequuée par des agents cytotoxiques ou
des facteurs de croissance, tout en ayant au demlimplications physiologiques critiques.
L’étude fondamentale des interactions cellulairedadLf représente donc un intérét énorme

pour 'immunologie.
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La Lf est abondamment exprimée par l'organisme ham&lle est issue de cellules
épithéliales qui I'expriment dans la plupart descrétons exocrines (cf lexique),
particulierement le lait. On remarque que le taexLfl augmente de facon trés importante
dans I'organisme lors d’inflammation et dans cesaipathologies, ce qui prouve encore une

fois son implication dans la défense de I'organisme

[.2.2.  Choix de la cellule d’étude

Pour étudier I'interaction cellulaire de la Lf,umavons choisi les cellules d’ovaire de
hamster chinois (CHO pour Chinese Hamster Ovarlg @l anglais). Les CHO sont des
cellules couramment utilisées en biologie et ermesthe médicale car elles sont faciles a
cultiver et leur croissance est rapide. Les CHG sommandées a I’American Type Culture
Collection (ATCC). Les modéles classiques de CHQ ks CHO-K1.

Les CHO-K1 possédent les principaux récepteursadd,la savoir les chaines sulfatées de
protéoglycanes et la nucléoline, qui représenespeactivement et approximativement 80% et
20% des récepteurs membranaires de la protéinefdilyda protéine fixée a ces récepteurs,
elle est endocytée vers l'intérieur de la cellllers de sa fixation aux protéoglycanes, la Lf
est présentée aux récepteurs de lipoprotéine (lgRPYyont I'internaliser. Cette endocytose

déclenche une réaction signalétique intracelluldhiela Lf se fixe a la nucléoline, les deux

protéines sont internalisées par une vésiculerggédis vers le noyau de la cellule (5-25). Il
est a préciser que les travaux de D. Legrand ontmdgjue I'endocytose de la Lf nécessite la
présence simultanée des deux types de réceptesagpi les protéoglycanes et la nucléoline
(5-26).

Les interactions membranaires de la Lf avec ldsilesl CHO-K1 sont résumées sur la Figure
5- 1.
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Lf
@

Nucleoline

Cellule CHO

Figure 5- 1 : Représentation schématique des intecdons moléculaire de la Lf

avec les récepteurs membranaires des CHO-K1, adagtéle (5-25).

La connaissance de ces récepteurs membranairgg@iésglycanes et la nucléoline) met en
evidence un autre intérét de I'étude la Lf. Il @ én effet montré que le VIH s’attache a la
membrane cellulaire par une interaction coordonagec les protéoglycanes de sulfate
d’héparane et la nucléoline (5-27). Ainsi la fixatide la Lf sur ces récepteurs membranaires
peut empécher I'adhésion cellulaire du VIH. La bprait ainsi étre utilisée comme un agent
inhibiteur du VIH. Certaines études ont en effgadgontré que la Lf avait un effet inhibiteur
sur 'adhésion du VIH (5-26,5-28,5-29).

Un autre intérét d'utiliser les CHOs pour étudientéraction cellulaire de la lactoferrine est
gue I'ATCC fournit également deux autres types dbButes CHO mutantes, a savoir les
CHO-677 et les CHO-618. Ces autres lignées celagdgieuvent étre intéressantes pour notre

étude car elles présentent une proportion de réeepmembranaires de la Lf différente de la
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lignée K1. Les CHO-677 n’expriment pas les récestaulfate d’héparane qui constituent
'une des deux classes de protéoglycanes. Les CHOg®nt totalement déficientes en
protéoglycanes, et présentent donc uniguementd@aline comme récepteurs de la Lf.

Les différentes lignées de CHO possédant des d@anilifféerentes de récepteurs
membranaires de la Lf, elles présentent des amestade dissociation a I'équilibre
distinctes : - i = 2,6 uM pour les CHO-K1

- Ky=2,1 uM pour les CHO-677

- K4 =430 nM pour les CHO-618

Si I'analyse de la fixation de la Lf sur les CHO-kar impédancemétrie donne des bons
résultats, les différentes lignées de CHOs permietit d’évaluer la précision de cette
méthode pour des cellules présentant des affirplés réduites et éventuellement de

déterminer et de distinguer les différentes conetade dissociation associées.

Apres avoir présenté les intéréts de I'étude dddiaction CHO-Lf, nous allons maintenant

présenter les résultats obtenus lors des manipntaéffectuées avec le dispositif a puits.

Il. Etude de lI'interaction CHO-Lf avec les
dispositifs a puits.

Toutes les manipulations sur les CHO ont été eféexrs a 'unité de glycobiologie
structurale et fonctionnelle (UMR 8576) de I'U.S.T.en collaboration avec Dominique
Legrand. Celui-ci a effectué toutes les culturesalkile sous une hotte a flux laminaires dans
des conditions stériles et a entretenu les cultdessdifférentes lignées de CHO tout au long
des expériences. Celui-ci a également réaliséetimgn des cellules dans tous les
microdispositifs. Les différentes expériences désrdans ce chapitre ont été permises grace a
sa collaboration.

Les cellules de CHO ont été marquées par fluorescamec de la GFP afin de faciliter leurs

observations.
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[1.1. Culture cellulaire

[1.1.1. Etude des conditions de culture cellulaire
spécifigues aux bioMEMS

Les mesures dimpédance des CHO dans les micasgligp nécessitent des
conditions de culture difféerentes de celles clagmigent utilisées pour la culture cellulaire en
boites de Pétri. Nous avons étudié qualitativenfierftuence des différents parameétres de

culture en observant au microscope I'état de adlalltivées selon ces conditions.

[1.1.1.1. Influence du substrat de culture

Pour valider la culture des CHO sur les électspdeus avons comparé une culture de
cellules CHO-K1 effectuée sur les électrodes subndtriques et une culture sur un substrat
de verre vierge. Les cultures sur les électrod¢é®tinfaites sans mesures électriques. Le but
de cette manipulation est de vérifier si les CHQgsent correctement sur I'or et si le relief
et I'épaisseur des électrodes (150 nm) influentaunt croissance. Les deux cultures se sont
révélées identiques, a savoir confluentes et awsc adllules en bon état. Le motif des

électrodes ne perturbe donc pas la culture desesll

[1.1.1.2. Validation de l'incubateur de culture

A cause des risques de contamination liés a laeaon des cables au dispositif de
culture, les bioMEMS ne peuvent étre placés au geifiincubateur de culture commun de
'UMR 8576. Cet incubateur contient les cultureButaires d’autres membres de I'équipe qui
ne sont pas impliqués dans le projet. Nous n’ayassvoulu prendre le risque de contaminer
leurs cultures au cours de nos manipulations d'dapéemétrie.

D. Legrand a donc du concevoir un incubateur deumikspécifique. Pour cela, il a récupéré
un caisson meétalligue hermétiqgue qu’il a placé dane étuve qui sert a contréler la
température de culture. Pour augmenter l'inert@rttique du systeme, plusieurs dizaines de

litres d’eau ont été placés dans des containeussiawe I'étuve.

299

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011
Chapitre 5 : BIoOMEMS pour I'étude de 'interaction cellule-protéine par impédancemétrie

Pour apporter le COnécessaire aux cellules (teneur en,@@nviron 5%), un mélange
d’acide citrique et de bicarbonate de soude esténdans le caisson métallique ou est placeé le

dispositif contenant les cellules.

Une photo de cet incubateur est présentée suglad-b- 2.

Etuve
Containeurs
o ~ D’eau
Caisson
Hermétique

Mélange Acide Citrique .
Bicarbonate de soude SENANE

Figure 5- 2 : Photo de I'incubateur de culture de€HO dédié aux manipulations

d'impédancemeétrie.

Pour vérifier que la validité de cet incubateur péas cultures de CHO-K1, nous avons
effectué une culture de cellule dans cet incubapécifique et une culture dans I'incubateur
commun de I'équipe du laboratoire de glycobiologiiacubateur servant habituellement aux
cultures de CHO. Les deux cultures de cellule detréalisées sur des électrodes sub-

millimétriques, sans aucunes mesures d'impédance.

La Figure 5- 3 montre le résultat de chaque cultlBé apres leur injection.
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Figure 5- 3 : Photo prise au microscope confocalfauorescence des cultures de CHO
A) dans un incubateur classique, B) dans I'incubate « fait-maison ».

La fluorescence observée sur la Figure 5- 3 edtularescence naturelle des CHO. On
remarque également que les électrodes sub-milimoés sont visibles au travers du tapis
cellulaire.

Nous voyons sur ces photos que les cellules cellivéans les deux incubateurs sont
confluentes et en bon état. L'incubateur cellulaipécifique peut donc étre utilisé pour nos
cultures cellulaires.

11.1.1.3. Effet des mesures électriques

Afin de valider l'utilisation des mesures électrdg pour lI'enregistrement de la
croissance cellulaire, nous avons compareé desresltiellulaires effectuées sans appliquer de
courants électriques et des cultures cellulairast tliompédance a été mesurée pendant la
croissance. Les cultures ont été effectuées suréldesrodes micrométriques droites. Les

mesures d'impédance ont été réalisées avec unenangiimale d’excitation de 10mV.

Pour analyser 'effet des mesures électriques, avoas enregistré en paralléle les spectres
d'impédance de quatre cultures cellulaires effeeduans différents puits a I'aide du circuit
relais présenté au deuxieme chapitre. Ces speptissedent 201 points de mesure et
s’étendent de 100 Hz a 1MHz.
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Les mesures d'impédaaont été effecties pendant dix heures d’affil@@ec une mesure s
une méme culture toutes les 3 minutes. Les obsengamicroscopiquedes cellules ont été

effectuées six heures apres la fin des mes

La Figure 5- 4 présente le résultat dedeux culturesobtenues sur les électroc

micrométriqueslroites, 16h apres leur inject dans les micropuits.

Figure 5- 4: Photo prise au microscope confocal a fluorescendes cultures de CHC

A : avec mesurs électriques B: sans mesures électrique

Nous voyons sur les phota® laFigure 5- 4. que les tapis sotdnfluens et les cellules
correctement allongéeBans les conditions dans lesquelles les mesuresiglees ont ét

effectuées, aucune modification de la croissantlulaire n’est observée.

11.L1.2. Protocole de préfaration des cellules

[1.1.2.1. Premier protocole de préparation des cellule

Le premiemrotocole de préparations cellules utilisé a été suivan :

- Stériliser les micradispositik a I'alcool, séchage et lavage avec du milieu FI
(avec 10% dsérum de veafoetal).

- Nettoyer letapis cellulairea confluence (cf lexique) cultivéans le boites de Pétri
avec 2 ml de TrypselEDTA pour les détacher du substi@etirer immeédiatemena

Trypsine/EDTA.
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- Placer dans l'incubateur les boites de Pétri carteles cellules avec 1ml de nouvelle
Trypsine pendant 5min a 37°C.

- Prélever la suspension de cellule dans la boitealg et I'injecter dans un tube avec
3ml de nouveau milieu cellulaire F12/K (avec 10%sédrum de veau feetal).

- Centrifuger le tube pendant 5min a 1100 RPM puisarde surnageant de Trypsine.

- Suspendre a nouveau les cellules dans un volunae Yhilieu F12/K frais.

- Injecter un volume Y de la suspension de cellule dans chaque puitdaeermple

dispositif dans I'incubateur.

[1.1.2.2. Variation du nombre de cellules injectées dans lgsuits

Nous avons étudié I'effet du nombre de cellulgsdites dans les puits. Une fois
injectées dans les puits, ces cellules recouvreatagrtaine surface. Le nombre de cellules
injectées dans les puits a été calculé en fonckocette surface. Il détermine ainsi un taux de
recouvrement de la surface au fond des puitsdgs €lectrodes).

Par exemple, si les cellules recouvrent la totaléda surface au fond des puits, elles sont en
situation de confluence. Le taux de recouvrementadsurface au fond des puits par les

cellules est alors de 100%.

Pour réaliser nos cultures cellulaires dans lesspubus utilisons des cultures a confluence
avec N cellules dans des boites des boites de Pétri migggeune surface;SCes tapis
cellulaires sont constitués d’'une monocouche delesl

Pour déterminer le nombre de cellules iécessaire a recouvrir une surfagea® fond des
puits, nous effectuons une regle de trois en fonatiu nombre de cellules; Monstituant le

tapis cellulaire a confluence dans les boites di:Pé

N, = Nixs, (77)

s

Le nombre N de cellules injectées dans les puits peut étret@javec le volume Vde

repiquage des cellules.

303

http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011
Chapitre 5 : BIoOMEMS pour I'étude de 'interaction cellule-protéine par impédancemétrie

Le schéma suivant représente les quatre derniapestdu protocole décrit au paragraphe

11.L1.2.1.. L'ajustement du nombre de cellules itges se fait pendant ces étapes :

Surnageant de
Centrifugation trypsine retire
Injection d’un volume
\‘.w./l \«_../ \___,/' Wy de milieu
My cellules
suspendues

dans de |3 trypsine

Prelevementde M
cellulessuspendues dans
unvolume Vs de milieu

F——JIHHHH HHHHE— ] =

My cellules suspendues dans un volume Vs de
milieu et injectéesdans les puits

M; cellules

suspendues dans
unvolume Wy de milieu

Figure 5- 5 : Schéma du protocole de préparation desuspensions de cellules

Dans les puits du micro-dispositif, les celluleglpvées du tube sont suspendues avec une

concentration identique a celle de la suspensios s tubes.

Onadonc:
Nl —_ NZ

—L=_2 78
V.oV, (78)
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D’aprés les équations (77) et J7Bous avons donc :

S_V
s Vv, (79)
_V2x

Hsz—vl S (80)

S, correspond a la surface de la boite de Pétritedax fixe. De méme, Mest le volume de
suspension de cellule injecté dans les puits qus avons gardé fixe (100 pl pour les puits de
8mm de diametre et 80l pour les puits de 6mm amélire).

La surface Srecouverte par les cellules dépend donc uniquehentolume \ qui sert a
resuspendre les cellules apres la centrifugatibRi¢uire 5- 5). Pour faire varier cette surface

S,, nous modifions donc le volume ®e la suspension de cellules dans les tubes.

[1.1.2.3. Influence du protocole de préparation des cellulesur les

mesures d’'impédance électrochimique

Nous avons effectué les premieres mesures d'impédagtrie en utilisant le protocole de

préparation de cellules décrit au paragraphe 111.2

Pour la suite du chapitre, sauf précisé, toutescidaires cellulaires ont été réalisées en
injectant dans les puits un nombre de cellules ptamt d’obtenir un taux de recouvrement

cellulaire initial égal a 80% de la surface towdlefond des puits.

Une premiere mesure d'impédance a été effectuée fyses I'injection des cellules dans les
puits. Une nouvelle mesure a été effectuée aprésuit de culture, 16h aprés leur injection

dans les puits. Ces impédances ont été mesuréesimdension d’excitation de 10 mV.

La Figure 5- 6 présente les spectres d'impédanceededeux mesures réalisées avec les

électrodes submillimétriques et des puits de 8mmiamétre.
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={_=1ZI Injection des cellules
=(O=12ZI Croissance + 16H

10000

A Phase Injection des cellules
*—Phase Croissance + 16H

1000

100

IZI (Ohms)
Phase (Degrés)

1

'
~
o

10

100 1000 10000 100000 1000000

Fréquence (Hz)

Figure 5- 6 : Spectre de la magnitude et de la phasle 'impédance de cellules CHO
apres leur injection dans les puits et 16h aprésue croissance avec le premier protocole

de repiquage des cellules.

