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Avant-propos

EPUIS homo faber, 'homme transforme la matiére pour en fabriquer des
D outils. Pour en augmenter la complexité, il a réduit leur taille jusqu’a 'ex-
tréme et est capable aujourd’hui de loger plusieurs milliards de composants dans
des puces de quelques millimétres carrés. Pourtant, les fonctions de ces objets
restent limitées face & celles des étres vivants, car derriére la complexité des ob-
jets fabriqués se cache une matiére figée. D’un autre c6té, la vie a développé une
myriade de fonctions élémentaires interagissant dans un systéme hiérarchisé. La
matiére dont elle est composée fluctue, évolue et s’adapte & son environnement.
Le scientifique d’aujourd’hui tente ainsi de reproduire, comprendre et controler
les propriétés uniques de la matiére vivante.

Avec le développement récent de la microfluidique, une des approches les
plus fructueuses est la miniaturisation et l'intégration des outils d’analyse a
I’échelle de T'objet biologique. Actuellement, un grand intérét est ainsi porté a
la fabrication de substrats et dispositifs permettant de controler I’environne-
ment des cellules & leur échelle. Le controle statique de cet environnement passe
par la fonctionnalisation de surfaces. Associé & la microfluidique, un controle
dynamique du microenvironnement cellulaire est possible et permet d’étudier le
comportement des cellules au cours de leur développement. De plus, I'ingénierie
de surfaces bioactives est cruciale pour le développement des techniques bioana-
lytiques. Par exemple, la capacité des puces & ADN reste limitée par la densité
d’intégration des oligo-nucléotides sur leur surface. Au-dela de la réalisation de
substrats, le controle de I'organisation de molécules biologiques sur des surfaces
pourrait permettre de controler la reconstitution biomimétique de structures
cellulaires. L’objet de cette thése est donc le développement de méthodes de
dépodt et d’organisation de matiére sur une surface solide pour la biologie.

Dans une premiére partie, nous présenterons des méthodes microfluidiques
originales de dépot de matiére adaptées a la fragilité des objets biologiques mis
en jeu. Nous aborderons la fabrication de motifs de protéines sur une surface, en
utilisant des assemblages microfluidiques réversibles permettant d’obtenir une
grande variété dans la composition des motifs déposés. Enfin, nous montrerons,
par une méthode similaire, la possibilité de mouler des matériaux d’intérét bio-
logique tels que des gels et des nanoparticules.

Dans la seconde partie, nous étudierons spécifiquement ’organisation de mo-
lécules de phospholipide sur des substrats solides et son application & la for-
mation controlée de vésicules géantes. Tout d’abord nous établirons le réle de
Porganisation des films sur la taille des vésicules obtenues par électroformation.
Nous mettrons en évidence les modes d’organisation de phospholipides déposés
A partir d’'un ménisque en déplacement sous évaporation. La derniére partie sera
consacrée 3 ’application des vésicules comme mimes de cellules.






Premiére partie

Microfluidique et dépot de
matiére






Chapitre 1

Introduction

partir des années 60, le développement de la microélectronique a fait naitre
A de nombreuses technologies permettant de fabriquer des structures solides
de taille micrométrique et faites de matériaux inorganiques [1]. La fabrication
de ces structures débute a partir d’un substrat plan, généralement une galette
monocristalline de semi-conducteur. On y dépose des matériaux par différentes
méthodes dont les plus courantes sont I’évaporation thermique, la pulvérisation
cathodique, le dépot chimique en phase vapeur (CVD), Iépitaxie a jet molécu-
laire (MBE), ’électrodéposition ou encore le spin-coating.

Cette derniére technique est plus particuliérement utilisée comme support
de nombreux procédés lithographiques qui permettent de définir des motifs sur
le substrat. Le spin-coating consiste & faire tourner & haute vitesse le substrat,
sur lequel est déposée au préalable une certaine quantité de résine liquide. La
conjonction des forces visqueuses et centrifuges permet d’obtenir une couche
d’épaisseur homogéne dont ’épaisseur dépend entre autres de la viscosité de la
résine et de la vitesse de rotation.

La couche de résine obtenue peut étre lithographiée de différentes maniéres
en fonction de la résolution voulue et de la résine utilisée (par exemple lithogra-
phie X, & faisceau d’électrons ou d’ions, ou encore lithographie par nanoimpres-
sion.). La plus courante de ces techniques est la photolithographie qui consiste
A reproduire dans une couche de résine photosensible les motifs définis sur un
masque optique par un procédé photographique. Dans cette technique, la couche
de résine est insolée par des UV A travers un masque optique. Aprés dévelop-
pement, seules les zones insolées (ou non insolées pour les résines négatives)
sont éliminées. Les motifs formés peuvent ensuite étre transférés dans la couche
inférieure par un procédé de gravure qui peut étre humide par exemple avec un
acide ou sec en utilisant un plasma.

L’ensemble de ces technologies permet de réaliser des structures complexes
aux propriétés électroniques variées qui sont utilisées dans les puces électro-
niques comme les microprocesseurs. Dans les années 80, ces technologies ont
commencé & étre appliquées a d’autres domaines que celui de 1’électronique, et
plus particuliérement pour l'intégration d’éléments électromécaniques. Ces com-
posants regroupés sous I'acronyme MEMS (Micro Electro Mechanical System)
ont donné lieu & de nombreuses applications industrielles pour la fabrication
de micro-capteurs de pression, d’accélérométres, de tétes d’impression d’impri-
mantes & jet d’encre, de filtres radiofréquences ou encore des rétroprojecteurs
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DLP.

Depuis les années 90, ces technologies ont été adaptées pour répondre &
des problémes dans le domaine des sciences du vivant avec l'apparition des
bio-MEMS et de la microfluidique qui trouve de nombreuses applications dans
des domaines comme la chimie analytique [2] ou la biologie cellulaire [3]. Ceci a
permis le développement de nouveaux outils d’analyse et de séparation ayant une
plus grande capacité d’intégration, et a permis de profiter de systémes de taille
micrométrique pour manipuler les cellules vivantes. Ce domaine de recherche
a alors fait naitre le concept de laboratoire sur puce qui vise a intégrer de
nombreux éléments d’analyse et de manipulation des objets biologiques sur une
méme puce, pour accélérer, paralléliser et faire baisser les cotits des expériences
des sciences du vivant.