Nous voyons sur ces spectres que I'impédance eétddtnique diminue avec la croissance
des cellules. Ce résultat est contradictoire aWatlde I'art des analyses cellulaires par
impédancemétrie (5-21,5-30,5-31,5-32,5-33). Towsstia/aux ont montré le caractere isolant
des cellules en basse fréequence. La croissancecalkedes est donc censée augmenter
impédance globale du capteur. Les observatiorsaacopiques du tapis cellulaire montrent

pourtant un tapis cellulaire qui semble confluerdcades cellules correctement « allongées ».

Cependant, il est important de considérer que trgants électriques de conduction se
propagent dans le milieu cellulaire au travers idesrstices cellulaires. Nous avons constaté
au £™ chapitre que les capteurs impédimétriques sost gehsibles a la conductivité du
milieu biologique (faibles traces de PBS mesuraldagss I'eau déionisée, chapitre 4,
paragraphe 11.3.). Nous nous sommes donc demandda sgiminution d'impédance
précédemment observée n’est pas provoquée parages e trypsine encore présentes dans

le milieu cellulaire.

Dans le protocole de préparation des cellules déari paragraphe 11.1.2.1., I'étape de

centrifugation est supposée retirer la trypsineagservi a détacher les cellules des boites de
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Pétri pour les resuspendre dans un nouveau migkwiare. Seulement, comme nous l'avons
déja montré au®f" chapitre, il est difficile de retirer compléteméatiquide d’un tube avec

un pipetage manuel; surtout quand les cellulestitoast un culot compact au fond de ce

tube ne doivent pas étre endommageées.

Pour vérifier si les éventuelles traces de trypssomt bien responsables de la chute
d'impédance au cours de la culture, nous avonséilfié méme protocole que celui décrit au

paragraphe 11.1.2.1. en ajoutant une étape de itaydtion supplémentaire avec des
parametres identiques afin de diluer davantageelentuelles traces de trypsine dans le

milieu. Pour ce nouveau protocole, nous avons adfectué deux étapes de centrifugation

d'affilée.

Comme pour la précédente expérience, nous avonsrénésnpédance des cellules juste

apres leur injection dans les puits et 16h apres.

La Figure 5- 7 présente les spectres d'impédanceededeux mesures réalisées avec les

électrodes submillimétriques et des puits de 8mmiia®etre

1z Injection des cellules
IZI Croissance + 16H

A Phase Injection des cellules
Phase Croissance + 16H

1000 o

100

IZl (Ohms)
Phase (Degrés)

10

—T—T T —T T —T—TTTT —T—TTTTTT
100 1000 10000 100000 1000000

Fréquence (Hz)

Figure 5- 7 : Spectre de la magnitude et de la phasle I'impédance de cellules CHO
apres leur injection dans les puits et 16h aprésue croissance avec le protocole final de

repiquage des cellules.
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Nous voyons sur ces spectres qu’au dessus de 4'idHiE2dance a bien augmenté au cours

de la croissance cellulaire. Nous obtenons domtasirésultats en accord avec I'état de I'art.

Ce résultat prouve qu’en utilisant le protocolerdéu paragraphe 11.1.2.1, les cellules et le
milieu injecté dans les puits contiennent encore ttaces de trypsine qui diminuent

l'impédance du capteur au cours de la croissantbelaiee. Pour la suite des expériences,
nous avons donc utilisé le protocole précédemmeéatitden ajoutant une deuxiéme étape de

centrifugation.

L’amplitude de I'impédance prenant en compte l'atode des courants résistifs et de
déplacement, le caractére isolant des cellulesadétre plus visible sur le spectre de la partie
réelle de 'impédance, i.e. la résistance. Noushawionc étudié I'évolution des spectres de
résistance au cours de la croissance cellulairge @golution est représenté sur la Figure 5-
8.

-1 Re(Z) Injection des cellules
Re (Z) Croissance + 16H

] -A-Im(Z) Injection des cellules

Im(Z) Croissance + 16H 1000

100

Résistance (Ohms)

o
)
- Réactance (Ohms)

0,1

1 S —— L 1T
100 1000 10000 100000 1000000

Fréquence (Hz)

Figure 5- 8 : Spectre de la résistance et de la r@ance des cellules CHO apres leur
injection dans les puits et 16h aprés leur croissae avec le protocole final de repiquage

des cellules.
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Pour calculer et comparer les variations d’ampéted de résistance, nous déterminons la

variation d'un parametre X en pourcentagé\ks;) selon la formule :

MXoq = ‘XTO ‘;XT‘fi nal ‘
To

x100 (81)

Ou Xy, est la valeur du parametre en début de croissanc&re . est la valeur du

parametre en fin de croissance.

Les fréequences auxquelles ces parametres ont gtat®ont été déterminées de maniére a

obtenir les variations les plus importantes :

- 294574 KHzA\Z|,, = 150 %

- a 15598 Hz ARy,= 296 %

La résistance est donc le parametre électriquéukegensible a la croissance cellulaire. Pour
comparer les différentes géométries d’électrodess mllons donc étudier ce paramétre.

11.L1.3. Comparaison des differentes géometries
d’électrodes

Pour déterminer la géométrie d’électrode optimptair I'étude de linteraction
protéine-cellule, nous avons cultivé les cellulé$aCdans un dispositif présentant les quatre

géomeétries d’électrodes sur un méme substrat aaepults de 8mm de diametre.

Pour cette expérience, nous avons mesuré I'impédades cellules 30 min apres leur injection
dans les puits et 16H plus tard, aprés avoir regl@ule milieu cellulaire de chaque puits.
Nous avons attendu 30 min entre l'injection desutes et la premiere mesure d’'impédance
pour laisser au systeme le temps de se stabitesep€rature et sédimentation des cellules).
16H apres l'injection des cellules, nous avons ueet® le milieu de culture en retirant a la
pipette le milieu ayant servi a la croissance adisiles et en injectant de la méme maniére un
milieu frais. L'impédance est mesurée 30 minuteegpe renouvellement du milieu pour
laisser le temps au systeme de se stabiliser. agegréquentielle étudiée va de 1 KHz a 1

MHz. Les figures suivantes présentent la résistahteréactance de ces cultures.

309

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011
Chapitre 5 : BIoOMEMS pour I'étude de 'interaction cellule-protéine par impédancemétrie

200
180
160

140
120

100

80

60

Résistance (Ohms)

={}=Re(2) Injection des cellules
-O—Re(Z) Croissance + 16H + Nouveau milieu

-&Im(Z) Injection des cellules

40

1000

Im(Z) Croissance + 16H + Nouveau milieu
] 100
@
=
i ot
<
10qJ
(8]
c
8
Q
(1]
QD
(07
1
——rry ] 0,1
10000 100000 1000000

Fréquence (Hz)

Figure 5- 9 : Spectre de la résistance et de la i@ance des cellules CHO apres leur

injection dans les puits et 16h plus tard, avec unouveau milieu. Mesures effectuées

avec les électrodes millimétriques (photo MEB en eart).
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Figure 5- 10 : Spectre de la résistance et de laagance des cellules CHO apres leur

injection dans les puits et 16h plus tard, avec unouveau milieu. Mesures effectuées
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avec les électrodes micrométriques droites (photo BB en encart).
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Figure 5- 11 : Spectre de la résistance et de laagance des cellules CHO apreés leur
injection dans les puits et 16h plus tard, avec unouveau milieu. Mesures effectuées

avec les électrodes micrométriques rondes (photo MEEen encart).
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Figure 5- 12 : Spectre de la résistance et de laagtance des cellules CHO apreés leur
injection dans les puits et 16h plus tard, avec unouveau milieu. Mesures effectuées

avec les électrodes submillimétriques (photo MEB eencart).

311

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011
Chapitre 5 : BIoOMEMS pour I'étude de 'interaction cellule-protéine par impédancemétrie

Comme précédemment, nous voyons sur les figuresagésistance augmente au cours de la

croissance pour toutes les géométries.

Pour comparer les électrodes, nous avons calcutdube de variation des résistances en
considérant les fréequences auxquelles ces vargasont les plus importantes. Les taux de
variations sont comme précédemment calculés d’'dj@@sation (81) et regroupés dans le

tableau suivant :

Tableau 5- 1: Taux de variations des résistances esurées avec les différentes

géométries d’électrodes au cours de la croissancglalaire.

Electrodes Electrodes
Electrodes _ o _ o Electrodes
o micrométriques| micrométriques o
millimétriques ' submillimétriques
droites rondes
AReyen fin de
culture, apreés le 7,2% 122% 263% 295%
changement de alMHz a 69,3 KHz a 78,5 KHz a 15,6 KHz
milieu

Nous voyons gue les électrodes submillimétriguesespondent a la géométrie d’électrode la

plus sensible.

Pour analyser les évolutions des impédances meswaeec les différentes géométries
d’électrodes au cours de la croissance celluldirest important de prendre en compte les
profondeurs de champ (cf lexique) de chaque géomdtélectrodes. Ces profondeurs de
champ ont été déterminées dcBapitre au paragraphe 11.1.2. et regroupées ledafiableau
3-3.

Il est également important de connaitre I'épaisstume cellule CHO en culture. D’aprés Li
et al. (5-34), le volume des CHO se situe entre01@01500 prh En considérant que le
diameétre d’une cellule CHO en culture est de 15(85) et que, de facon schématique, une
cellule en culture peut s’apparenter a un cylintépaisseur des cellules CHO en culture se
situe entre 5,7 um et 8,5 um. Cette ordre de granc@respond bien a I'épaisseur d’autres

cellules épithéliales en culture (5-36).
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Concernant la premiere géométrie d’électrode, lrghélectrique se propage beaucoup plus
haut dans le puits que pour les autres géomépresofdeur de champ80 um). Ce champ
électrique interagit donc davantage avec le milkellulaire et est moins sensible a la
croissance cellulaire en surface des électrodest lonc préférable de réduire les dimensions

des électrodes pour confiner le champ électriqua\aau des cellules.

En comparant les variations de résistance issugséldetrodes micrométriques droites et
celles issues des électrodes micrométriques rondes, constatons que la forme arrondie des

électrodes favorise bien I'attachement des cellules

Pour expliquer les différences de variation destésice entre les électrodes micrométriques
rondes et les électrodes submillimétriques, nousme considérer leurs profondeurs de
champ et I'épaisseur des cellules. Rappelons qufegégquences inférieures ou égales a 1
MHz, le champ électrique ne passe pas au travermdebranes cellulaires (5-37).

Quand les électrodes micrométriques sont en comaet les cellules, la profondeur de
champ de cette géométrre { um) montre que le champ électrique interaggicae milieu
cellulaire en dessous des cellules ainsi qu’avwaicdene basale (cf lexique).

Pour les électrodes submillimétriques, la profomdBuchamp de cette géométrie?,5 pm)
montre que le champ électrique interagit avec fedmsale des cellules, leur zone apicale (cf
lexique) ainsi qu’avec le milieu cellulaire en dmss, au dessus et sur les c6tés des cellules
(i.e. les interstices cellulaires).

Le champ électriqgue interagissant davantage avec cellules pour les électrodes
submillimétriques, cette géométrie est plus seasillh croissance cellulaire.

Elle a donc été conservée pour la suite des exm&rse Toutes les expériences réalisées avec
des dispositifs a puits qui sont par la suite pr&ss ont donc été effectuées avec des

dispositifs comprenant sur un méme substrat quéseaux d’électrodes submillimétriques.
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11.1.4. Amélioration du protocole de mesure d'impédance

1.1.4.1. Suivi continu

Nous avons évoqué al' thapitre I'intérét des mesures électriques posialealyses
biologiques multiplexées (au paragraphe 1V.1.2. ¢ type d’analyse permet aussi
d’effectuer rapidement des études statistiquesteldesystemes nécessitent I'automatisation
de I'acquisition des mesures.

Jusqu’ici, pour étudier la croissance cellulaireus avons mesuré I'impédance des cellules
en début et en fin de culture. L'impédancemétrepaamet pas de suivre en continu la

croissance cellulaire en lancant automatiquementniesures.

Par rapport aux observations microscopiques classjges mesures électriques permettent
d’analyser quantitativement les cultures cellukif@es systemes d’'imagerie incorporant des
incubateurs permettent de suivre en continu lassavice cellulaire mais de facon qualitative.
Wegener, Keese et Giaever (5-38) ainsi que Ehrat €5-39) ont déja présenté des systemes
permettant de suivre quantitativement et en contlau croissance cellulaire par

impédancemeétrie.

Nous avons donc modifié I'interface Labview décete 2™ chapitre, au paragraphe 111.2.1.,
afin qu’elle puisse lancer automatiquement I'acgjois des mesures de l'impédancemetre

pour suivre en continu la croissance des cellulesis réseau d’électrodes.

11.1.4.2. Mesure en parallele

Comme nous l'avons évoqué atl"2chapitre, les impédancemétres ne permettent pas
de réaliser plusieurs mesures simultanément. Pouvgr étudier parallelement plusieurs
réseaux d’électrodes au cours d’'une méme expérigTmes avons du réaliser un circuit
imprimé comprenant des relais électrostatiques2{®f chapitre, paragraphe 11.3.4.). Pour
rappel, ce circuit permet de multiplexer les exg@es en changeant automatiquement les

réseaux d'électrodes analysés par I'impédancemeétre.
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En associant ce circuit relais avec le logiciel liety permettant d’automatiser I'acquisition
des mesures, nous avons pu mesurer en continaissance cellulaire des CHO sur plusieurs

réseaux d'électrodes en paralléle.

La Figure 5- 13 présente les spectres de résistasige du suivi de quatre cultures de cellules
CHO reéalisées sur un méme dispositif avec desrétbes submillimétriques et des puits en

PDMS de 6mm de diametre.

Les cultures ont été effectuées sur 46H. Le normitiel de cellules injectées dans les puits

permet d’obtenir un taux de recouvrement cellulairgéal égal a 66% de la surface totale au

fond des puits. La résistance de chaque puits anéshirée toutes les 33 minutes mais par
soucis de clarté seuls trois spectres (par puitis@¢ie représentes.

Début Culture Puits 1

Début Culture Puits 2

Début Culture Puits 3

Début Culture Puits 4
Mesure Intermédiaire Puits 1
Mesure Intermédiaire Puits 2
Mesure Intermédiaire Puits 3
Mesure Intermédiaire Puits 4
== Fin culture Puits 1

Fin culture Puits 2

e Fin culture Puits 3

- Fin culture Puits 4

100

Culture +25H

Résistance (Ohms)

Culture
10

A |
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Figure 5- 13 : Spectre de la résistance de quatreltures de cellules CHO aprés leur
injection dans les puits, 25h plus tard et 46h plutard en fin de croissance. Les pointillés

indiquent la fréquence a laquelle a été effectuémhalyse cinétique.

Nous voyons sur ces spectres que la résistance eatgnprogressivement et de facon

similaire pour les quatre cultures.
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A partir de ces différents spectres, nous pouvdfecteer une analyse cinétique de la
résistance a une fréquence fixe. Pour cela, ndlisous le programme Matlab décrit at"2
chapitre, paragraphe [11.2.2.2.. La fréquence diétaorrespond a la fréquence a laquelle les
variations de résistance sont les plus importamtest-a-dire a la frequence pour laquelle le
rapport entre la résistance en fin de culture 8¢ @n début de culture est maximal. Cette

fréquence est indiquée en pointillé sur la Figuré®et égale a 15 KHz

L’analyse cinétique de ces spectres a donc ététeffe a 15 KHz. L'évolution temporelle de

la résistance des cultures cellulaires est représesur la Figure 5- 14.

=== Culture dans le puits 1

50 +
== Culture dans le puits 2
/= Culture dans le puits 3
ol %Culture dans le puits 4
30 -

Résistance (Ohms)

20 - Phase de croissance
exponentielle
10
Phase de latence
O . I ’ I . I . ] T 1

0 10 20 30 40 50

Temps (Heures)

Figure 5- 14 : Evolutions temporelles de la résistece a 15 KHz de quatre cultures de
cellules CHO.

Nous voyons que la croissance cellulaire se dérglolgalement en deux phases : une phase
avec une faible croissance correspondant a la pleakgence ou les cellules s’adaptent a leur
nouvel environnement et adhérent au substrat (de 2DH) et une phase de croissance

exponentielle de 20 a 46H.
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La cinétique de la Figure 5- 14 se rapproche de oe¢surée par Leelavatcharamas et al. sur
des CHO recombinantes par cytométrie en flux (540) détachant les cellules de leur

substrat) avec une phase de latence et une phaseiskance exponentielle.

Cette phase de croissance présente deux pentestdist de 20 a 30H et de 30 a 46H. Arias
et al., qui ont récemment analysé électriquementdiures de cellules cancéreuses de cavité
buccales (5-41), expliquent ces deux pentes difféeepar une premiere phase d'étalement
des cellules suivie par une phase de prolifératienr étude a été effectuée a I'aide de photos
prises au microscope a réflexion en parallele desunes électriques.

Cette expérience montre qu'’il est possible de diianélectriquement la croissance cellulaire
de facon continue. Elle montre aussi qu'il est fldesde suivre par mesure électrique la

croissance cellulaire sur plusieurs jours sanscglle-ci soit endommagée.

II.2. Mise en place d’'un protocole d’étude de

I'interaction des cellules CHO avec la lactoferrine

Pour étudier l'interaction des cellules CHO avadactoferrine et mettre au point un
protocole expérimental précis, nous avons étudiérdnts parametres biologiques pouvant
influer sur l'interaction de la protéine avec Ipitacellulaire.

11.2.1. Influence du changement de milieu cellulaire

Pour I'étude de l'interaction de la Lf avec les @Hous avons dilué la protéine dans
le milieu cellulaire F12-K, le milieu cellulaire ilisé pour la croissance des cellules CHO.
Pour injecter la Lf dans nos puits, nous devongdetirer le milieu de base des cellules pour

injecter un nouveau milieu dans lequel la prot@siediluée.

Pour cela, les cellules sont d’abord retiréesidedbateur. Le milieu de base est ensuite retiré
a la pipette, laissant les cellules exposées & daibiant. Un nouveau milieu est ensuite

injecté a la pipette. Les cellules sont enfin repés dans I'incubateur.
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Ces différentes étapes peuvent perturber I'enveorent et |'état électrochimiques des
cellules. Nous avons donc étudié I'effet d’'un clemgnt de milieu, sans protéine, effectué
dans ces conditions sur 'impédance du tapis etk

[1.2.1.1. Analyse a fréquence fixe

Pour évaluer les effets d’'un changement de milews avons mesuré la résistance

électrigue a une fréquence fixe, 4 KHz, sur quatiteures de CHO.

Ces cultures de CHO ont été réalisées en injectans les puits un nombre de cellules
correspondant a un taux de recouvrement initial 2§20% de la surface totale du fond des
puits. L'expérience a été effectuée apres 16H tareu

Comme nous l'avons vu au chapitre 2, paragraphé.2ll la mesure impédimétriqgue a
fréquence fixe permet d’enregistrer I'impédancendsysteme biologique avec une résolution

temporelle élevée. Pour cette expérience, la résoltemporelle utilisée est de 5s.

La résistance normée présentée sur la Figure Seotfespond a la moyenne de quatre

expériences distinctes dont sont aussi issueséatsédypes.
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Figure 5- 15 : Cinétique de la résistance norméedKhz, moyennée a partir de quatre

cultures cellulaires dans les puits, dont le miliea été renouvelé.
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Nous constatons sur ce graphique que, suite @dlion du nouveau milieu, la résistance

augmente. Elle décroit ensuite de fagon quasi-lieca

Sur cette expérience, la résistance ne se stapdiseNous devons étudier ce phénomene sur

une durée plus importante.

Nous constatons également que cette cinétique meespond pas a un processus
électrochimique rapide. Nous pouvons donc étudier pbénoméne par spectroscopie
d'impédance, méthode présentant une résolutiondesgtip moins élevéex(45 s, cf chapitre

2, paragraphe l11.1.1.). Nous pouvons égalemendliétuainsi si la fréquence d’'analyse

influence les variations de résistance.

[1.2.1.2. Analyse fréequentielle

Nous avons mesuré les effets d'un changement diéeumpar spectroscopie
d'impédance sur une culture réalisée en injectamsdes puits un nombre de cellules
permettant d’obtenir un taux de recouvrement callelinitial égal a 66% de la surface totale

du fond des puits.

Pour comparer cette manipulation avec la précédexpérience, la résistance de ce tapis
cellulaire a été mesurée jusqu’a ce qu’'elle soitleé@ celle d’'une culture réalisée avec un
taux de recouvrement cellulaire initial de 80%, 1&ptés l'injection des cellules dans les
puits (cf annexe 3). Le changement de milieu a deaceffectué 46H apres l'injection des

cellules.

Pour obtenir les cinétiques de la résistance atibérentes fréquences, les spectres de
résistance ont été mesurés successivement suiltases de CHO lors d’un changement de
milieu avec une résolution temporelle de 37s. Qectees ont été ensuite traités avec le

logiciel Matlab présenté au deuxiéme chapitre,amagraphe 111.2.2.2..

Les cinétiques de résistance aux différentes frécpsesont représentées sur la Figure 5- 16.
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Figure 5- 16 : Evolutions temporelles des résistars électriques normées a différentes

fréquences lors d’un changement de milieu

Comme sur la Figure 5- 15, nous voyons que le afraegt de milieu augmente la résistance
du systéme. Cette résistance diminue ensuite am fagasi-linéaire pour se stabiliser a une
valeur de résistance plus élevée que celle inigatla pour toutes les fréquences d’étude (de
1 KHz a 50 KHz). L’augmentation de résistance duiet@angement de milieu diminue pour
les frequences plus élevées. La chute de résismuumessive diminue également avec les
fréquences plus élevees.

Les résistances normées aux différentes fréquesecetabilisent ainsi & des valeurs proches.
Apres le changement de milieu, la résistance égetrdes cellules met environ 10 minutes a

se stabiliser.

[1.2.1.3. Discussion et interprétation électrochimique

Nous avons vu que le changement de milieu provagne augmentation de la

résistance. Cette résistance diminue ensuite gostabiliser environ 10 minutes plus tard.
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Pour comprendre cette évolution temporelle de Est@nce, nous devons analyser les
différentes perturbations électrochimiques subgslgs cellules au cours de l'injection d’'un

milieu frais.

Le bioMEMS contenant les cellules est d’abord éetie I'incubateur, le systeme subit donc
une baisse de température. Quand le milieu esé rietia pipette, les cellules sont soumises a
des forces de cisaillement. Lorsque le milieu deelest retiré et avant que le nouveau milieu
soit injecté, les cellules sont exposées a l'aibiamt et leur température diminue encore.
L’injection d’un nouveau milieu a la pipette faiiksr aux cellules des nouvelles forces de
cisaillement. Ce nouveau milieu est conservé dénsubateur de culture servant aux
mesures, cependant son injection en dehors deibateur avec des pointes de micropipette
conservees a température ambiante abaisse égalégemment sa température. Ce nouveau
milieu présente aussi un pH plus neutre. Enfircikiles sont replacées dans l'incubateur ou

elles doivent a nouveau se stabiliser en températur

La méthode d’injection utilisé pour changer le pulj avec ou sans protéine, abaisse la
température des cellules. Armitage et al. (5-48%iagque Moyes et al. (5-43) ont montré que
ces conditions de changement de température augmdatTEER (cf lexique) des cellules
épithéliale cultivéegn-vitro. La TEER mesure électriguement I'espace interlzeii et ainsi

la confluence des cellules. Quand les cellules sohair ambiant, les jonctions entre les
cellules diminuent donc et la TEER augmente.

Ceci explique pourquoi apres le renouvellement diiem) quand le bioMEMS est replacé
dans l'incubateur, la résistance augmente de fagportante. Apres une dizaine de minutes,
le systéeme se stabilise a la température de l'atauy (37,5° C) et la résistance diminue

jusqu’a devenir constante.

L'injection d'un nouveau milieu dans les puits, aveou sans protéine, perturbe
'environnement cellulaire et entraine donc intégeement I'évolution temporelle de la
résistance précédemment mesurée. Pendant les gsehguutes suivant linjection d’un
nouveau milieu, 'impédance électrochimique du dagellulaire passe par un état transitoire
qui doit étre décorrélé des effets électrochimidiéssa I'interaction de la Lf avec les CHO.
Les mesures électrochimiques de l'interaction eisgeCHO et la Lf sont donc parasitées par

cette stabilisation électrochimique. Ces phénomepegurbateurs ont été également
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remarqués dans des précédents travaux d’impédatreersér des cellules biologiques (5-
21,5-44,5-45).

Pour minimiser ces effets, le milieu contenant pestéines est placé dans l'incubateur de
culture au moins 30 minutes avant leur injectionsdas puits. Les produits injectés sont ainsi
a la méme température que celle des cellules @Y.,5°

Le changement de milieu est effectué en gardamintgiue possible le dispositif au sein de

I'incubateur de culture.

11.2.2. Influence de la densité cellulaire initiale

Nous avons également étudié I'influence de la it rellulaire initiale. Cette densité
peut influencer la croissance cellulaire et lesures électrochimiques de l'interaction de la
Lf avec les cellules. Pour cela, nous avons injeletés nos dispositifs des concentrations

initiales de cellules différentes dans des disgesivec des puits de 6mm de diametre.

Selon le protocole décrit au paragraphe 11.1.2e2nombre de cellules injectées dans les puits
a été déterminé de maniere a obtenir des taux amiveement cellulaire initiaux égaux a
66%, 80 % et 100% de la surface totale au fondpdéts (& 100% les cellules sont donc
placées dans une situation de confluence). Lesiresltcellulaires dans les puits ont été
suivies électriqguement avec des balayages fréallestallant de 100Hz a 1 MHz.

Sur la Figure 5- 17, nous avons représenté laiguetes résistances électriques normées des
cultures de CHO aux différents taux de recouvrenmetidux dans les puits, a 15 KHz, sur un
durée de 16H. Ces résistances sont normées parrax résistances en début de culture,

juste apres l'injection des cellules.
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Figure 5- 17 : Evolutions temporelles des résistams €lectriques normées mesurées a
15 KHz sur des cultures de CHO avec des taux de @evrement initiaux différents.

Nous voyons sur cette figure que la seule culterestabilisant au bout de 11H est celle
réalisée avec des cellules injectées dans des tmorsdide confluence. En effet, nous
observons un plateau apres la phase exponentgetiedsance.

Comme les cellules sont ici déja placées en comflele la croissance exponentielle
correspond bien a la création des liaisons peptedigdes cellules entre elles et entre le
substrat, c'est-a-dire a la phase d’étalementadégctérisée par Arias et al. (5-41).

Nous n'observons pas de deuxieme phase de prdilifiéraellulaire caractérisée par une
augmentation de la résistance avec une pente ahig,fcomme c’est le cas pour la culture
sur 46 H avec une densité cellulaire initiale a 6#&confluence (cf Figure 5- 14), car nous

sommes ici déja a confluence. Les cellules ne\geaiit donc pas

Il est intéressant de constater que ces mesuretriglies permettent de quantifier et
d’analyser la densité cellulaire d’'une culture lmay plus précisément que les observations
microscopiques.

La Figure 5- 18 présente des photos prises au stiope a fluorescence de cultures réalisées

avec des taux de recouvrement cellulaire initiaex88% et de 100%, 16H apres l'injection
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des cellules. Sur ces photos, les tapis cellulapessentent des densités cellulaires
apparemment trés proches. La mesure de leur impéd&vele néanmoins que la culture
réalisée un taux de recouvrement initial de 80%tnfms encore stabilisée et donc que les
cellules sont encore en pleine croissance. L'oladienv microscopique d’'une telle culture

semble pourtant présenter les criteres d’'une aibwonfluence.

Figure 5- 18 : Photo prise au microscope confocalfluorescence de cultures de cellules
CHO effectuées avec un taux de recouvrement initiale 80% (A) et de 100% (B), 16H

apres l'injection des cellules.

Il est donc plus précis de juger de la confluerioa thpis cellulaire en mesurant sa résistance

électrique.

11.3. Modélisation

Comme nous l'avons fait pour les mesures d'impédatles parasite€. parvum
(chapitre 4, paragraphe Il et IV), nous avons chéra modéliser les spectres d'impédance
des cultures cellulaires avec un circuit électriggeivalent. Nous avons pour cela utilisé le

circuit électrique équivalent présenté sur la Fegby 19.
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Rc:ellule

ZCPEmiIieu WNN% Rmilieu
>> ZCF'Eczellule —\/\/\/\/

N
/S

Figure 5- 19 : Circuit électrique équivalent utili$2 pour la modélisation des impédances

de culture de cellules CHO.

Le milieu est modélisé par un CPEcRZnmiiey) (cf lexique) placé en série avec une résistance
(Rmiieu)- Ce circuit correspond a celui que nous utiliséraisieme chapitre pour les spectres
d'impédance du milieu cellulaire des CHO (chap8y@aragraphe 11.1.4.). Pour modéliser les
cellules, nous avons utilisé un CPE#Zeiugd placée en paralléle d’'une résistance(R).

Le CPE correspond aux propriétés diélectriques addisiles, la résistance aux propriétés

conductrices issues du milieu présent aux intastictercellulaires.

La correspondance biologique de ce circuit élegéri§quivalent est schématisée sur la Figure
5- 20. Sur ce schéma, la distance cellule-électrege délibérément exagérée et les

représentations ne sont pas a I'échelle.

Milieu cellulaire

W Cellule

ZCPEceIIuIel é L Rcellule L % % J\ é é *l
* ZCPEmilieu *ZCPEmilieu
Electrode en or Electrode en or

Figure 5- 20 : Schéma des correspondances biologapides différents composants du

circuit électrique équivalent.
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Ce circuit de modélisation a déja utilisé par Chdleelecke (5-46) pour modéliser I'analyse

impédimétrique de cellules souches mésenchymateRsésnan et al. (5-47,5-48) ainsi que

Qui et al. (5-49) ont utilisé ce circuit électrigéguivalent en ajoutant, en parallele des
composants correspondant au milieu cellulaire, @séstance pour la couche protéinique
servant a I'adhésion cellulaire.

Ce circuit électrique équivalent est une adaptatiercelui utilisé par Wegner et al. (5-50,5-

51) avec les propriétés diélectriques des cellglésont modélisées par un CPE au lieu d’'une

capacité (qui est un cas particulier de CPE, cpititea3, paragraphe 1.2.).

La Figure 5- 21 présente les spectres de résiseinde réactance du milieu cellulaire des
CHO (aucune cellule) et des cultures de cellule©CH6H apreés leur injection, avec des taux
de recouvrement initiaux différents : 66%, 80% @0% (confluence). Ces spectres et leurs
ecarts types sont issus de la moyenne de troigierpés distinctes.