Pour fabriquer certains éléments de ces laboratoires intégrés, les technolo-
gies issues de la microélectronique ne sont pas toujours adaptées. En effet, ces
technologies traditionnelles sont souvent incompatibles avec la fabrication de
structures impliquant des matériaux mous organiques, ou d’intérét biologique.
Ces derniers sont généralement composés de macromolécules organiques dont
la structure chimique est relativement fragile. Cette nature rend leur dépot gé-
néralement incompatible avec la plupart des procédés microtechnologiques. Par
exemple, I’évaporation thermique implique des températures trop élevées pour
conserver 'intégrité de ces molécules ; de plus, les solutions utilisées pour le déve-
loppement des résines lors des photolithographies sont généralement, composées
de bases fortes qui peuvent facilement hydrolyser certaines biomolécules. D’autre
part, les propriétés de certaines de ces molécules, par exemple les propriétés des
protéines, sont souvent liées & une conformation moléculaire particuliére qui re-
pose sur des liaisons faibles, hydrogéne, hydrophobe, dipole-dipole ou ionique.
L’énergie de cohésion de ces liaisons est faible ce qui interdit 'utilisation de pro-
cédés impliquant des températures dépassant les 50-100°C. De plus, leur force
dépend de I'environnement de solvatation, ce qui interdit leur déshydratation,
donc 'utilisation de procédés impliquant des solvants organiques ou une étape
sous vide. Finalement, ces matériaux sont facilement pollués et difficiles & net-
toyer pour les raisons de fragilité déja citées. L’impact du contact des résines
et autres matériaux est peu connu sur les propriétés des biomolécules, mais
on peut s’attendre & des effets néfastes. Enfin, la fabrication de puces dédiées
A4 manipuler des cellules vivantes nécessite I'utilisation de matériaux biocom-
patible, c.-a-d. ne provoquant pas de rejets immunitaires, et dans certains cas
P'utilisation de matériaux perméables aux gaz pour permettre aux cellules de
respirer.

Vers la fin des années 90, I’ensemble de ces contraintes a fait apparaitre dans
le panel des outils microtechnologiques de nouveaux matériaux plus adaptés,
comme le polydiméthylsiloxane (PDMS). Ces matériaux sont arrivés associés
a de nouvelles technologies de fabrication non conventionnelles, souvent basées
sur des principes de moulage ou de transfert, comme la lithographie molle et
le micro-contact printing, plus adaptées a la structuration de matériaux mous,
fragiles, plus respectueuses des propriétés de surfaces et plus adaptées a la ma-
nipulation de molécules biologiques. La microfluidique, en tant que science qui
g’intéresse aux mouvements des fluides & ’échelle micrométrique, est a priori
un bon candidat pour organiser la matiére sur des surfaces solides. Elle offre
la possibilité de confiner et de guider la matiére en solution & I’échelle micro-
métrique. Ce guidage ne nécessite pas un environnement agressif et n’implique
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pas l'utilisation d’étapes multiples mettant en contact la structure réalisée avec
d’autres fluides qui pourraient étre contaminants. Nous avons exploré lors de
cette thése certaines possibilités qu’offre cet outil pour réaliser des motifs de
matiére sur une surface solide.

Il n’existe pas de domaine identifié¢ de la microfluidique qui traite du dépot
de matiére sur les surfaces, mais en consultant la littérature, on retrouve cette
science dans plusieurs circonstances faisant appel a des principes de dépots dif-
férents. On peut regrouper ces technologies en au moins trois grands thémes : i)
Le controle local de la chimie de surface et plus particuliérement la fonctionnali-
sation des surfaces par des biomolécules; ii) Le moulage iii) I’autoorganisation
de matériaux & ’aide de phénomeénes capillaires.

Ces trois thémes seront abordés dans les différents chapitres de ce manus-
crit pour répondre & des problémes particuliers. Les paragraphes suivants in-
troduisent briévement leurs problématiques ainsi que 1’état de ’art dans ces
domaines.

1.1 Fonctionnalisation locale de surface

De nombreuses technologies ont déja été proposées pour fonctionnaliser lo-
calement des surfaces avec des biomolécules. D’un c6té, on a cherché a adapter
les technologies de lithographie conventionnelle, en développant des procédés de
chimie de surface permettant de greffer des molécules sur des motifs préétablis
[4]. L’inconvénient de ces méthodes est leur manque de souplesse. Pour chaque
nouvelle molécule, le procédé doit étre adapté. D’un autre coté, on est revenu a
des technologies plus triviales pour faire face a la demande de ce type de sub-
strat. Par exemple, la méthode la plus utilisée est sirement 'impression par «
spotter » . Dans ce cas, des microgouttes de solutions contenant les molécules
d’intérét sont déposées sur la surface a I’aide d’un robot. Cette technique, qui
permet d’imprimer un grand nombre de molécules différentes sur une surface,
est largement utilisée pour déposer les milliers d’oligonucléotides nécessaires a la
fabrication des puces & ADN [5]. En revanche, sa résolution est limitée & quelques
dizaines de micromeétres et la forme des motifs réalisés est généralement limitée
& un disque. Pour augmenter la résolution, les procédés d’impression ont été
miniaturisés en utilisant des systémes & jet d’encre comme on en trouve dans les
imprimantes [6] ou & grace a la lithographie « dip pen » qui permet de fabriquer
des motifs de taille nanométrique en utilisant une micro-pointe qui, balayant le
substrat, dépose la molécule dans son solvant par capillarité [7]. Ces procédés
séquentiels sont souples et permettent d’atteindre dans certains cas les résolu-
tions nanométriques, mais sont limités par leur vitesse de production, ce qui
n’en fait pas de bons candidats pour lintégration & trés grande échelle et & bas
cott.

On a cherché alors & développer des méthodes de lithographie non-convention-
nelles comme le « microcontact printing » (LCP). Cette technique simple et
souple a permis d’envisager la fabrication de substrats contenant des motifs de
biomolécules & bas cott. Les molécules sont dans ce cas déposées sur un tampon
pouvant contenir n’importe quel motif, puis transférées sur le substrat lorsque ce
dernier est mis en contact avec le tampon (figure 1.1B). Malheureusement, cette
technique ne permet d’obtenir des motifs que d’un seul type de molécule sur le
substrat en une étape et le matériau du tampon est susceptible de contaminer
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le motif déposé. Pour pallier ces inconvénients tout en conservant une méthode
paralléle, I'introduction de la microfluidique est pertinente car elle peut confiner
les liquides & des échelles sub-micrométriques. La mise en contact du liquide di-
rectement avec le substrat doit alors se faire dans des canaux temporaires pour
pouvoir recouvrer le substrat aprés la mise en contact du liquide. En utilisant
la seule interaction de Van der Walls entre le substrat et un dispositif en PDMS
contenant des canaux microfluidiques, Delamarche et al. ont proposé de faire
circuler le liquide contenant la molécule a déposer par capillarité [8] et I’équipe
de Whitesides utilise des pressions négatives pour l'injection des liquides pour
éviter le décollage du dispositif [9, 10]. Mais les premiéres souffrent de limi-
tations liées aux phénomeénes capillaires (résolution, contrdle des débits dans
les canaux) et les autres sont trop compliquées a4 mettre en ceuvre pour une
utilisation routiniére.