Sur ces spectres, les modélisations issues dastgikquivalents de la Figure 5- 19 sont
représentées en superposition des spectres expéaime

— — - Circuit électrique équivalent pour les cultures cellulaires
—— Circuit électrique Résistance-CPE
) [0 O /A Données expérimentales
e 5 10000

1 1000

1000 3
4 100

1l

-
o

100

-Réactance (Ohms)

Résistance (Ohms)

1 0,01

10 ¥
d 3
e R

e |

N '
100 1000 10000 100000 1000000

Frequence (Hz)

Figure 5- 21 : Résistance et réactance du milieulldaire et des cultures de CHO avec
des taux de recouvrement initiaux différents, 16H pres leur injection dans les puits.

Spectres modélisés avec le circuit équivalent usk pour les cultures cellulaires.
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Nous constatons que le circuit équivalent de laufeigh- 19 modélise correctement les
spectres expérimentaux. Pour les différents tauxedeuvrement cellulaire initiaux, nous
avons regroupé les coefficients de déterminatidi ¢Rles valeurs des composants du circuit

équivalent dans le Tableau 5- 2.

Tableau 5- 2 : Comparaison des parametres de modsdition de I'impédance des cultures
avec différents taux de recouvrement initiaux. Modisations obtenues avec le circuit

équivalent utilisé pour les cultures cellulaires.

Taux de recouvrement
o 66 % 80 % 100 %
cellulaire initial
R? 1 0,99992 0,99995
6,07788.10 | 6,31783.10 | 4,80186.10
Kmilieu (S§) 0
+7,55748.10° | +3,90335.10 | +2,04581.10
0,96865 0,98013 0,97704
Nmilieu
+2,06748.1¢ | +9,81245.1¢ | +6,57914.17
5,29315 4,59724 3,43783
Rmilieu (€2)
+0,16112 +1,65047 +1,75318
4,03748.10 2,50529.10 | 4,40186.10
KceIIuIe (S§)
+5,47799.10 | +1,49115.10 | +1,15143.18
0,67685 0,5946 0,64511
n
cellle +0,01346 +0,05475 +0,02638
37,51378 5464608 122,319
RceIIuIe (Q)
+1,10075 +4,71098 +3,75137

Nous constatons que les coefficients de déternoimaitsont trés proches de 1, ce qui montre
gue le modele correspond bien aux mesures expératasn

Reellule 2UgMente avec la densité cellulaire initialgydfe €t Rniliew diminue.

Reevie @augmente car les interstices intercellulaires elmwent moins nombreux avec
'augmentation du taux de recouvrement celluldigeconductance de ces interstices diminue

donc.
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La résistance du milieufRey diminue avec le taux de recouvrement cellulairgain Cette
diminution peut s’expliquer par I'acidification dmilieu par les cellules au cours de leur
développement. Plus les cellules sont nombreusiescptte acidification est élevée.

Comme ici le facteur de phase du CPE lié aux @lueye €st supérieur a 0,5, le CPE se
rapproche d’'un comportement capacitif (cf équa(@h) et chapitre 3, paragraphe 1.2.). La
diminution du facteur d’amplitude du CPE lié auXdlues Keeue N'est pas triviale. Les
cellules ne laissent pas passer les courants dduction en basse fréquence. En se
développant, leur croissance correspond donc ada em parallele de plusieurs capacités. La
capacité cellulaire devrait donc augmenter. Au i@rg nous voyons ici qu’elle diminue avec

la densité cellulaire.

Cette diminution de capacité peut donc correspoadies capacités mise en série, autrement
dit, a des cellules en surconfluence qui se supgergo Cette éventuelle surconfluence
pourrait expliquer la fluorescence plus intense tdpis cellulaire avec un taux de
recouvrement cellulaire initial de 100% par rapportelle issue du tapis cellulaire avec un
taux de recouvrement cellulaire initial de 80% @wensité cellulaire a 80% (la fluorescence

de la Figure 5- 18 B semble plus intense que della Figure 5- 18 A).

Pour un tapis cellulaire avec une densité celelaiitiale de 100%, le seul type de culture
présentant une électrochimie stable au bout de (t6Higure 5- 17), il est intéressant de
constater que si nous considérons le facteur ditudpl du CPE lié aux cellules $uie
(4,40186.10 F) et que nous divisons cette valeur de capacitégaurface de nos puits
(m*R?, ol R=0,3 cm), nous obtenons une capacité sutfaaie 16pF/ciqui correspond & la
capacité surfacigue des membranes cellulaires rdigtée classiquement par technique de
patch-clamp (cf lexique}(20 pF/cm (5-52)).
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I1.4. Interaction des cellules CHO avec la lactoferrine

Les précédentes expériences nous ont permis detéaser électriquement la culture
cellulaire au sein des dispositifs a puits, d’&uddes parametres biologiques pouvant
modifier I'analyse électrochimique de l'interactiates CHO avec la Lf et de modéliser
théoriquement I'impédance d’une culture cellulairenteraction des cellules CHO avec la Lf

peut maintenant étre étudiée.

Pour toutes les expériences, la protéine est ddaés le milieu avec une concentration de 5
MM. Cette concentration est environ deux fois sepée a la constante de dissociation a
I'équilibre des CHO-K1 avec la Lf (2,6 uM, cf paraghe 1.2.2).

Pour cette concentration de Lf, 50% des récepta@rabranaires des CHO sont occupés par
la protéine. En effectuant une régle de trois, r®isrminons qu’une concentration en Lf de

5 uM permet d’occuper 96,2% des récepteurs memipesndes CHO spécifiques de la

protéine.

Afin de pouvoir comparer aisément les différentgsegiences ou les mesures effectuées a des
fréequences d’étude distinctes, nous avons repEsaigs valeurs normées plutbt que des
valeurs absolues. Les valeurs sont normées paromaux valeurs prises en début
d’expérience, avant l'injection de protéine. De meénhes variations sont calculées en

pourcentage.

Dans ce paragraphe, les analyses cinétiques (aiefnéq fixe) ont été effectuées avec
I'Agilent 4292.
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11.4.1. Etude de l'interaction CHO-Lf sans protéine témoin

[1.4.1.1. Etude fréquentielle sur un tapis cellulaire a

confluence

L’injection de la Lf a d’abord été étudiée surtapis cellulaire & confluence. En effet,
cette densité cellulaire nous permet d’obtenir tgsstance électrique quasiment stable au
cours du temps (cf Figure 5- 17). Pour cela, ldhiles ont été injectées dans les puits de
maniére a obtenir un taux de recouvrement celkulaitial de 100% (situation de confluence)
et 'expérience a été effectuée 16H apres leuctiae.

Avant l'expérience, au lendemain de la culture, niieu cellulaire a été renouvelé.
L’injection de la Lf a été effectuée 30 minuteségpce changement de milieu.

Pour analyser l'interaction Lf-CHO, nous avons mésieés spectres de résistance du tapis
cellulaire a confluence en continu avec une résmitemporelle de 107s.

Les cinétiqgues des résistances mesurées aux diéérdrequences ont été déterminées a

partir de ces spectres a I'aide du programme Matlab

La Figure 5- 22 présente I'évolution temporelldaleésistance normée par rapport a sa valeur

avant l'injection de la Lf. La réactance n’est paprésentée car elle présente des variations

plus faibles.
— 1 KHz
4 Khz
Injection Lf + nouveau milieu ~— 15 KHz
1,024 — 50 KHz
— 100 KHz
/ - = = -Régression Linéaire

1,01

1,00

0,99

0,98 —

Résistance normée (R(t)/R(t0))

097

Temps (minutes)

Figure 5- 22 : Suivi cinétique a différentes fréqueces des résistances normeées d’'une

culture de CHO a confluence aprés l'injection de Lf
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Pour les fréquences de 1 KHz, 4 KHz, et 15 KHzesadfinjection du nouveau milieu
contenant la Lf, la résistance augmente comme pouchangement de milieu sans Lf (cf
Figure 5- 15 et Figure 5- 16). Pour les fréquermg®erieures, la résistance reste égale ou

diminue légérement. A 15 KHz, la résistance augmdat1,52 %.

Tout de suite aprés l'augmentation brusque deteégis causée par l'injection de Lf, la
résistance diminue rapidementX min). A 15 KHz, la résistance diminue de 2,67 %.

Apres cette diminution rapide, la résistance netabilise pas comme c’est le cas lors d'un

changement de milieu, mais augmente linéairemesst.régressions linéaires correspondantes
sont représentées sur les figures en pointillégasijcette représentation est utilisée pour les
différentes expériences décrites dans ce paragraphe

Cette augmentation linéaire est la plus important® KHz. Cette fréquence est identique a la
fréquence a laquelle les variations de résistassaes de la croissance cellulaire sont
maximales (cf Tableau 5- 1).

La méthode utilisée pour caractériser et quantifegte augmentation linéaire est expliquée en

annexe 4. Durant cette phase, la résistance augrdert résistance de 0,2 %/min

Comme la résistance électrique est le parametptuteaffecté par I'injection de protéine, la
détection électrochimique de l'interaction Lf-CH® f&it principalement par les courants de
conduction et non par les courants de déplacement.

D’aprés la modélisation des cultures cellulairescale circuit électrique équivalent de la
Figure 5- 19, nous savons que la résistance ds taiulaire dépend principalement du
milieu de culture présent dans les intersticegdetlulaires (cf paragraphe 1.3, Figure 5- 20
et Tableau 5- 2).

Les variations de résistance ici observées sofdidies amplitudes. Le tapis cellulaire étant a

confluence, il présente peu d’interstices intetdaites. Les variations de résistance sont donc
difficilement détectables.

Afin de mesurer plus sensiblement les variationsré@gstance, nous avons donc décide
d’étudier I'interaction CHO-Lf avec des tapis cédive qui ne sont délibérément pas en

confluence.
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[1.4.1.2. Analyse a fréquence fixe sur un tapis cellulaire nmo

confluent

Pour étudier l'interaction de la Lf avec des delluqui ne sont pas a confluence, les
CHO ont été injectées dans les puits de maniét#enio un taux de recouvrement cellulaire
initial égal a 80% de la surface totale du fond pess. L'expérience a été effectuée apres
16H de culture.

Le milieu cellulaire a été renouvelé avant I'expade. L'injection des protéines a été

effectuée 25 minutes apres ce changement de milieu.

Les analyses biologiques sont classiquement effesttavec des résolutions temporelles
élevées. Pour satisfaire cette condition, nous s\affectué notre analyse avec une mesure
d'impédance a fréquence fixe. D’apres la précéderpgrience, les variations de résistance
provoqueées par l'injection de Lf sont maximalesaadrequence a laquelle les variations de
résistance issues de la croissance cellulaire m@aximales. Nous avons donc mesure ici

l'impédance du tapis cellulaire lors de l'injectida Lf a 15 KHz avec une résolution de 1,1s.

La cinétique normée de la résistance a 15 KHzepsésentée sur la Figure 5- 23.

Injection Lf + nouveau milieu

1,0 ——-\ l
~

0,9+

Données expérimentales
- - = = Régression linéaire

0,8 4

Résistance normée (R(t)/R(t0))

0 . 20 40
Temps (minutes)

Figure 5- 23 : Suivi cinétique de la résistance norée a 15 KHz d’'une culture de CHO
non confluente apres l'injection de Lf.

332

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011
Chapitre 5 : BIoOMEMS pour I'étude de 'interaction cellule-protéine par impédancemétrie

Contrairement a la précédente expérience, apmgedtion de Lf, la résistance n'augmente

pas mais diminue de 3,36%.

Tout de suite apres l'injection de la protéine,résistance diminue de fagcon importante
puisqu’elle décroit de 18,67 % en 8 minutes apmgcttion de la Lf. Ce temps correspond
environ au temps mis par une culture cellulaire jast pas a confluence pour se stabiliser

apres un changement de milieu (cf Figure 5- 16).

La résistance augmente ensuite linéairement aws chutemps, comme nous I'avons observé
lors de linjection de Lf sur un tapis cellulaireanfluence (cf .Figure 5- 22). L’augmentation

de la résistance est ici de 0,77 %/min.

Nous constatons donc que les variations de résistahtenues sur un tapis cellulaire non

confluent sont de plus grande amplitude que celbésnues sur un tapis cellulaire confluent.

11.4.2. Etude de l'interaction CHO-Lf avec une protéine
témoin

Pour confirmer la spécificité de la détection #lechimique de l'interaction CHO-LT,
nous avons utilisé une protéine témoin développéd’dguipe de glycobiologie structurale et
fonctionnelle de 'USTL (5-53). Cette protéine este Lf non spécifique qui ne possede les
acides aminés lui permettant de se fixer aux pghyéanes des CHO (5-54). L’endocytose de
la Lf par les CHO nécessite la fixation de la Lkarotéoglycanes et a la nucléoline (5-26)
(cf paragraphe 1.2.2). La Lf non spécifique ne plaric pas étre endocytée par les CHO.

La Lf non spécifique est une protéine qui peutigétre utilisée pour les expériences témoin a

l'interaction et a I'endocytose de la Lf par lesGH

Considérant les meilleures sensibilités obtenues &vculture cellulaire non confluente, nous
avons continué a étudier l'interaction de la Lf@fgue et non spécifique sur des cultures
cellulaires non confluentes. Comme la Lf spécifigad.f non spécifique est injectée dans les

puits a une concentration de 5 uM.
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[1.4.2.1. Analyse fréquentielle

Pour cette expérience, la culture cellulaire arétdisée en injectant dans les puits un

nombre de cellules permettant d’obtenir un tauxed®uvrement cellulaire initial égal a 66%

de la surface totale du fond des puits.

Comme au paragraphe 11.2.1.2., I'expérience a #¢€taée 46H apres le début de la culture

afin que la résistance du tapis cellulaire soiteéégacelle d’'une culture réalisée avec un taux

de recouvrement cellulaire initial de 80%, 16H apie& début de la culture (cf annexe 3).

Cette expérience est donc comparable a celle géessar la Figure 5- 23.

Le milieu cellulaire a été renouvelé avant I'expade. L’injection des protéines a été

effectuée 30 minutes apres ce changement de milieu.

Apres linjection des protéines, les spectres désténce ont été mesurés avec une résolution

temporelle de 37s.

La figure suivante présente le suivi cinétiquealekistance des cellules aprés I'injection des

protéines a différentes fréquences.

Résistance normée (R(1)/R(t,))

Injection Lf + nouveau milieu

— Lf Spécifique a 4 KHz
—— Lf Non Spécifique a 4 KHz
- = = - Régression Linéaire

0 \IU 2‘0 3‘0
Temps (minutes)

Résistance normée (R()/R(t,))

Injection Lf + nouveau milieu

— Lf Spécifique & 15 KHz
— Lf Non Spécifique a 15 KHz
= = = «Régression Linéaire
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T T
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Résistance normee (R(t)/R(t,))

108 Injection Lf + nouveau milieu

—— Lf Spécifique a 50 KHz
——Lf Non Spécifique a 50 KHz
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- Lf Spécifique & 100 KHz
- Lf Non Spécifique a 100 KHz
- = = «Régression Linéaire
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16 20 25 30

Figure 5- 24 : Suivi cinétique a différentes fréqueces des résistances normées d’une

culture de CHO non confluente aprés I'injection deLf spécifique et non spécifique
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Pour toutes les fréquences, I'injection de Lf sfig¢ee provoque une premiére augmentation
brusque de la résistance. A 15 KHz, la résistangenante de 10%.
De méme, l'injection de Lf non spécifique provoquiee augmentation instantanée de la

résistance pour toutes les fréquences. A 15 KHe eegmentation est de 9,92 %.