FIGURE 1.1 — Dépot de protéines. A) Impression de protéines par applications
successives de deux tampons de microcontact printing; le rouge et le vert in-
diquent la fluorescence de deux protéines différentes. Extrait de [11]. La barre
représente 50 pm. B) En utilisant un dispositif microfluodique, il est possible
de fabriquer des gradients de concentration de protéines. Extrait de [12]

De plus, la microfluidique permet d’avoir un controle spatial de la composi-
tion des liquides. En effet, deux liquides mis en contact dans un canal microflui-
dique se mélangent peu. Les petites dimensions mises en jeu dans les dispositifs
microfluidiques impliquent un faible nombre de Reynolds, donc des écoulements
en flux laminaires dont les lignes de flux restent ordonnées. Le mélange entre les
différentes zones de la section d’un canal ne se fait que par diffusion, ce qui per-
met de controler la composition spatiale d’'un écoulement le long de sa section.
Cette propriété permet, par exemple, de construire des gradients de concentra-
tion de molécules dans la direction transverse a la direction du flux (figure 1.1B).
Il est alors possible de reporter ces gradients sur la concentration surfacique des
molécules adsorbées pour former des motifs de composition complexe ayant une
évolution spatiale progressive de leurs propriétés [9].

Pour étendre les possibilités de ces fonctionnalisations de surface, une nou-
velle méthode d’assemblage réversible, basée sur la micro-aspiration, sera pré-
sentée dans le deuxiéme chapitre. Cette méthode sera appliquée au cours du
troisiéme chapitre au dépodt de protéines sur des substrats de verre, sous forme
de motifs et de gradients.
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1.2 Meéthodes de moulage micro et nano

Les technologies de moulage ont connu un développement important pour
les micro-technologies & partir de 1995 avec 'apparition de la lithographie par
nanoimpression [13, 14]. Face a la course & la miniaturisation, cette technologie
qui permet de reproduire rapidement des structures sub-micrométriques était,
et reste, une bonne candidate pour remplacer les méthodes de photolithographie
dont la résolution est limitée par la diffraction de la lumiére, tout en conservant
une cadence de production élevée. Le regain d’intérét des technologies de mou-
lage s’est ensuite confirmé avec 'apparition de la lithographie molle [15]. Les
techniques de moulage sont particuliérement intéressantes pour la fabrication
de structures impliquant des matériaux exotiques car elles sont peu limitées par
le matériau a structurer.

Néanmoins, les techniques de moulage souffrent encore de certains défauts.
L’obtention de réplicats homogénes sur de grandes surfaces et sans défauts reste
délicate. Un des problémes rencontrés est notamment 1’évacuation des bulles qui
peuvent rester enfermées entre le moule et le substrat [16].

D’autre part, la fabrication de motifs sur des surfaces peut difficilement étre
obtenue avec une seule étape de moulage par pression du moule sur le matériau
a mouler. En effet, I’évacuation de la matiére & partir des zones compressées
est d’autant plus lente que la quantité de matiére restante est faible et il est
quasiment impossible d’éviter la présence d’une couche résiduelle aprés pression
du moule. L’élimination de cette couche résiduelle peut alors étre problématique
pour certains matériaux.

Pour éviter ce probléme de couches résiduelles, un moule en élastomére, ayant
la capacité de créer un contact conforme avec le substrat peut étre placé avant
d’injecter le matériau. Il peut alors étre rempli par capillarité, c’est la technique
MIMIC (MIcroMolding In Capilaries) [17]. Cette méthode de moulage peut
poser des problémes d’évacuation de 'air enfermé dans le moule. Folch et al.
ont alors proposé d’aspirer lair contenu dans le moule en utilisant une seringue
[18]. Si cette technique fonctionne dans de nombreux cas, elle ne garantit pas
que toutes les cavités du moule soient remplies.

Dans le chapitre 4.2 nous proposerons, pour pallier ces difficultés, une nou-
velle méthode utilisant la micro-aspiration pour évacuer l'air & travers les parois
d’un moule en PDMS. Nous montrerons que cette méthode permet de compléter
les techniques déja existantes de moulage comme la nanoimpression UV molle et
le micro-moulage capillaire pour obtenir une bonne homogénéité et une vitesse
de moulage accrue.

1.3 Organisation spontanée controélée

L’approche microfluidique classique reste néanmoins trop invasive pour cer-
taines applications qui nécessitent la fabrication de motifs sur une surface so-
lide. Nous verrons dans la seconde partie, a travers la fabrication de motifs de
phospholipide pour la formation de vésicules, que le respect d’une auto organi-
sation fine dans un niveau hiérarchique inférieur n’est pas compatible avec les
contraintes mécaniques imposées par ’assemblage et le désassemblage d’un dis-
positif. Dans cette situation, une approche possible est d’utiliser les phénoménes
microfluidiques spontanés pour guider la matiére vers une certaine organisation
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microscopique sans utiliser la contrainte mécanique d’un dispositif.

Cette approche peut étre obtenue avec la méthode de dépot du retrait de
meénisque, qui consiste & déplacer sur un substrat le ménisque d’une goutte
de solution en situation d’évaporation. Cette méthode de dépot a été largement
utilisée auparavant pour assembler des micro et nano particules [19]. Elle permet,
d’assembler des réseaux réguliers de particules sur une surface ou de les organiser
dans des structures préétablies sur le substrat (figure 1.2B). Plus récemment,
la formation d’instabilités lors de 1’évaporation de solutions de polymeéres a été
observée, formant des motifs trés réguliers de polymeére sur le substrat [20, 21,
22] (figure 1.2A). Ce phénomeéne est encore mal expliqué, mais la littérature
donne quelques pistes pour sa compréhension théorique [21, 22, 23]. Plusieurs
interprétations ont été proposées, mais & notre connaissance aucune d’entre
elles ne semble encore donner une explication satisfaisante pour maitriser le
phénomeéne.

FIGURE 1.2 — Dépot par la méthode du retrait de ménisque. A) mono-couche
de nanobilles assemblées par assemblage capillaire dans des microstructures.
Extrait de [19] B) Anneaux concentriques de polymére fluorescent issus de I'in-
stabilité d’un ménisque sous évaporation. Extrait de [21]. La barre représente
200 pm.