Pour toutes les fréquences et pour les deux typesaléine, aprés cette augmentation rapide,
la résistance diminue progressivement sur enviramirtites. Comme pour I'expérience de la
Figure 5- 23, ce temps correspond environ au temjss par une culture cellulaire non
confluente pour se stabiliser aprés un changememitieu (cf Figure 5- 16). Pour la Lf
spécifique, & 15 KHz, cette diminution est de 1@@.5Pour la Lf non spécifique, a 15 KHz,

cette diminution est de 8 %.

Concernant l'injection de Lf spécifique, pour tautes fréquences, aprés avoir diminué, la
résistance augmente linéairement comme nous l'avamservé lors des précédentes
expériences. De méme, la variation de résistanpkigaimportante est obtenue a 15 KHz, a la
frequence a laquelle les variations de résistassaees de la croissance cellulaire sont
maximales. A cette fréquence, la résistance augtEn0,4%/min.

Concernant l'injection de Lf non spécifique, poautes les fréquences, aprés avoir diminué,
la résistance augmente faiblement pour rapideneestadiliser.

11.4.2.2. Analyse a fréquence fixe

Nous avons effectuée I'analyse de I'injection despécifique et de Lf non spécifique
a fréquence fixe afin d’obtenir des mesures d’ingmég avec une résolution temporelle plus

élevée et confirmer les précédents résultats.

Pour cette expérience, nous avons réalisé quatgeside cellule en injectant dans les puits
un nombre de cellules correspondant & un taux deuveement initial égal a 80% de la
surface totale du fond des puits. L’'expériencedaeffectuée aprés 16H de culture.

L’injection des protéines a été effectuée 30 misuapres un premier changement de milieu,

le lendemain de la culture.
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Au cours de la croissance cellulaire, les maximdmsariation de résistance ont été mesurés
aux environ de 4 KHz. Nous avons donc effectuéalgse cinétigue a 4 KHz avec une
résolution de 5s.

Nous avons injecté la Lf sur deux cultures et landh spécifique sur les deux autres cultures
afin de mesurer les cinétiques des résistancesoghlah. Les mesures présentées sur la
Figure 5- 25 correspondent aux moyennes respectigeses cinétiques. Les écarts types

représentés ont également été déterminés a paxtegddoublons.
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Figure 5- 25 : Suivi cinétique de la résistance norée a 4 KHz et moyennée sur deux
cultures de CHO non confluentes apres l'injection d Lf et de Lf non spécifique.

Comme précédemment, nous constatons que les amecties deux types de protéines
provoquent des augmentations brusques de résistBioce la Lf spécifique, la résistance
augmente de 4,5%. Pour la Lf non spécifique, elgeente de 3,5%.

Apres cette augmentation rapide, pour les deuxstygpe protéine, la résistance diminue
progressivement sur environ 11 minutes. Pour lspédcifique, la résistance diminue de

13,6%. Pour la Lf non spécifique, elle diminue ¢& %.

Concernant linjection de Lf spécifique, aprés avdiminué, la résistance augmente
linéairement comme nous I'avons observé lors déséulentes expériences. La pente est alors
de 0,12%/min.

Concernant I'injection de Lf non spécifique, apagsir diminué, la résistance varie beaucoup
plus lentement. D’abord, elle diminue légeremenis paugmente. Elle semble ainsi se

stabiliser autour d’'une valeur moyenne.
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11.4.3. Discussion et interprétation électrochimique

Les précédentes expériences, nous ont montréigjeetion de protéine provoque
d'abord une augmentation brusque de la résistanmege sd’'une diminution. Pour un tapis
cellulaire non confluent, cette diminution dure ieon 10 minutes. Cette évolution temporelle
est identique a celle constatée lors d’'un changenemilieu (cf paragraphe 11.2.1). Elle est
donc provoquée par les variations de température gar les cellules lors de l'injection d’'un

nouveau milieu a la pipette.

Lors de l'injection de Lf spécifique, apres la phdsansitoire inhérente au changement de
milieu, la résistance augmente progressivemeimeédirement.

Pour l'injection de Lf non spécifique, la résistarse stabilise ensuite rapidement.

La résistance dépend principalement du milieu pitédans les interstices intercellulaires (cf
modélisation du paragraphe 11.3). L’augmentationméstance mesurée lors de I'injection de
Lf est donc due a la diminution de la conductidtémilieu dans ces interstices.

Nous savons que la Lf spécifiqgue adhére a 96,2 $aémepteurs membranaires des CHO (ie
les protéoglycanes et la nucléoline, cf paragrapBe) ce qui lui permet de se faire
endocytée. La Lf non spécifique adhere uniquemdatraucléoline et ne peut donc se faire

endocytée par les CHO.

Quand un milieu contenant de la Lf spécifique pgdté dans les puits, la Lf spécifique est
endocytée par les CHO et le milieu contient pragvesnent moins de protéines. Les
protéines étant des particules chargées, la cardéctiu milieu diminue et la résistance
mesurée augmente. L'endocytose de la Lf spécifiepteaine donc 'augmentation linéaire

précédemment mesurée.

Comme la Lf non spécifique n'est pas endocytée lparCHO, le milieu ne voit pas sa
conduction modifiée suite a 'adhésion de la prigéux CHO. Une fois le systéme stabilisé

en température, la résistance se stabilise égataa@dement.
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Les différentes analyses effectuées nous ont perdas déterminer une tendance
électrochimique liée a l'interaction de la Lf aves CHO et a son endocytose. En étudiant de
fagcon comparative l'interaction des CHO avec ur@éine Lf spécifique et non spécifique,
nous avons eu la confirmation que I'augmentationédestance observée lors de l'injection de

Lf est bien caractéristique de son interactionees@h endocytose par les CHO.
Au cours des précédentes expériences, nous aveoast@#sé I'augmentation linéaire de
impédance due a l'injection de Lf par des taux\dgiations (cf annexe 4). Ces taux de

variation sont regroupés dans les tableaux suivants

Tableau 5- 3 : Taux de variation des résistancesriodes différentes injections de Lf.

AR/min AR/min
Analyse a fréquence fixe Analyse a fréquence fixe
a4 KHz 0,18 %/min a 15 KHz 0,77 %/min
(paragraphe 11.4.2.2) (paragraphe 11.4.1.2
Analyse par spectroscopi¢ Analyse par spectroscopie
d'impédance a4 KHz | 0,12 %/min d'impédance a 15 KHz | 0,4 %/min
(paragraphe 11.4.2.1) (paragraphe 11.4.2.1)

Nous voyons que malgré des parametres électrochémiglentiques (méme impédance), les

taux de variation de résistance liés a I'endocytieska Lf varient.

Nous avons également vu que les changements deungiffectués pour injecter la protéine
influencent les évolutions temporelles de la résise. Ces changements de milieu entrainent
des variations de résistance difficilement conbfidal’influence précise de ces perturbations
sur la mesure électrique de I'endocytose de laépretn’est ni quantifiable, ni contrélable.
Elles diminuent donc la reproductivité des variasiade résistance mesurées lors de cette
endocytose (cf Tableau 5- 3) et empéche de mesiesr cinétiques électrochimiques

semblables.

Une technique d’injection des réactifs manuelle idira donc la reproductivité des
expériences. Cette méthode est couramment emppmyéeinjecter des réactifs cytotoxiques
ou des facteurs de croissance (cf paragraphe dilgrgrainent des changements importants
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des propriétés électriques du tapis cellulairee Bllest cependant pas adaptée lorsque les

réactions électrochimiques détectées sont ténues.

La microfluidique permet d’injecter automatiquemees réactifs sur des cultures cellulaires
in-vitro sans que les cellules soient exposées a l'air amhlu qu’elles subissent des
changements de température. Les techniques micligihes évite la manipulation manuelle
de pipette puisque l'injection de réactifs se faitomatiquement par des pousses seringues
reliés a des capillaires. Les capillaires permettgalement de conserver les cellules au sein
de l'incubateur au cours de l'injection des réadtid microfluidique permet ainsi d’injecter

des réactifs sur les cellules avec beaucoup meameedurbations qu’une injection manuelle.

Nous inspirant du systeme SPR présenté au paragidpnous avons réalisé un dispositif

microfluidique pour analyser I'interaction CHO-L4rss intervention humaine.

lll. Etude de l'interaction CHO-Lf avec les
dispositifs microfluidiques

Pour rappel, nous avons décrit la conception dpadiitif microfluidique au 9™
chapitre, dans le paragraphe 1.2.2. et sa faboicatu paragraphe Il de ce méme chapitre. Ce
dispositif est représenté fixé sur son circuit immgr sur la Figure 2-21.

Ce dispositif a été caractérisé au paragrapheullB8® chapitre avec notamment du milieu
cellulaire.
Nous allons maintenant décrire son utilisation dansadre de I'étude de l'interaction CHO-

Lf pour pallier aux défauts du systéme a puitsdiéxhangement de milieu.

l11.1. Matériel de mesure pour la microfluidique

L'utilisation de la microfluidique nécessite du ra¢| spécifique a ce domaine :
- les pousse-seringues pour injecter automatiquelegtijuides et réactifs
- les capillaires a l'intérieur desquels circulerst liguides et réactifs

- des seringues adaptées au pousse seringue efldasz falumes utilisés
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- des connectiques reliant les seringues aux capslai

- des éventuelles connectiques reliant les capilaitecomposant microfluidique

Pour nos mesures dimpédancemétrie, en plus de atriel, nous avons utilisé un
impédancemetre, un ordinateur portable avec lerpnogie Labview et un circuit relais
permettant d’analyser parallelement plusieurs car(@décrit au chapitre 2, au paragraphe
11.3.4.) comme pour les mesures effectuées avedisp®sitifs a puits.

Une fois que les cellules sont injectées dans kpdditif, ce dernier est placé dans
incubateur de culture. Les seringues injectaniniéeu de culture dans les dispositifs sont

placées sur le pousse seringue, a I'extérieurinieubateur.

Une photo du dispositif microfluidique relié au @l de mesure et placé dans l'incubateur
est présentée en Figure 5- 26.

BioMEMS

Capillaires et
connectiques

Incubateur de
culture

Pousse -
seringues et
seringues

Circuit Relais

Ordinateur
Portable

Impédancemetre
4192

Figure 5- 26 : Photo du banc de montage des manigtions microfluidiques
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[11.2. Croissance cellulaire

Pour étudier l'interaction de la Lf avec les CHénd les dispositifs microfluidiques,
nous avons du cultiver les cellules dans les maraax. Ces expérience ont nécessité la mise

au point de protocoles de culture particulier.

[11.2.1. Protocole de culture

[11.2.1.1. Protocole de stérilisation et de préparation du idpositif

Comme pour le dispositif a puits, il est importaig stériliser les dispositifs pour

gu’aucune bactérie ne contamine la culture cehelai

Il est aussi important de conditionner les éleasdvec du milieu cellulaire pour que les

cellules adhérent plus aisément aux électrodesiotsur injection.

Le protocole de stérilisation des dispositifs milcridiques utilisée est le suivant :

Alcool versé sur le dispositif microfluidique sdes capillaires et les capillaires (avec

leur connectique déja fixé).

- Connexion des capillaires au dispositif.

- Injection en paralléle d’alcool dans chacun desagara I'aide d’'un pousse seringue
avec un débit de 10ul/min pendant 10 minutes.

- Injection en parallele d’eau stérile dans chacus danaux a l'aide d’'un pousse
seringue avec un deébit de 10ul/min pendant 10 regut

- Injection en parallele continue de milieu cellidak12-K dans chacun des canaux a

'aide d’'un pousse seringue avec un débit de 10plpendant 16H (pendant la nuit).

Des mesures du milieu cellulaire sont effectuéeparallele sur tous les canaux par

spectroscopie d’'impédance pendant la nuit. Ces mesont prises toutes les 3heures.
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[11.2.1.2. Protocole d’injection des cellules

Le protocole d’injection des cellules a été madifrois fois. Les deux premiers
protocoles ne nous ont pas permis d’obtenir suffreant de cellules dans les canaux. Si trop
peu de cellules sont injectées dans les canauxgleges peuvent ne pas s’y développer. La
densité cellulaire a en effet une influence impaeasur la croissance des cellules (5-55).

- Injection des cellules avec des serinques manipulg@nuellement et connectées au

dispositif par les capillaires.

Les cultures réalisées avec ce protocole n'ontquemées de résultats satisfaisants.
Des fuites sur les bords des canaux ont été sowbsmgtrvées aprés l'injection des cellules.

Ces fuites sont causées par le détachement du FDMS verre.

En poussant manuellement la seringue contenantlkses, leur injection dans les canaux se
fait & un débit élevé de plusieurs dixiemes de miites. Ce débit créé une pression élevée
dans les microcanaux qui peut éventuellement prnostola rupture du scellement du PDMS.
Pour rappel, au chapitre 3, paragraphe lll, leaatarisations des dispositifs microfluidiques
avec différents liquides ont été effectuées enctaj@ les liquides a l'aide d’'un pousse
seringue (débit 10 pl/min).

Pour rappel également, au chapitre 2, nous avooguévles travaux de Bhattacharya. Ces
travaux montrent que les parameétres d’oxydatiosrpéaque nous avons utilisés (cf chapitre
2, paragraphe 11.2.2.3.) permettent a la fixationRDMS sur le verre de subir des pressions

maximales de 4,82 Bar.

Pour connaitre le débit maximal permettant de reedggasser une pression hydrodynamique
de 4,82 Bar dans les microcanaux en PDMS fixésubstsat en verre, nous avons utilisé les
formules (40), (41) et (42).

Pour ces calculs, nous avons considéré une longleegapillaire d’entrée de 40 cm et un
diamétre de 100 um. Une largeur de canal de 40Qupenhauteur de 100 pm et une longueur
de 0,62 cm (cf chapitre 2, paragraphe 1.2.2.2. ldmgueur de capillaire de sortie de 10 cm

et un diametre de 100 um (pour transporter legifeatu canal vers un tube remplie d’eau
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servant de réservoir de sortie). Nous avons corésigige viscosité du milieu égale a celle de
'eau (0,001 Pa.s).

La résistance hydrodynamique du capillaire estétégee car sa longueur est importante. La
longueur du capillaire ne peut étre réduite car efirrespond a la distance minimum pouvant
séparer le pousse seringue du bioMEMS (le poussagese ne peut pas étre placé a
l'intérieur de lincubateur). En conséquence deecdébngueur importante, le diamétre du
capillaire doit étre le plus petit possible poummiser le volume mort (cf lexique). Ce
volume est déterminant pour les injections de isac@e point est discuté dans le paragraphe

concernant le protocole d’injection des réactifs.

Le débit maximal ainsi calculé est de 177,5 upl/nG@mviron 3 pl/s). En manipulant
manuellement la seringue, il est difficile d’assura débit aussi lent. Ceci explique pourquoi
les injections des cellules effectuées manuellenpeavoquent ces fuites aux bords des

canaux.

Nous avons donc décidé d’effectuer les injectioaellules avec un pousse-seringue pour
éviter de provoquer des fuites dans nos dispositi€sofluidiques qui peuvent contaminer les
cultures cellulaires.

Cette méthode d’injection est schématisé sur largi§- 27, encart A.

- Injection des cellules avec des serinqgues manipudébaide de pousse serinque et

connectées au dispositif par les capillaires.

Pour effectuer ces injections, nous avons réghoiesse seringue a un deébit inférieur a
177,5 pl/min : 10 pl/min (0.16667 pul/s) puis a 80nin (1 ul/s).
Les injections ont été effectuées en observannlescanaux au microscope. L'injection des

cellules est stoppée quand une concentration aofésest présente dans les microcanaux.

En utilisant ce protocole d’injection, a ces fashldébits, il est difficile d’obtenir une
concentration cellulaire suffisante dans les candugemble qu’une partie importante des
cellules reste et sédimente dans les seringuesaf@faires d'injection ou les connectiques
microfluidiques. Les cultures effectuées avec le ge cellules présentes dans les canaux ont

donné des résultats mitiges.
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Ce phénomeéne de sédimentation a déja été remaequéqguipe du Pr. Lee. (5-56,5-57).

Pour I'éviter, une bille magnétique stérilisée gistcée a I'intérieur de la seringue, dans les
réactifs injectés. Un aimant est placé contre laipaxtérieure de la seringue et est déplacé
latéralement de maniere a mouvoir la bille a lirger de la seringue. Le déplacement de la
bille va ainsi permettre d’agiter les cellules etlds garder en suspension malgré le faible
débit (5-57). Nous avons pris connaissance de reasux aprés les expérimentations et

n'avons pu lI'essayer.

Pour éviter ce phénoméne de sédimentation, naussgdacé le porte seringue a la verticale
au dessus du bioMEMS afin de se servir de la dgrapdur diminuer ce phénoméne de
sédimentation.

Cette manipulation n’a pas obtenu de résultatsneat concluants.

Il est aussi possible que les cellules soient egudans certains espaces présents entre les
diverses connectiques microfluidiques.

Cette méthode d’injection est schématisée surdar€is- 27, encart B.

Nous avons donc décidé de nous passer des conrectigicrofluidique pour I'injection des

cellules.

- Injection des cellules avec des seringues manipui@anuellement et connectées

directement au dispositif (sans capillaires).

Pour injecter les cellules dans les microcanawysnavons finalement retiré les
capillaires a l'entrée des canaux microfluidiquésneus y avons inséré directement les
aiguilles des seringues.

Pour effectuer cette opération, les capillaireslaiwent pas étre fixés de fagon permanente
aux dispositifs (avec de la colle ou du PDMS paneple). Il faut donc choisir des capillaires
dont le diamétre est trés proche du diametre daocpaoi permettant de créer les acces aux

canaux pour que les capillaires puissent étre fixedispositif sans adhésifs supplémentaires.
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Pour injecter les cellules dans N microcanauxyéeqeole d’injection des cellules finalement
utilisé est le suivant :

- Alafin de la phase de stérilisation, verser déctol sur le dispositif microfluidique
et sur les capillaires (avec leur connectique tiég.

- Préparation d’un papier imbibé d’alcool.

- Changer toutes les seringues par de nouvelleggsesrnavec du nouveau milieu et les
connecter a I'entrée des capillaires.

- Nettoyage du tapis cellulaire cultivés dans les ditds de Pétri avec 2 ml de
Trypsine/EDTA pour les détacher du substrat. Retilenmédiatement la
Trypsine/EDTA.

- Placer dans lincubateur les N boites de Pétri exmantt les cellules avec 1ml de
nouvelle Trypsine pendant 5min a 37°C.

- Prélever la suspension de cellule de chaque beiteétri et injecter chacune dans un
tube avec 9ml de nouveau milieu cellulaire F12#e10% de sérum de veau foetal).

- Centrifuger les tubes pendant 5min & 1100 RPM ratiier le surnageant.

- Suspendre a nouveau les cellules de chaque tuke3dahde milieu F12/K frais et les
centrifuger a nouveau pendant 3min a 1100 RPMretiier le surnageant.

- Suspendre a nouveau les cellules dans 100ul ml ideunt12/K frais (M) et
rassembles les N suspensions dans un tube.

- Verser les N*100ul de suspension de cellule danbauthon de tube Falcon de 15
ml.

- Retirer les capillaires d’entrée et de sortie dd@s N canaux et les poser sur le papier
imbibé d’alcool.

- Introduire 100ul de la suspension de cellule isduebouchon de tube dans une
seringue de 1ml avec aiguille et injecter ces 1@amk les canaux

- Vider l'air des capillaires en poussant Iégereniestseringues contenant le nouveau
milieu et les replacer sur le dispositif tout déesapres I'injection des cellules.

- Reépéter les trois dernieres étapes pour les atdresix.

- Observation au microscope a fluorescence de latdarlulaire des canaux.
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Dans ce protocole, il est bien entendu tres impoida réussi a garder les capillaires stériles

pendant I'injection des cellules.

Les différents protocoles d’injection sont schés®si sur la Figure 5- 27. La méthode

d’injection ici utilisée est schématisée dans lanc€.

A B
}{x\\'_ Pousse -
YA seringue
Seringue
/ [ | I
BioMEMS
Capillaire C

gardé stérile

N\
(-

Figure 5- 27 : Schéma des différentes méthodes d@ation des cellules dans les

microcanaux
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[11.2.1.3. Discussion sur les méthodes d’injection des cellglalans

les microcanaux

Concernant I'état de l'art des méthodes d'injetiodes cellules dans des
microcanaux, de nombreux travaux de microfluidigué déja réussi a cultiver des cellules
dans des microcanaux (5-58,5-59,5-60,5-61). Soulesntauteurs de ces publications ne
précisent pas si I'injection des cellules se fag@ou sans les capillaires, avec ou sans pousse
seringue. Les difficultés liées a ces injectionpetd@ent de la géométrie et du type de
microdispositif utilisé.

Dans notre cas, pour les études impédimétriquéaDMS est fixé a la fois sur du verre et sur
du métal. D’aprés Nevill et al.(5-56), le PDMS reupse fixer de fagon permanente au métal
et les lignes de métal sont donc souvent a l'oeigies fuites. Dans notre cas, avec les
paramétres de fixation définis at"2chapitre, paragraphe 11.2.2.3., le PDMS est fixéarre

et au métal de facon permanente. Seulement, ¢e#ticoh ne peut supporter des pressions

trop élevees.

La méthode développée (cf Figure 5- 27.C) nécedsitgarder les capillaires stériles au cours
de l'injection des cellules. Cette technique requime certaine expérience dans la culture
cellulaire in-vitro et entraine une disparité dans la concentratiocedleles injectées. Une
méthode originale a récemment été développée peglidbal. (5-62). Cette technique permet
de cultiver des cellules sur un substrat completr p@nir ensuite fixer un microcanal sur
cette culture a I'aide d’'une résine photosensiligus avons pris connaissance de ces travaux

apres les expérimentations et n'avons pu l'essayer.

[11.2.1.4. Protocole de culture des cellules dans les microcaumx et

suivi de leur culture par impédancemétrie

Une fois les cellules injectées en nombre suffiskms les canaux, les cellules sont

cultivées dans les canaux selon le protocole stiivan

- Aprés avoir injecté les cellules dans les canaudéterminer qualitativement leur
nombre par observation microscopique, le bioMEMSkcé dans I'incubateur et les

seringues fixées au pousse-seringue en dehorsdelateur.
347

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Timothée Houssin, Lille 1, 2011
Chapitre 5 : BIoOMEMS pour I'étude de 'interaction cellule-protéine par impédancemétrie

- Les cellules sont laissées sans flux pendant 4ekepour les laisser adhérer aux
électrodes.

- Du milieu frais est injecté a un flux de 167 nl/ndarant la nuit. Ainsi le milieu du
canal est renouvelé toutes les 1minl2s.

- Des mesures d'impédance sont effectuées dans chagaktoutes les 3h.

- Lelendemain, la confluence des canaux est vériemicroscope a fluorescence.

[11.2.2. Suivi de la culture cellulaire dans des microcanaux
par impédancemétrie
[11.2.2.1. Comparaison quantitative des cultures
La mesure en parallele des spectres d'impédancplusteurs microcanaux dans
lesquelles les CHO ont été injectées nous permebdwarer et de quantifier la confluence

des tapis cellulaires.

La figure suivante montre les résistances mesiuses apres l'injection des cellules dans les

microcanaux et 24H apres.

Début croissance cellulaire ycanal 1
Début croissance cellulaire ucanal 2
Début croissance cellulaire ycanal 3
Début croissance cellulaire ycanal 4
Croissance cellulaire +24H pcanal 1
Croissance cellulaire +24H pcanal 2
Croissance cellulaire +24H pcanal 3
Croissance cellulaire +24H pcanal 4

1000 -

Résistance (Ohms)

100 -

0 1000 10000 100000 1000000
Fréquence (Hz)

Figure 5- 28 : Résistances de quatre cultures deHD effectuées dans des picanaux en
début et en fin de culture
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Comme pour la croissance dans les puits, nous gogoe la partie réelle augmente au cours
de la croissance. L'allure spectrale des résistmeefin de culture se rapproche de celle

mesurée dans des puits (cf Figure 5- 13).

Beaucoup de travaux ont déja utilisé des canauroffuadiques avec des systémes de mesure
électrique pour étudier des cellules uniques (cpdhe 1, paragraphe V.1.3.1.). A notre
connaissance, ces travaux correspondent aux pesniénesures électrigues du

développement de tapis cellulaire au sein de mégcragcx.

[11.2.2.2. Suivi cinétique de la résistance des CHO cultivéatans

les microcanaux

En effectuant des mesures de résistance pendarmtisaance cellulaire, il est possible
de suivre quantitativement la croissance celluldige résolution temporelle de ces mesures

est de 180 minutes.

La figure suivante présente I'évolution temporeléela résistance a 18 KHz de deux cultures
effectuées dans des microcanaux et suivies enlgaraur 26H. Les photos sont prises en
retirant le bioMEMS de lincubateur et en observia® microcanaux avec un microscope

confocal a fluorescence.
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340] | ™ Cinétique pcanal 1
320 | —® Cinétique pcanal 2
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280 -
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60

Résistance (Ohms)

0

5 10 15 20 25

Temps (heure)

pcanal 1, début de culture pcanal 1, c ulture +24H
200 pm

pcanal 2, début de culture pycanal 2 c ulture +24H

Figure 5- 29 : Cinétique de la résistance de deuxilitures mesurées en parallele et

comparaison avec leurs observations microscopiquesar fluorescence
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Sur la figure précédente, la comparaison des meslgaésistance et des photos prises au
microscope a fluorescence montre bien que la mederéa résistance permet de suivre
guantitativement la croissance cellulaire.

Au contraire de la croissance cellulaire mesurégsdas puits (cf Figure 5- 14), la phase
d’étalement et de division cellulaire ne génére gaspente différente, il n’est donc pas

possible de distinguer ces deux phases de crossanc

La culture en canaux microfluidiques permet aussifettuer des cultures cellulaires sur
plusieurs jours sans avoir besoin de renouvelemileeu cellulaire puisque celui-ci est
renouvelé automatiguement grace au pousse-seringue.

La figure suivante présente I'évolution temporelke la résistance a 18 KHz d’'une culture

avec une densité cellulaire initial assez faibfeatiée dans un pcanal sur 48H.

600 4

pcanal, c ulture +48H

= Culture dans pcanal
500

400 4

300 4

Résistance (Ohms)

200
]

j | .
lllli!ililll e B0
200 pm

] pcanal, c ulture +24H
pcanal en début de culture

N ’ P 3
L . : T N ¢ L J '1' [ |

Figure 5- 30 : Cinétique de la résistance d’'une cuire de CHO effectuée dans un pcanal
sur 48H et comparaison avec les observations miciaspique par fluorescence.
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[11.2.2.3. Modélisation de la résistance des CHO cultivées dares
microcanaux

Pour modéliser la croissance cellulaire dans lesotanaux, nous avons utilisé le

méme circuit équivalent que celui utilisé pour dettures effectuées dans les puits (cf Figure
5- 19).

La figure suivante présente les spectres de résistat de réactance du milieu cellulaire des
CHO (aucunes cellules) et d’'une culture de cell@e®O juste apres leur injection dans un
microcanal, 18 H apres leur injection et 24H apres.

= = Circuit électrique équivalent pour les cultures cellulaires
— Circuit électrique Résistance-CPE

7r Milieu [ 7/ Aprés injection cellule
() Cellule +18H Culture + 24H

10000

1000

1000
] 100

—_
o

Résistance (Ohms)
-Réactance (Ohms)

100  Augmentation de
1 la durée de croissance

5 0,1

e e
100 1000 10000 100000 1000000

Fréquence (Hz)

Figure 5- 31 : Résistance et réactance du milieultdaire et d’une cultures de CHO dans
un microcanal a différents moments de leur croissate, avec les différentes

configurations de circuit équivalent

Pour modéliser I'impédance du milieu cellulaire,usocavons utilisé le circuit électrique

présenté au troisieme chapitre, figure 3-31. Pappel, ce modele consiste en un CPE en
série avec une résistance.
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Nous constatons que le circuit équivalent modél@meectement les spectres expérimentaux.

Nous avons regroupé les coefficients de déternuinati¥) et les différentes valeurs des

composants dans le tableau suivant.

Tableau 5- 4 : Comparaison des parametres de modsdition de I'impédance des cultures

avec différentes densités cellulaire initiales. Mda&lisation obtenue avec le circuit

égquivalent avec un modele d'interface.

Circuit électrique aveg Apreés injection
. . Culture + 18H| Culture + 24H
un modele d’interface| des cellules
R? 0,99976 0,99971 0,99962
1,10037E.10 | 1,14223.10 1,14228.10
Kmilieu 0
+ 9,7342.10° | +1,1715.1F | +1,45144.10
0,91945+ 0,90313+ 0,90222+
n .
mile 0,00137 0,00162 0,00204
. 40,69925+ 49,01366+ 45 5412+
miled 8.51589 11,3811 15 15001
3,59218.10 | 4,96466.10 9,0735.10
KcelIuIe
+ 4,87395.10 | +4,24872.10 | +5,97033.10
0,8999+ 0,78281+ 0,67564+
n
cellle 0,12924 0,07882 0,05928
) 22578444+ | 465,4957+ 769,78697+
cellule 32.96373 4703353 70,6539

Nous voyons avec ces parameétres que, comme aveguitss pour l'effet de la densité

cellulaire, la résistance liée aux celluleg R augmente. Par contre, la capacité liée aux

cellules Kenuie augmente. Ceci confirme bien que la diminutioriedeapacité Kque observée

avec les systémes a puits est due a une denditéairel initiale élevée (80% et 100% de

confluence) qui entraine une sur confluence eddicroissance.

Comme pour les systémes a puits, si hous consisiéaorapacité ke €n fin de croissance

(a 24H) et que nous divisons cette capacité pauttace recouvertes par les électrodes (5,3
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mm x 400 pum, cf chapitre 2, paragrahe 1.2.2.12212), nous obtenons pour les cellules une
capacité membranaire surfacique de 43 pFfgui se rapproche de la capacité membranaire

surfacique précédemment déterminée (5-52).

Nous allons maintenant étudier I'évolution des paties de modélisation issus du circuit

équivalent avec deux modéeles d’interface.

[11.3. Etude de l'interaction avec la Lf

Aprés avoir réussi a cultiver les cellules dars meicrocanaux et & mesurer leur
croissance par impédancemétrie, nous avons étuderaction de la Lf avec les cellules par
lintermédiaire de la microfluidique. Cette inteca microfluidique doit nous permettre

d’injecter la protéine sur les cellules sans peeuteur environnement électrochimique.