Nous étudierons pour la premiére fois dans le chapitre 3 de la deuxiéme par-
tie, la possibilité d’utiliser cette méthode pour déposer des molécules biologiques.
Dans cette deuxiéme partie, qui traite principalement du controle de la taille de
vésicules unilamellaires géantes lors de leur fabrication par électroformation, le
dépodt de phospholipide par retrait de ménisque sera mis en oeuvre pour réali-
ser des films multilamellaires uniformes dans un premier temps, et suivants des
motifs dans un deuxiéme temps. Ces motifs seront réalisés : soit en guidant la
matiére par des microstructures, soit en profitant de phénoménes d’instabilités
aboutissant a la formation spontanée d’une grande variété de motifs.
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Chapitre 2

Assemblage réversible

"ASPIRATION est utilisée quotidiennement dans les activités industrielles et
de recherche. Par exemple, elle permet de manipuler trés simplement les
grandes surfaces vitrées dans les travaux de construction. La force de préhen-
sion de ces manipulateurs est proportionnelle & 'intensité du vide et & la surface
totale d’aspiration. Aux échelles microscopiques, cette force reste substantielle
et peut mener & des applications intéressantes. Dans cette section, nous avons
utilisé une technique de micro-aspiration pour ’assemblage de dispositifs micro-
fluidiques. Contrairement aux techniques de soudure chimique ou thermique, qui
sont généralement utilisées pour sceller les dispositifs [24, 25], ’assemblage basé
sur la micro-aspiration est réversible, tout en conservant la possibilité d’injecter
des pressions relativement grandes dans les canaux sans provoquer de fuites.
L’utilisation de cette technique est particuliérement efficace en conjonction avec
des matériaux mous comme le PDMS, gréce a la capacité de ces derniers & créer
un contact conforme avec le substrat, donc une bonne étanchéité.

Un nombre important de dispositifs microfluidiques est réalisé a partir de
puces en PDMS assemblées sur des substrats de verre [26]. Pour sceller le dispo-
sitif, la surface du PDMS et celle du verre sont soumises a un traitement plasma
avant de les mettre en contact. Ensuite, par activation thermique, le PDMS est
collé de maniére irréversible donc le dispositif ne peut étre désassemblé par la
suite. Pourtant, dans certains cas, il peut étre intéressant d’accéder a la partie
intérieure du dispositif aprés son utilisation. Pour outrepasser l'irréversibilité
de ce type d’assemblage, la micro-aspiration peut étre utilisée pour maintenir
temporairement la puce en PDMS en contact conforme sur le substrat par effet
ventouse. Pour cela, une cavité de vide, composée d’un réseau de canaux croisés
(RCCQ), est insérée autour des canaux microfluidiques. Aprés avoir placé un tel
dispositif en PDMS sur le substrat, une force d’adhésion est générée par la chute
de pression dans la cavité mentionnée ci-dessus : le dispositif est étanchéifié. Dés
que le vide est cassé, le dispositif peut étre désassemblé en décollant simplement
la couche de PDMS de son substrat.

Ce type de dispositif & assemblage réversible permet d’accéder a des ap-
plications utiles, notamment la fonctionnalisation de surfaces sur des zones
sélectionnées du substrat. Cette approche permet la fabrication de substrats
complexes adaptés a ’étude de la croissance des cellules, de leur motilité et de
leur différentiation. Par exemple, ’utilisation de motifs sur la surface de culture
contenant des gradients de protéines peut permettre de déterminer le réle de

11
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ces protéines dans la signalisation chimique spatiale [27]. Plus précisément, les
propriétés de chemo-attraction de différentes protéines dans le développement
neuronal peuvent étre étudiées a travers la croissance des axones sur ces mo-
tifs. De tels motifs ont déja été réalisés en utilisant d’autres techniques d’as-
semblage réversible [28], mais la difficulté de mise en place et le manque de
fiabilité des technologies existantes empéchent leur utilisation routiniére dans
des expériences biologiques. Dans ce cas, l'utilisation d’un assemblage basé sur
la micro-aspiration est particuliérement pertinente : cette technologie peut étre
appliquée sur n’importe quel substrat en n’utilisant, en plus du matériel usuel
de microfluidique, qu’une pompe a dépression et un tube supplémentaire. Un tel
dispositif peut &tre observé sur n’importe quel microscope sans adaptation parti-
culiére. De plus, cette technique résout des problémes technologiques engendrés
par les autres méthodes, comme I’assemblage par serrage ou les dispositifs par-
tiellement réversibles combinés avec une injection & faible pression ou & pression
négative [29]. Dans ce dernier cas, la force d’adhésion native du PDMS sur le
substrat limite la pression d’injection, ce qui peut parfois poser des problémes
de fuites si les précautions nécessaires ne sont pas prises [30] et 'utilisation de
dépression pour la circulation des liquides a tendance & favoriser I’'apparition de
bulles.

Aprés une bréve introduction du principe, nous décrirons un modéle physique
simple permettant de mieux comprendre la mécanique du phénoméne d’adhé-
sion par micro-aspiration et décrivant les potentialités de la méthode. Ce mo-
deéle sera complété par des simulations en éléments finis (FEM) qui donneront
une description plus précise du comportement du systéme. Ces résultats seront
ensuite comparés avec des données expérimentales de caractérisation de nos dis-
positifs pour confirmer ’analyse et aboutir & la définition de certaines régles de
conception.

2.1 Principe

La figure 2.1 illustre le principe de la méthode de micro-aspiration appli-
quée & un dispositif microfluidique. Dans un tel dispositif, la couche de PDMS
contient, pour Paspiration, un réseau de canaux croisés (RCC) qui forme une
cavité soutenue par une matrice de micro-piliers. Cette cavité entoure la struc-
ture de travail qui sert & 'opération microfluidique. Le substrat peut étre une
simple lame de microscope faite de n’importe quel matériau, avec ou sans trai-
tement de surface. Aprés avoir placé le bloc de PDMS sur le substrat, une force
d’adhésion est générée entre les deux parties en créant un vide modéré dans le
RCC (figure 2.1B). Le dispositif est, ensuite prét pour 'opération microfluidique.
La figure 2.1A montre un canal microfluidique en PDMS scellé de maniére ré-
versible sur une lame de verre. Aprés utilisation, le dispositif désassemblé peut
étre nettoyé et réutilisé de nombreuses fois.