111.3.1. Détermination du débit d’injection maximum des

réactifs

La microfluidiqgue diminue les perturbations mécmmis et électrochimiques de
I'environnement cellulaire mais le passage des #luxdessus des cellules créé néanmoins des
forces de cisaillement qui, si elles sont trop inigates, peuvent détériorer les cellules ou les

détacher de leur substrat de culture.

Il est donc important de régler correctement leitdébnjection des réactifs. Anthony
Treizebré a déja étudié la culture de CHO danscdaaux microfluidiques pour des études

avec une sonde THz (5-63). D’'apres sa these, ddlerment dans un microcanal est égale a:

6x7%Q
Co=—75— 82
S h2X| ( )

Oun est la viscosité du liquide, Q son débit, h latbaudu canal et | sa largeur.
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Les simulations numériques microfluidiques effeesiélans cette these avec COMSOL ont
montré que des cisaillements de I'ordre de 0,0p¢dteettent de ne pas abimer les cellules
CHO au sein des microcanaux.

D’aprés la formule (82), ce cisaillement maximalrespond pour nos canaux a un debit

maximal de 1,6 pl/min (96 pl/h).

Une fois les cellules cultivées dans les microcanalles ne doivent donc pas étre exposées a

un deébit supérieur a 1,6 pl/min.

[11.3.2. Minimisation du volume mort

Nous avons évoqué au paragraphe Il1.2.1.2 I'ingga¢ du volume mort lié aux
capillaires. Ce volume retardant I'arrivée des tiEa@ la zone de détection et étant une
eventuelle source de contamination, il doit étr@imisé. Comme nous I'avons évoqué au
méme paragraphe, la longueur du capillaire ne ptet réduite (cf Figure 5- 26). Seul le
diametre intérieur du capillaire peut étre minimisé
Parallelement a ce paramétrage, le diametre intéies capillaires détermine aussi la

pression avec laquelle les liquides sont amenésuaal contenant les cellules.

Pour exemple, si nous choisissons des capillaires an diameétre intérieur de 200um et une
longueur de 40cm, a un débit de 1,6 pl/min, lestisamettront environ 7min51s pour
atteindre le canal contenant les cellules.

Si nous choisissons un diametre intérieur de 10@upet une méme longueur, les réactifs

mettront environ 1min58s a atteindre les cellules.

Le diamétre de 100 um étant le plus petit dispendblez notre fournisseur (Upchurch), nous

avons choisi ce diametre.
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111.3.3. 1% Protocole d'injection de la Lf et ses résultats

Pour détecter linteraction de la Lf avec les Cld@c une résolution temporelle
élevée, nous avons utilisé 'impédancemetre 4192ffattuant un balayage de deux points
(cf chapitre 2, paragraphe I1.1.2.). La résolutiemporelle ainsi obtenue est de 52s.

Pour étre sOr de ne pas endommager les cellules, amns utilisé un débit de 1,17 pl/min.

Ainsi les réactifs mettent environ 2min40s poueiatire les cellules.

Comme pour les manipulations sur les puits, latlffenon spécifique ont été suspendues a

une concentration de 5 uM.

Le premier protocole utilisé pour I'étude de l'irdetion Lf est le suivant :

- Etude des spectres de croissance (début, milieupéur choisir une fréquence fixe
d’étude.

- Vérification de la stabilité de la croissance pes Mmesures d'impédances et leur
analyse cinétigue pendant une heure sous un fl6del/min.

- Mesures en paralléele sur 2 canaux avec respectivteimiection de Lf, Lf mutante,
changement de seringue.

- Mesures pendant 30 minutes sur chaque canal ajgstiam des protéines a un débit
de: 0.07 ml/h (changement de milieu toutes les déss les canaux). Début de
l'interaction environ 2 minute 40s apres injection.

- Observation des cellules apres l'injection desénes.

Apres l'injection des protéines, le tapis celldaist trés endommagé comme on peut le

constater sur les photos suivantes :
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pcanal avan t I'expérience pcanal aprés I'expérience
(Injection de Lf) (Injection de Lf)

pcanal aprés I'expérience

canal avant I'expérience D L
h P (Injection de Lf non spécifique)

(Injection de Lf non spécifique)

L

Figure 5- 32 : Comparaison des cultures cellulaireavant et aprées l'injection des

protéines. Photos prises au microscope a fluoresaan

Nous voyons sur les photos que le canal dans lexualinjecté la Lf contient davantage de
cellules que celui dans lequel on injecté la Lf spacifique.

Cette observation confirme 'augmentation des pébgs anti-inflammatoire induite par la Lf
(5-24).

Les mesures électriques enregistrées pendant lepulations ne donnent pas des résultats

cohérents avec les manipulations sur les puits aompeut le voir sur la Figure 5- 33.
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Figure 5- 33 : Evolutions temporelles des résistars électriques des canaux pendant

l'injection de protéine (ici a 20 KHz)

Nous voyons que les résistances ont une tendadiceirfuer au de la mesure, ce qui confirme

le détachement des cellules.

Les augmentations brusques de résistance peuverdt&tbuées au passage d’'une bulle d’air

dans les microcanaux.

Le passage de ces bulles est visibles sur les ke Figure 5- 34 et Figure 5- 35. Quand la

bulle d’air passe au dessus, le tapis cellulairmbde devenir plus homogéne avec les

différentes cellules qui sont plus difficilemenstiliguables. Cette déformation optique est

causée par le changement d’indice optique du asagasd’air au lieu de milieu cellulaire.

Ce phénoméne parasite peut étre corrigé (5-64,5m38 nous n’avons pas eu le temps de

mettre en place un systeme rectificatif. Une olet@m microscopique simultané pourrait

corréler de fagon évidente les augmentations dstiréte avec le passage de ces bulles.
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200 pm 200 pm

Cellule + milieu Cellule + bulle Cellule + milieu Cellule + bulle
d’all’ d’a|r

Figure 5- 34 : Photo prise au microscope a fluoresnce du passage d’'une bulle d’air

dans un microcanal

Bulle d’air a I'entrée du canal

Bulle d'air

— 200 pm

Bulle d’air rentrant dans le canal

Entrée du canal aprés le
passage de la bulle d’air

Figure 5- 35 : Photo prise au microscope a fluoresnce avant, pendant et apres le

passage d’une bulle d’air a I'entrée du canal.
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Les photos de la Figure 5- 32 montrent que les resseffectuées sont invasives puisque
beaucoup de cellules se sont détachées.
Nous avons donc modifié le protocole de mesure poitier ce phénomeéne.

11.3.4. 2°™ protocole d'injection de la Lf et ses résultats

Pour éviter une possible détérioration du taplisileére au cours de I'expérience, nous
avons diminué la durée de I'expérience.
Nous avons diminué le débit des liquides en supgogail est trop €levé et provoque des

forces de cisaillement trop important pour lesuie.

Le nouveau protocole utilisé est le suivant :

- Etude des spectres de croissance (début, milieupéur choisir une fréquence fixe
d’étude.

- Vérification de la stabilité de la croissance pes Mmesures d'impédances et leur
analyse cinétique pendant 20 minutes a un dédi6denl/h.

- Mesures en parallele sur deux canaux avec respawtivt injection de Lf et Lf non
spécifique, changement de seringue.

- Mesures pendant 30 minutes sur chaque canal ajestiom des milieux a un débit de
833 nl/min (changement de milieu toutes les 14€bud de linteraction environ 3
minute 47s apres injection.

- Observation des cellules apres l'injection deséness.

La Figure 5- 36 présente les observations des taflidaires avant et aprés I'expérience. On
remarque que les cellules sont moins endommagégsaqorécédente expérience mais que le
tapis cellulaire est encore une fois abimé. Lequuie a donc permis de davantage préserver
les cellules.

On remarque, comme pour la précédente expérieneeleg cellules ayant réagit avec la Lf
ont été davantage protegées que les cellules eepa@ska Lf non spécifique. Cette nouvelle

observation confirme le caractere anti-inflammatanduit par la Lf.
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Figure 5- 36 : Comparaison des cultures cellulaireavant et aprées l'injection des

protéines avec le nouveau protocole. Photos prisag microscope a fluorescence.

Les mesures électriques enregistrées pendant lepulations ne donnent pas des résultats

cohérents avec les manipulations sur les puits aompeut le voir sur la Figure 5- 37.
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Figure 5- 37 : Evolutions temporelles des résistars électriques des microcanaux
pendant I'injection de protéine avec le nouveau pitocole (ici a 50KHz).
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Encore une fois nous voyons que la résistance datee a diminuer, ce qui est du au

détachement des cellules. Les augmentations brsistpieésistance peuvent encore une fois
s’expliquer par la présence de bulles d'air dassrécrocanaux (cf Figure 5- 34 et Figure 5-

35).

Nous avons ensuite décidé d'effectuer un testetitipn d’un nouveau milieu en ne modifiant

aucun parameétre d’injection par rapport a ceuxsésllors de la culture cellules.

111.3.5. Injection d’un nouveau milieu

Pour ces expériences, le débit a été conservéqdera celui utilisé lors de la culture

cellulaire.

Le protocole d’'injection utilisé est le suivant :

- Etude des spectres de croissance (début, milieupéur choisir une fréquence fixe
d’étude.

- Vérification de la stabilité de la croissance pes Mmesures d'impédances et leur
analyse cinétique pendant 10 minutes sous un fanstant de 167 nl/min (idem
croissance). Balayage frequentielle réduit a 2uedges.

- Mesures en parallele sur deux canaux avec injedéamilieu frais (nouvel seringue).

- Mesures pendant 15 minutes sur chaque canal ajestiom des milieux a un débit de
167 nl/min. Début de linteraction environ 18 miesit50s aprés linjection donc
lancement des mesures d’'impédance 15 minutes apres.

- Observation des cellules apres I'injection du milikais.

La Figure 5- 38 présente les observations des taflidaires avant et aprés I'expérience. On
remarque que malgré les débits similaires a ceilisad lors de la culture cellulaire, les
cellules sont encore une fois endommageées.

Les seuls paramétres ayant changé entre les daseplie I'expérience sont la résolution

temporelle des mesures et leur plage fréquentigdkeide.

Cette expérience montre donc que les mesuresigleetrpeuvent endommager les cellules.
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Entrée du pcanal 1 avant
I'injection de milieu

Milieu du pcanal 1 avant
l'injection de milieu

200 pm

Entrée du pcanal 2 avant
I'injection de milieu

Milieu du pcanal 2 avant
l'injection de milieu

Entrée du pcanal 1 apres
I'injection de milieu

Milieu du pcanal 1 apres
I'injection de milieu
200 pm

Entrée du pcanal 2 aprés
I'injection de milieu

Milieu du pcanal 2 aprées
I'injection de milieu
200 pm
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Figure 5- 38: Comparaison des cultures cellulaires avant et ag@s I'injection d’un

nouveau milieu. Photos prises au microscopefluorescenc.
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Les figures suivantes présentent les évolutionspoeelles des résistances des deux
microcanaux.
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Figure 5- 39 : Evolutions temporelles des résistars électriques des canaux pendant

I'injection d’'un nouveau milieu (ici a 1KHz)

Les mesures électriques montrent, comme précédemmenla résistance diminue au cours

du temps pour les deux canaux. Une augmentatioasiltance est encore une fois observée
pour le microcanal 2 apres l'injection de nouveadliem, cette augmentation doit étre due au

passage d’'une bulle d’air présente dans la nousetiague.

L’'équation (76) utilisée a la fin du®¥® chapitre permet de déterminer le potentiel

transmembranaire d’une cellule en fonction du chataptrique.

D’aprés cette équation, pour nos geomeétries digdes, avec une tension de 10 mV et un

angle6 de 0°, la tension transmembranaire maximale qudnides CHO est de 4,5 mV.

Cette tension est bhien inférieure a la tension strembranaire minimale de 200mV

provoguant une électroporation de la cellule (cfpitre 4, paragraphe V.3.3).

Cette expérience a été renouvelée deux fois eaquehfois les cellules ont été abimées. En
prolongeant la durée de I'expérience et des meslestriques, le tapis cellulaire peut étre
completement détruit.

Ces expériences montrent donc que si les mesweesiglies sont effectuées avec une trop

grande résolution temporelle, elles peuvent ablesecellules et étre invasives.

Une autre géométrie d’électrodes ou une tensiomrenplus faible pourraient éviter ce

probleme mais nous n'avons pas eu le temps d'eiectes tests supplémentaires.
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Conclusion du chapitre 5

Dans ce chapitre, nous avons d’abord présenté uéts @ctuellement utilisés dans les
laboratoires pour détecter les interactions preitellules qui n'ont pas de conséquences
physiologiques évidentes mais qui peuvent avoir ddss cruciaux dans la signalétique
intracellulaire. Ces méthodes utilisent des martgieu nécessitent la mise en suspension de
cellules cultivéesn-vitro. Nous avons également décrit les techniques dilapgemétrie
intégrée appliqués a I'étude de culture cellulaimevitro. Nous avons vu que la grande
majorité des expériences étudie la cytotoxicité dilegues ou analyse des facteurs de
croissance. Il est donc important de chercher ectkit et a quantifier par des méthodes non-
invasives et miniaturisées les interactions preticellules ténues.

Nous avons choisi d’étudier la protéine Lactofezrgar c’est une protéine essentielle pour le
systeme immunitaire. Il a été démontré que la L$spde de nombreuses propriétés anti-
inflammatoires, cette protéine pourrait méme éwadigment étre utilisée comme un agent
inhibiteur du VIH. Son action précise sur la callui’est cependant pas encore tout a fait
connue. Pour étudier cette protéine, nous avonsidee cellules d’ovaires d’hamster chinois
car c'est une lignée cellulaire couramment utiliggeur la culture cellulairein-vitro.
L’interaction des récepteurs membranaires des Cv0 & Lf a déja été étudiée et décrite.
Les CHO présentent également differentes lignéesamtes qui pourraient se réevéler

intéressantes pour des caractérisations futures.

Nous avons présenté les expériences realiséedesvdispositifs a puits. Nous avons d’abord
vu que les conditions spécifiques de la cultureutaete in-vitro dans des bioMEMS (substrat

et incubateur de culture différents, mesures étpats) n'influent pas sur la croissance des
CHO. Nous avons décrit un protocole de culture ipréwec plusieurs centrifugations des
cellules qui permet de mesurer des impédances rwoefoaux résultats de I'état de l'art de
limpédancemétrie intégrée. Les différentes géoieetd’ électrodes ont été comparées en
mesurant la croissance des CHO. Les électrodesnglilmétriques se sont révélées les plus
sensibles. Les interfaces de mesures permettastidee électriquement en paralléle et en
continue la croissance de plusieurs tapis cellilaimt été décrites : un circuit relais et un

paramétrage spéecifique du logiciel de contrdle ey

L'effet du changement de milieu sur la résistanes dultures cellulaires a été analysé.

L’injection d'un nouveau milieu effectuée manuelkm avec une micropipette provoque un
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choc thermique et une instabilité électrochimiqueapis cellulaire. Ce phénomene provoque
une augmentation parasite de la résistance suidiaeddiminution rapide. Quand la
température du systeme se stabilise, la résistdagent constante. L'effet de la densité

cellulaire a également éte étudie.

Un circuit électrique équivalent a été utilisé panodéliser les spectres d'impédance des
cultures de CHO.