2.2 Modéle

Les dispositifs assemblés par micro-aspiration peuvent fonctionner sans fuite
avec une pression d’injection de plusieurs centaines de milibars. Pour expliquer
ce phénomeéne, considérons un modéle simple basé sur la déformation des struc-
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FIGURE 2.1 — Principe de la micro-aspiration. A) Image d’un colorant bleu cir-
culant dans un canal scellé par micro-aspiration. La barre représente 500 pm.
B) Schéma de principe de I’assemblage réversible d’un dispositif microfluidique.
Sur la couche supérieure, les structures microfluidiques en PDMS sont entourées
par un réseau de canaux croisés (RCC) pour aspiration. Lorsque cette couche
supérieure est placée sur le substrat, la différence de pression générée par I’as-
piration permet l'injection de fluides & une pression relativement élevée. Aprés
utilisation, le dispositif peut étre facilement désassemblé.

tures et donnant une explication phénoménologique de la mécanique mise en
jeu & travers un calcul de la pression limite admissible dans les canaux micro-
fluidiques scellés par micro-aspiration. L’analyse compléte des déformations du
milieu continu est un probléme trop complexe pour étre résolu analytiquement.
Nous avons donc choisi de traiter uniquement certains phénomeénes sur des élé-
ments remarquables de la structure, choisis a priori comme étant les principaux
responsables du comportement du dispositif. La figure 2.2, schématise les défor-
mations prises en compte dans notre modéle.

Dans le RCC, la faible pression du vide sur les parois de la cavité ne peut
contrebalancer la pression atmosphérique appliquée sur la surface du dispositif.
Ce sont les piliers du RCC qui doivent compenser le déséquilibre, ce qui provoque
leur déformation.

La déformation des solides élastiques est définie, entre autres, par la loi de
Hooke qui décrit la déformation d’un élément parallélépipédique soumis 4 une
pression verticale :

Ah AP
h FE
Ou h est la hauteur du parallélépipéde, AP la différence de pression entre
la face supérieure et la face inférieure, Ah la variation de hauteur résultante et
E le module de Young du matériau élastique. En considérant les piliers de la
cavité comme de simples parallélépipédes libres, cette équation nous donnera
leur déformation & partir de la pression P, appliquée par le dispositif sur les
piliers.
Pour un facteur de remplissage o du réseau d’aspiration (correspondant au
rapport de la surface du RCC sur la surface total du RCC et des piliers), trois
forces sont appliquées suivant ’axe vertical dans la zone du RCC :

(2.1)

1. la pression atmosphérique appliquée sur une surface S a extérieur du
dispositif;

2. la pression du vide dans le RCC sur une surface a.S';
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FIGURE 2.2 — Schéma de principe des phénoménes pris en compte dans le modéle
(seule la moitié du dispositif est représentée, 'autre moitié se comportant a
lidentique par symétrie). La différence de pression dans le RCC provoque une
baisse de la hauteur des piliers du RCC. Cette déformation est responsable d’une
force sur le bord du canal en réaction & une force de cisaillement Fg,. Ajoutée
A la force d’adhésion du PDMS F,q4, cette force compense la force provenant de
la pression P. appliquée sur face supérieure du canal, qui tend & désolidariser le
dispositif.

3. la pression supportée par les piliers sur une surface. (1 — «)S.

A Téquilibre, la somme de ces forces s’annule sur toute la surface du dispositif
ce qui aboutit 4 la relation :

OZ(Patm — P’uac) =+ (1 — OZ)Pp — Pat'm =0 (22)

Ou P, représente la valeur absolue de la pression relative du vide par
rapport & la pression atmosphérique. Ainsi P, vaut :

«
P, = Pytm ——Pyac 2.
P t +1—a (2.3)

Et la variation de pression subie par les piliers en réponse & une variation de
la pression P,,. dans le RCC s’exprime :

Q@

APp == iapvac (24)

Cette variation de pression sur les piliers est responsable d’une déformation
des piliers, ou variation de leur hauteur, que ’on calcule en utilisant 1’équa-

tion 2.1 :

o.hy

Ah = A—aF

Pyac (2.5)

Toute la partie supérieure du dispositif se déplace alors sur une distance
Ah, a cause de Iécrasement des piliers. En revanche, ce déplacement n’a pas
lieu dans la zone du canal microfluidique qui n’est pas en dépression par rapport
A la pression atmosphérique. La zone intermédiaire séparant le canal du RCC
subit alors une contrainte de cisaillement o, qui peut s’exprimer en fonction
de ’angle de cisaillement 6 et du module de cisaillement G :
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Oy
—_— = 9 2~
G (26)

Comme le PDMS est un matériau incompressible et isotrope, le module de
cisaillement peut s’exprimer en fonction du module de Young comme G = E/3.

En prenant en compte la géométrie décrite en figure 2.2, 'angle 6 dépend
des autres parameétres géométriques tel que tan(f) = Ah/b. Ce qui donne au
premier ordre : § ~ Ah/b. En introduisant I’équation 2.5 dans cette expression,
on obtient :

a.hy
7 = 31— a)
C’est cette contrainte qui est, a priori, responsable de la pression qui retient
le canal sur le substrat. Pour en évaluer quantitativement 'influence, nous consi-
dérerons que ’ensemble des contraintes appliquées sur le canal se concentre sur
un point  au bord du canal (voir figure 2.2). Sur ce point, viennent s’addition-
ner : i) La force de réaction Fc;s provoquée par la contrainte o, ; ii) La force
d’adhésion F,; du PDMS sur le substrat due aux forces de Van der Walls; iii)
Une force F, intégrant la pression dans le canal microfluidique sur ses flancs. Si
la somme de ces forces est dirigée vers le substrat, la partie supérieure du dispo-
sitif reste collée sur le substrat et I’étanchéité est respectée. Si, au contraire, la
somme de ces forces est dirigée vers le corps du dispositif, le canal se décolle du
substrat et une fuite peut apparaitre. Lorsque la composante verticale de cette
somme de force est nulle, nous sommes dans la situation ot une pression limite
Py, est appliquée dans le canal, au-dela de laquelle ’assemblage peut perdre
son étanchéité. Dans ce cas, nous avons sur ’axe vertical :

R)ac (27)

Fcis = Fc - Fad (28)

1. F.;s peut s’exprimer & partir de ’équation 2.7 en considérant que les
contraintes s’appliquent sur une hauteur caractéristique h¢;s :

a.hp.hcis
3b(1 — )

Comme les déformations mécaniques relatives sont invariantes par rapport
a D’échelle pour une contrainte donnée, la hauteur h.;s peut s’exprimer
comme une fonction linéaire des autres paramétres géométriques. Nous
ferons ’hypothése que les coefficients adimensionnels de cette fonction ne
dépendent pas des rapports d’aspect de la géométrie, ce qui se vérifie
dans les simulations FEM (cf. section simulation). F;, s’exprime alors en
fonction de la géométrie :

Fos = Pyac (29)

a.hp(Bq.a + Bp.b)
3b(1 — )

Ou S, et [y sont des facteurs géométriques déterminés a posteriori.

Fcis:

Pyac (2.10)

2. F, est l'intégrale de la composante verticale de la pression limite dans le
canal sur la moitié de la largeur a de sa face supérieure :

a-]Dlim

F(::
2

(2.11)
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3. La force F,q est la force nécessaire pour induire une fracture dans le
contact entre le PDMS et le substrat. Cette force, homogéne & une ten-
sion de surface dans le probléme & 3 dimensions, dépend a priori de la
nature microscopique de I’angle de contact entre le PDMS et le substrat,
mais également des énergies de surface des interfaces PDMS/substrat, ca-
nal/substrat et canal/PDMS.

En remplagant 'expression de ces trois forces dans I’équation 2.8, on obtient
une expression de la pression limite admissible dans le canal, avant décollement
du dispositif :

2 a.hp Ba.a + Bp.b
Plim =
3(1 —«) a.b

7Fad+
a

Poac (2.12)

Ce modéle simple laisse envisager que la pression limite acceptable dans un
canal est inversement proportionnelle aux dimensions a et b & une constante
pres.

2.3 Simulation

Pour confirmer ’explication phénomeénologique de I’équation 2.12 et analyser
plus précisément le comportement des dispositifs, nous avons réalisé des simula-
tions FEM a 2 dimensions du systéme en variant les pressions et les dimensions
caractéristiques du systéme. Le simulateur utilisé est le logiciel Comsol Femlab
3.0, couplé avec Matlab, pour la programmation des géométries. La simulation
utilise un modéle de solide élastique en déformation plane.

Comme pour le modéle, nous avons cherché a mesurer dans ces simulations
la pression limite acceptable dans le canal microfluidique & partir de la force ap-
pliquée par le PDMS sur le substrat, au bord du canal. Mais en milieu continu,
la notion de force n’est pas applicable car elle se traduit par une divergence
de la contrainte sur le matériau au point ol elle est appliquée. En réalisant
la simulation sans prendre de précautions particuliéres, on obtient en effet une
contrainte qui tend vers l'infini au point de contact entre le canal, le PDMS
et le substrat. Ce constat confirme I’hypothése du modéle qui suppose qu’une
force ponctuelle est appliquée sur ce point. Pour lever correctement cette sin-
gularité, il serait nécessaire d’introduire un modéle microscopique plus complet
du comportement de ce point. Pour éviter d’avoir & traiter ce probléme, nous
I’avons contourné en arrondissant le bord du canal de maniére & répartir cette
force sur une surface non-nulle (figure 2.3B). C’est alors la contrainte suivant
laxe vertical oy, dans cette zone (au point €2 sur la figure 2.3) qui est mesurée
et considérée comme proportionnelle 4 la force, telle qu’elle est définie dans le
modéle. La pression limite applicable dans le canal est alors définie comme la,
pression appliquée dans la situation ot oy, atteint une valeur limite oyymax
représentative de la force d’adhésion F,q du PDMS sur le substrat. La valeur
de oyymas a été ajustée sur les mesures expérimentales de la pression limite.
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FIGURE 2.3 — Simulation mécanique typique d’un dispositif & la pression limite :
la simulation est réalisée sur la moitié du dispositif autour de son axe de sy-
métrie (pointille) A) Les fleches représentent le champ de déplacement et les
couleurs la contrainte de cisaillement oy,. On peut remarquer que la contrainte
est accumulée sur une zone au dessus de la séparation entre le canal et le RCC.
B) Détail du bord du canal. La contrainte oy, suivant ’axe y , qui est repré-
senté par les couleurs, s’accumule au point de contact entre le canal, le PDMS
et le substrat. Pour pouvoir mesurer cette contrainte sur le point €2, le point de
contact est arrondi par un arc de cercle de 500 nm de rayon. Conditions : a =
200 pm, b = 100 wm, A = 20 pm, P,,. = -870 mBar, P.,,, = +300 mBar.
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Méthode

Géométrie. Une description précise de la mécanique de ce systéme aurait
certainement été obtenue avec une simulation & 3 dimensions, mais au prix de
temps de calcul déraisonnables. Dans cette configuration & 2 dimensions, le
RCC est remplacé par un réseau de canaux paralléles dont le taux de remplis-
sage a est équivalent pour la comparaison avec les expériences (figure 2.3A).
La géométrie simulée contient de nombreux angles qui provoquent des sin-
gularités sur le calcul de la contrainte. Pour éviter d’avoir a les traiter, les
coins du canal principal ont été arrondis avec un rayon de courbure de 500
nm comme on peut le voir sur la figure 2.3B (les autres angles ne sont pas
arrondis pour alléger la simulation et parce qu’ils se sont avérés avoir une
influence négligeable sur les résultats).

Détermination du module de Young. Le module de Young du PDMS a
été déterminé sur une simulation du RCC seul par comparaison avec ’expé-
rience. Pour cela, nous avons réalisé une simulation paramétrée sur le module
de Young (figure 2.4A) dans les conditions de lexpérience décrite dans la
section 2.4. Pour obtenir un déplacement de 7,9 pm pour un vide relatif de
-892 mBar, la simulation nous donne un module de Young de 7,4 Bar, ce qui
correspond bien au module de Young de 7,5 Bar que ’on peut trouver dans
la littérature pour le PDMS 10:1 [31].

Détermination de oyymas- Cette constante est identifiée sur le comporte-
ment expérimental du dispositif avec le réseau d’aspiration & pression atmo-
sphérique. Expérimentalement, la pression limite dans ces conditions est en
moyenne de 264mBar. La simulation d’un tel dispositif nous permet de re-
trouver le stress appliqué sur le bord du canal dans les mémes conditions. Le
résultat de la simulation nous donne un stress de décollement de 109 KPa
(figure 2.4B).
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Module de Young (Bar) Pression dans le canal (Bar)

FIGURE 2.4 — Ajustement des paramétres de la simulation. A) Le module de
Young est ajusté sur la valeur expérimentale du déplacement de la surface du
dispositif sous l'effet de la déformation du RCC. B) La contrainte limite oyymaa
au dela de laquelle le canal se décolle est ajustée sur les mesures de pression
limite en I’absence de vide dans le RCC.