L’interaction de la Lf avec les CHO a été analydémjection de Lf sur un tapis de CHO a
confluence provoque une légere augmentation désiatance au contraire du changement de
milieu. L'étude est ensuite effectuée sur des tams confluents. L'augmentation de
résistance provoquée par linteraction avec ladtfaors plus importante. L'injection de Lf
est comparée avec celle d’'une protéine non spéeifii peut se fixer a seulement 20% des
récepteurs membranaires des CHO et qui ne peuairseeihdocyter. Comparativement, cette
protéine ne provoque pas d’augmentation de lateggie. Cette augmentation de la résistance
du systéme est donc spécifique de I'interactiorc daé.f. L’endocytose de la Lf par les CHO
est supposée étre la cause de cette diminutioa derductivité. Le changement de milieu
complique la reproductivité¢ des mesures quantiatide linteraction Lf-CHO et de
'endocytose de la protéine. Nous avons donc dédid#éliser un dispositif microfluidique

permettant d’automatiser I'injection des réactifs.

Le matériel de mesure du bioMEMS microfluidique mssenté. Les différents protocoles de

stérilisation, d’injection de cellules et de cuéisrsont détaillés. Les problemes liés a la
pression élevée dans les microcanaux ont été dsctes problemes correspondent a la
creéation de fuite dans le dispositif ou la dégrimtlapossible des cellules. La croissance
cellulaire a été quantifiée par impédancemétrieariinu et en paralléle sur plusieurs canaux.
A notre connaissance, c'est la premiére fois queculure cellulaire dans des canaux

microfluidiques est mesurée par impédancemétrienadélisation des spectres d'impédance
des cultures a été effectuée avec les mémes sirégitivalents que ceux utilisés pour les

dispositifs a puits. L’interaction de la Lf et dellf non spécifique avec les CHO a été étudiée
dans les microcanaux a fréquence constante, da fagétique. Les mesures se sont révélées
étre destructrices pour les cellules, peu impartaébit des réactifs utilisés. Cette dégradation
semble donc étre du aux mesures électriques effestavec une résolution beaucoup plus

élevée que lors de la croissance cellulaire.
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Dans le premier chapitre de cette these, I'étafatte de I'impédancemétrie a été présenté.
Différents avantages de l'application de ces tepies au domaine des bioMEMS ont été

enumeres et différentes pistes d’amélioration thsaggerees.

Nous avons ensuite exposeé les criteres qui ontéglaidconception des dispositifs. Leurs
protocoles de fabrication ont été détaillés. Leshodes et infrastructures de mesures ont été
décrites. Différentes notions théoriques liéesiragdédancemétrie et a la microfluidique ont
éte présentées. Le calcul des constantes de eeltlderéseaux circulaires d’électrodes

interdigitées a été expliqué.

Dans le troisieme chapitre, les caractérisatiorss rdeerodispositifs ont été rapportées. Des
modélisations effectuées avec des circuits équitalelectriques nous ont permis de
comprendre les phénoménes électrochimiques misean ljes spectres de relaxation

diélectrique de I'eau ont été déterminés et analysée

Dans le cadre de la désinfection de I'eau, I'agion de ces microdispositifs a I'analyse du
parasiteC. parvum a été ensuite présentée. Le protocole de prépardés suspensions de
parasite permettant des analyses reproductibleg aétaillé. Une méthode permettant de
déterminer la concentration en parasite d’échantipurifiee a été expliquée a partir de leur
mesure d’'impédance. Le potentiel de I'impédancam@ur discriminer des parasites selon

leur viabilité a été également démontré.

bY

Nous avons enfin présenté l'application des bioMEM®édimétriques a l'analyse des
interactions cellule-protéine avec comme modeldude@ les cellules CHO et la protéine
Lactoferrine. La faisabilité de la culture celluidans des bioMEMS a été démontrée. La
caractérisation électrique de la densité cellularesté effectuée. Un circuit électrique
égquivalent dédié aux mesures d'impédance des ealugllulaire a été exposé. Une méthode
pour détecter électriquement de linteraction dfed de la Lf avec les CHO a été
développée. L'utilisation de microdispositifs mifuddiques et impédimétriques pour la
mesure quantitative de la culture cellulaire aedposée. Le caractéere invasif des mesures
d'impédance sur cellule effectuées avec une résalutemporelle élevée dans des

microcanaux a été démontré.
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Les applications et les perspectives des résuttigisésentés sont nombreuses.

Concernant les résultats du troisieme chapitre :

- La technique utilisée pour déterminer la condutgiet la permittivité diélectrique de
suspensions de parasite peut étre appliquée arebBauypes de suspensions
biologiques (levures, bactéries par exemple).

- La méthode de calcul de la constante de celluler mims réseaux circulaires
d’électrodes interdigitées peut étre exploitée pdiautres applications biologiques.
Ce format est en effet couramment exploité en bielet est déja utilisé pour des
analyses multiplexée d’agents toxiques par impéslagtrie.

- L’effet de double couche (cf lexique) perturbarst heesures de relaxation diélectrique
en basse fréequence pourrait étre annulé en apptiqaaméthode développée par
Prodan et al. (6-1) (méme surface mais constanteltide différente) a des électrodes

micrométriques.

A propos des résultats du quatriéme chapitre :

- L’étude cinétique de 'augmentation de la condutgiprovoquée par les suspensions
de parasites pourrait étre effectuée pour optimiseméthode de détection et de
comptage électrique des parasites

- L’'application de tensions plus élevées pourraie attilisé pour discriminer des
gammes de viabilité

- Le développement d’un bioMEMS intégrant des étggpéalables de purification et de
concentration des échantillons associées a un tdéteampédimétrique pourrait
permettre d’effectuer des analyses parasitologideda potabilité de I'eau sur site.

- Latechnigue d'impédancemeétrie peut étre appligleécuantification automatique de
la concentration en parasite d’eau naturelle peifiu préalable (comme c’est le cas

dans le protocole actuellement utilisé.
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Relativement au cinquieme chapitre :

- L’interaction de la Lf avec les CHO pourrait éttediée avec des lignées cellulaires
de CHO présentant des proportions de récepteursbraeaires différentes (lignée
CHO 677 et CHO 618, cf Chapitre 5, paragraphe.).2.2

- L’endocytose de la Lf ne pouvant se faire & 201Gerait intéressant d’étudier la
mesure électrigue de cette interaction a cette demtyre tout en s’assurant
gualitativement de I'état du tapis cellulaire (pame observation microscopique
simultanée par exemple).

- Il serait intéressant d'étudier et de mesurer papédancemétrie la culture de
différentes lignées cellulaires dans des canaurxofiigdiques.

- Le caractere invasif des mesures électrique leuarésolution temporelle devrait étre
etudié et analysé avec des simulations numeriques.

- Les mesures de l'interaction Lf-CHO dans les miaraux pourrait étre étudiées avec

des résolutions temporelles plus faibles pour éma dégradation des cellules.

Au cours de cette these, nous avons égalementééardiparalléle la mesure des effets
électrochimiques non-lin€aires, i.e. les couraraamioniques. Des précédents travaux ont
effet montré l'intérét de ce type de mesure pow aeplications biologiques (6-2,6-3,6-4).
Ces mesures ont été réalisées avec les dispasiiififts connectés a un détecteur synchrone a

verrouillage de phase (Signal Recovey 7280).

Les caractérisations de ces dispositifs effectusdesc de I'eau déionisée et du milieu
cellulaire ont montré que des tensions élevées gtegnt d’améliorer la reproductivité des
mesures. Des analyses non-linéaires ont été effestaur des suspensions de parasites

parvum pour mesurer leur concentration et distinguer habilité. Ces mesures n’'ont pas
permis d’obtenir une meilleure sensibilité que tlassures linéaires. Dans un souci de

synthese, les résultats n'ont donc pas été présdatés ce manuscrit.

Les travaux sur les mesures électrochimiques maaiies précédemment cités ont montré
gue les distorsions harmoniques étaient issuehagement de configurations des protéines
membranaires sous l'effet d’'un champ électriqueartgnt. Les analyses non-linéaires des

cellules biologiques adhérentes sont plus compdigLe mettre en ceuvre mais comme ces
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protéines membranaires sont également impliquées ldalhésion protéique, l'infrastructure
de mesure réalisée pour ces analyses harmoniquesaipcétre appliquée a l'étude de
l'interaction CHO-L.

Des mesures de bruit électronique ont égalemengfdétuées sur de I'eau déionisée et du
milieu cellulaire. Les mesures de bruit du milieeildaire avec I'application de courant
continu ne sont pas possibles car en basse frégukencapacité de double couche empéche
d’effectuer ces mesures (impédance d’entrée dédi#dlon élevée devant I'impédance de
'amplificateur faible bruit). Les premiéres mesuide bruit électronique effectuées avec de
'eau déionisée ont présenté des caractéristiqudd @voluant linéairement avec le carré du
courant en suivant I'équation de Hooge (6-5). Gssiltats n'ont pas pu étre confirmés avec

d’autres mesures, ils n’ont donc pas été préselaiés ce manuscrit.
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Annexe 1

Typon du circuit relais
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Tableau annexe : Comparaison des différents anglee contact (en degré) obtenus avec

le PDMS oxydé ou non, par traitement ozone ou plasamO,, avec du milieu de culture et

de I'eau déionisée.

H20

Milieu de culture F12-K

PDMS

98,55625° + 8,55507

73,9625° + 4,85031

PDMS passé a I'ozone

86,18182° + 5,88096

7083%5

PDMS passé au plasma O

37,25° £ 5,86899

7,3° £0,98995

Le PDMS étant hydrophile, la goutte de milieu spad& de fagon concave. Le volume de

milieu est donc plus important aux bords des puitau centre.

La concavité de la goutte réduit la profondeur dentp et limite les observations

microscopiques d’une large surface de substrat.

© 2012 Tous droits réservés.
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Annexe 3:

Comparaison de l'impédance d'une culture cellulaire réalisée avec un taux de
recouvrement cellulaire initial égal a 66% de la stface totale du fond des puits, 46H
apres l'injection des cellules et de I'impédance dhe culture cellulaire réalisée avec un
taux de recouvrement cellulaire initial égal a 80%de la surface totale du fond des puits,

16H apres l'injection des cellules.

< 1000
g 100—: E 100 /u_)\
5 | £
el 410 O
@® 3 b
O (0]
5 =
- 1 ]
@D +
N 10 %
& e Culture avec un taux de recouvrement ‘@
cellulaire initial de 80% + 16H 01 X

e Culture avec un taux de recouvrement
cellulaire initial de 66% + 46H
T T T LI ) llll T T T LI Illl L] T T T IlIlI T T LJ T l'lll| 0'01

100 1000 10000 100000 1000000
Fréquence (Hz)

Nous constatons que les spectres d'impédance desaidtures sont identiques. Les deux
cultures cellulaires possédent des propriétés réldimiques identiques et sont donc

comparables.
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Annexe 4:

Méthode de calcul pour quantifier Faugmentation linéaire de la résistance causée par
l'injection de Lf

Pour quantifier 'augmentation linéaire de la rémise, nous avons calculé 'augmentation de
la résistance en pourcentage par rapport a safghle valeur, c'est-a-dire par rapport a sa
valeur avant cette augmentation progressive eti-djnasire.

A partir des différentes valeursi% correspondant a un pourcentage de variation, la
régression linéaire de leur évolution par rapparteanps est déterminée. La pente de cette

régression nous indique donc les variations dsta@ste en pourcentage par minutes.

Ce calcul est schématisé et formulé sur la figureasite :

Points expérimentaux

Résistance (Ohms)

RI% RI len x100
. mln

------ Régression Linéaire

Temps (minutes)

Points expérimentaux

Ry% - Ri%

P i L Détermination
R % IS

% de la pente

Variation de résistance (%)

Temps (minutes)

Nous avons préféeré déterminé cette pente plutbtigumurcentage de variation atteint au
bout d'une certaine durée d’expérience car ellesnpermet de comparer aisément des
variations de résistance issues de différentesriexqoés sans que les différents phénomeénes

électrochimiques aient été mesures sur une ménée.dur
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Thése de Timothée Houssin
BioMEMS pour I'analyse de cellules biologiques paspectroscopie
d’'impédance

Résumé

Les travaux de thése ici présentés portent sualyae intégrée de cellules biologiques par
spectroscopie d’'impédance en basse fréquence dass sgstemes microfluidiques
L'impédancemétrie représente une alternative ingEngte aux marqueurs optiques car elle
semble moins invasive. Le but de ces travaux estddeelopper des bioMEMS
impédimétriques pour I'analyse du parasite aquatigpyptosoridium parvum (C. parvum) et

la détection des interactions protéine-cellule. rPoela, des réseaux de microélectrodes
interdigitées ont été réalisés au sein de puitsleetmicrocanaux. Différentes géométries
d’électrodes sont caractérisées. Des circuits réeet de modélisation sont présentés. Les
spectres de relaxation diélectrique de I'eau déiémien basse fréquence (< 1 MHz) et les
temps de relaxation mis en jeu ont été détermib@ée méthode électrique permettant de
guantifier automatiguement et sans marqueurs lacesdration de parasite§€. parvum
suspendus dans de I'eau purifiée est présentégahiité de ces parasites est discriminée par
impédancemétrie. Pour étudier les interactionsépretcellule, la lactoferrine (Lf) et des
cellules d'ovaires d’hamster chinois (CHO) ont dtéoisies comme modele d'étude.
Différents parametres biologiques de culture caifalsont analysés pour optimer les mesures
impédimétriques. L'interaction de la Lf avec les QHest détectée spécifiquement. Afin
d’injecter des réactifs aux cellules tout en misamt les perturbations électrochimiques,
'analyse impédimétrique des interactions celluletgine est effectuée dans des canaux
microfluidiques. Dans ces conditions, les mesulesstiques ont des effets invasifs.

Mots clés: BIOMEMS, Microélectrodes, Spectroscopie d'impécks Microfluidique,
Relaxation diélectrique, Purification de I'edCryptosporidium parvum, Intéraction protéine-
cellule, Lactoferrine,

Abstract

The thesis presented here deals with the integratedysis of biological cells by low
frequency impedance spectroscopy in microfluidistems. Impedancemetry represents an
interesting alternative to optical labels becalsy tseem to be less invasive. The purpose of
this work is to develop an impedimetric bioMEMS ftive analysis of aquatic parasite
Cryptosoridium parvum (C. parvum) and the detection of cell-protein interactionstafs of
interdigitated microelectrodes were realized inlsvahd microchannels. Different geometries
of electrodes were characterized. Electrical cirmodels are presented. Dielectric relaxation
spectrums of deionized water in low frequencies (#Hz) and relaxation times were
established. An electrical label free method tongit\a automatically the concentration 6f
parvum parasites suspended in purified water is presefitesl viability of these parasites was
discriminated by impedancemetry. To study protelhiateractions, lactoferrin (Lf) and cells
of chinese hamster ovary (CHO) were chosen as stulel. Different biological parameters
are analyzed to optimize impedimetric measuremebtsCHO interaction is detected
specifically. To inject reagents to cells while miizing electrochemical perturbations,
impedimetric analysis of CHO-Lf interaction was aalperformed within microfluidic
channels. In these conditions, electrical curreatshave invasive effects.

Key words. BIoOMEMS, Microelectrodes, Impedance spectroscopigrluidic, Dielectric
relaxation, Water purificatiorGryptosporidium parvum, Protein-cell interaction, Lactoferrin
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