Aprés identification des paramétres inconnus sur les données expérimentales
(voir encadré méthode), nous avons pu étudier l'influence des différents pa-
ramétres géométriques sur Uefficacité de ’assemblage par micro-aspiration en
calculant la pression limite acceptable dans le canal. Tout d’abord, nous avons
remarqué que 'influence de la hauteur du dispositif sur la valeur de cette pres-
sion limite était négligeable au-dela de 10 fois la taille caractéristique de la zone
d’intéret (figure 2.5A). Ce rapport a donc été respecté pour toutes les autres
simulations présentées ici. D’autre part, 'influence du facteur de remplissage «
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du RCC s’est avérée étre trés similaire & celle exprimée dans le modéle (pro-
portionnel & /(1 — «)) (figure 2.5B) pour les petits facteurs de remplissage
(inférieur & 50%). Pour les facteurs de remplissage plus élevés, la simulation
prédit un comportement moins efficace.
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F1GURE 2.5 — Influence des paramétres n’ayant pas fait I'objet de caractérisa-
tions expérimentales. A) Influence de la hauteur du dispositif : Au dela de 10
fois la largeur du canal, 'influence de I’épaisseur du dispositif est négligeable.
(dans cette simulation, @ = 100 pm, b = 100 pm et A = 20 pm) B) Influence
du taux de remplissage o du RCC : Pour les taux de remplissage inférieurs a
50%, la pression limite est bien proportionnelle & o/(1 — «) (la ligne rouge est

une régression linéaire sur les premiéres mesures). pour ces simulations : a =
100 pum, b = 100 pm et h = 20 pm.

En vertu de l'invariance d’échelle des déformations mécaniques pour une
méme contrainte, le maximum de pression admissible dans le canal peut s’ex-
primer comme une fonction des rapports d’aspect adimensionnels du dispositif.
La figure 2.6 montre la pression maximum Py;,, en fonction des rapports d’aspect
h/a et h/p?

Cela nous a amené & identifier un rapport d’aspect optimal h/b pour lequel
la pression acceptable est maximale. En d’autre termes, la pression maximum
admissible dans un canal utilisant ’aspiration dépend uniquement du rapport
h/a. Cet optimum est atteint pour un rapport d’aspect du mur séparant le
canal du RCC h/b = 0,75. Au-dela de ce rapport, effet du RCC sur la pression
limite est moins efficace. L’observation des champs de contrainte des simulations
indique que ce comportement, qui n’était pas prévu par le modéle, pourrait
trouver son origine principale dans les contraintes horizontales dans la zone de
cisaillement.

Ces résultats seront comparés dans le paragraphe suivant avec les mesures
expérimentales.

1. h référe la hauteur du canal et du RCC pour simplifier la représentation. Néanmoins,
nous avons noté que la hauteur du canal avait peu d’influence sur le résultat et que h pou-
vait référer uniquement la hauteur du canal comme c’est le cas dans le modéle analytique,
moyennant une légére erreur sur les résultats de la simulation.
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FIGURE 2.6 — Pression limite simulée. A) en fonction des rapports d’aspect de
la géométrie. B) Rapport d’aspect optimal h/b avec la pression limite optimale
correspondante en fonction du rapport d’aspect h/a.

2.4 Caractérisation

Pour valider les comportements théoriques prédits dans les sections précé-
dentes, deux expériences ont été réalisées. Tout d’abord, pour valider les hy-
pothéses de ’équation 2.5, nous avons étudié la dépendance qu’il y avait entre
la déformation des piliers et la pression effective d’aspiration. Ensuite, pour
évaluer quantitativement les performances de I’assemblage réversible par micro-
aspiration, nous avons mesuré pour différentes géométries la pression maximale
applicable dans le canal de travail, avant ’apparition d’une fuite.

Méthode

La lithographie molle multicouche (cf. annexe B.2) a été utilisée pour la fabri-
cation des dispositifs microfluidiques avec les RCC. Les moules sont réalisés
par speen-coating sur une galette de silicium, puis photolithographie d’une
couche de 20 um de résine AZ9260 pour la couche du bas et 40 um d’épaisseur
pour la couche du haut, qui contient les cavités d’isolation (cf. annexe B.1).
Le dispositif final a été moulé avec un mélange de PDMS:réticulant (10:1)
sur 100 pm pour la premiére couche. Pour cela, deux étapes successives de
speen-coating de 50 um de PDMS on da étre réalisées (30 s & 600 rpm avec
recuit de 5 min. a 80°C sur plaque chauffante). La seconde couche est moulée
sur une épaisseur de 10 mm. Les deux couches sont ensuite assemblées & ’aide
d’une activation au plasma air et les connexions réalisées par un trou d’aiguille
de 700 um de diamétre. Une fois les dispositifs réalisés, ils sont placés sur le
substrat et 'aspiration est appliquée pour obtenir une bonne étanchéité.

Nous avons, tout d’abord, remarqué que les fuites provenaient systémati-
quement de la zone proche des connecteurs d’injection des liquides. En effet,
cette zone est démunie de RCC & proximité (b trés grand) et les contraintes
appliquées sur le dispositif par le connecteur sont favorables au descellement du
dispositif dans cette zone. Ces contraintes sont dues a la déformation du PDMS
autour du tube lorsqu’il est inséré dans le trou de connexion (figure 2.7A). Pour
éliminer cette composante indésirable et isoler mécaniquement les contraintes
de la connexion de la mécanique d’adhésion, nous avons congu une géométrie de
connexion qui comporte une grande cavité entre ’entrée du canal et le tube de
connexion. Cette cavité, présente sur une deuxiéme couche du dispositif coupe
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le trou de connexion en deux parties isolées. Pour réaliser des dispositifs avec
cette cavité, nous avons fabriqué des dispositifs & deux couches o la couche su-
périeure contient de larges cavités circulaires de 1,5 mm de diamétre et 40 pm
de hauteur placées au dessus des entrées et sorties des canaux microfluidiques.
Dans ce cas, la contrainte appliquée par les connecteurs est reportée sur un coin
de la cavité (figure 2.7B).

A B Cavité d'isolation

mécanique

+

Contrainte

F1GURE 2.7 — Simulation des contraintes induites par I'insertion d’un connecteur
dans le dispositif. A) Une pression latérale appliquée sur le trou du connecteur
induit une contrainte & la base du trou qui est favorable au décollement du
dispositif. B) En ajoutant une cavité d’isolation mécanique, cette contrainte est
déplacée hors de la zone de contact avec le substrat. De méme, la pression appli-
quée par le liquide injecté n’induit pas de contraintes favorables au décollement
dans cette configuration.

Tout d’abord, pour confirmer la dépendance linéaire entre la pression du
vide et la déformation des piliers, nous avons mesuré le déplacement du dis-
positif contenant un RCC lorsque 'aspiration est mise en route. Le montage
expérimental est illustré en figure 2.8. Dans ce montage, la surface du dispositif
est couverte d’une couche d’or de 30 nm, formant un miroir semi-transparent au
dessus duquel un autre miroir semi-transparent est positionné au plus proche de
la surface et & une distance fixe du substrat. Ces deux miroirs forment ainsi une
cavité Fabry-Pérot dont la transmitance va dépendre de la longueur d’onde de
la lumiére et de la distance entre les deux miroirs. La valeur de la transmitance
T vaut pour une incidence normale & la surface :

- ! (2.13)

1+ ﬁ sin? (QTT‘I) ’

Ou R est le coefficient de réflexion des miroirs, [ est la distance entre les
miroirs et A et la longueur d’onde de la lumiére incidente. On peut remarquer
que cette transmitance oscille en fonction de la distance entre les miroirs a raison
de 2 oscillations par longueur d’onde parcourue. Le déplacement de la surface du
dispositif par rapport au miroir semi-transparent (fixé au substrat) peut donc
étre mesuré en comptant les oscillations du coefficient de transmission de la
cavité lorsque l'on baisse progressivement la pression dans le RCC. La figure 2.8
montre le déplacement de la structure suspendue par les piliers en fonction de
la pression relative du vide appliquée dans un RCC. Les mesures s’ajustent bien
avec ’équation 2.5 en utilisant un module de Yong E = 6,7 Bar, ce qui est
proche de la valeur admise de 7,5 Bar [31].

Une seconde série d’expériences a été réalisée pour caractériser Iefficacité de
I’assemblage. La pression maximum admissible dans les canaux a été testée pour
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F1cURE 2.8 — Mesure de la déformation du RCC en fonction de la pression
du vide. L’expérience utilise la mesure de la transmission de la lumiére d’un
Laser HeNe & travers la cavité formée par un miroir semi-transparent fixe et
la surface supérieure du dispositif. Le déplacement de la surface du dispositif
fait osciller le coefficient de transmission lorsque la pression dans le RCC est
baissée progressivement. La valeur du déplacement est calculée en intégrant ces
oscillations. La ligne bleue continue est un ajustement linéaire et les croix vertes
sont le résultat du méme systéme simulé par éléments finis. Le RCC contenant
des piliers de 20 pm de haut avec « = 3/4
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différentes géomeétries et différentes conditions de travail. Avant chaque mesure,
les dispositifs sont nettoyés de la méme maniére, c.-a-d. rincés avec de ’eau, de
I’isopropanol, puis parfaitement séchés.

Lors des expériences, la pression d’entrée est graduellement augmentée, alors
que la sortie du canal est laissée & pression atmosphérique. Comme un gradient
de pression apparait le long du canal, la fuite attendue apparait généralement
a proximité de I’entrée ou la pression est plus élevée. Dans cette configuration,
la fuite peut étre est détectée en observant le début du canal au microscope a
contraste de phase. En effet, la présence d’une couche d’eau entre le substrat et
le PDMS, méme trés mince, est facilement repérable en contraste de phase grace
au saut de l'indice de réfraction engendré. Les fuites forment ainsi des zones plus
claires bien délimitées comme on peut le voir sur la figure 2.9. Lorsqu’une fuite
est repérée, la pression correspondante dans le canal est notée comme pression
limite.

4= Entrée
\ -

'»

FIGURE 2.9 — Image en contraste de phase (Leica DMIL) typique de apparition
d’une fuite & ’entrée d’un canal scellé par micro-aspiration. La zone ot de I’eau
est présente entre le substrat et le PDMS est clairement visible en contraste de
phase. La barre représente 200 pwm.

La figure 2.10 montre les mesures de pression maximale admissible en fonc-
tion de la pression de vide dans le RCC et des paramétres géométriques, ainsi
que les valeurs données par la simulation et le modéle dans les mémes conditions.

La force d’adhésion du PDMS F4 est calculée & partir des mesures de pres-
sion limite sans aspiration (P,q. = 0 sur un canal de 100 um), qui donnent
Py, = 264+84 mBar, correspondant & Fpq = 1,39 N/m. Les autres parameétres
du modéle ont été ajustés sur ’ensemble des données visibles en figure 2.10 si-
multanément par une régression linéaire sur l’équation 2.12. L’ajustement donne
Ba = 1,04 et B, = -0,08.

Les données expérimentales sont en bon accord avec le modéle analytique
et les simulations sur 'influence des paramétres P,,. et a. Elles le sont moins
pour le paramétre b. L’écart obtenu doit étre principalement lié au fait que, lors
de la mesure de Py, U'indicateur utilisé était la présence d’une fuite et non
le décollement du bord du canal. Or, pour les dispositifs ot b est important,
nous avons pu remarquer que le bord du canal peut se décoller sans qu’aucune
fuite n’apparaisse : la réduction du paramétre b aprés un décollement partiel
de la zone de garde permettant une pression admissible plus élevée. Le modéle
et les simulations ne prenant pas en compte ce phénoméne, ils sous-estiment la
pression limite admissible pour les valeurs de b élevées.
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F1GURE 2.10 — Pression maximum admissible mesurée en fonction de la pression
du vide pour un canal de 20 pm de haut, 100 um de large et séparé de 100 pm
du RCC. L’influence de la géométrie du canal est indiquée en insert : a) Pression
limite en variant la largeur du canal pour une séparation avec le RCC de 100
pum; b) Pression limite en variant la distance entre le RCC et un canal de 200
pum de large. Les lignes bleues continues représentent un ajustement du modéle
sur 'ensemble des données ; les croix vertes indiquent les valeurs données par la
simulation dans les mémes conditions. Toutes les mesures ont été réalisées avec

une pression relative de vide dans le RCC de -870 mBar.
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2.5 Conclusion

Nous avons proposé dans ce chapitre une méthode pratique et robuste pour
réaliser un assemblage réversible de dispositifs microfluidiques, basé sur la micro-
aspiration. Un modéle analytique simple a été présenté en considérant la géo-
métrie du systéme, fournissant une explication de la nature des phénoménes
mécaniques mis en jeu & travers l'expression de la pression limite applicable
dans un canal scellé par micro-aspiration avant qu’une fuite ne puisse appa-
raitre. Des simulations FEM ont permis de confirmer la phénoménologie du
modéle analytique et d’avoir des données plus fines sur le comportement des
dispositifs. Elles ont notamment abouti a 'identification d’un rapport d’aspect
optimal de 0,75 pour le mur séparant le canal de travail du réseau d’aspiration.
Les premiéres données expérimentales récoltées en mesurant le déplacement de
la surface du dispositif ont permis de valider I’hypothése de la déformation du
réseau d’aspiration. Et finalement, la pression maximale applicable dans les ca-
naux microfluidiques a été mesurée dans différentes conditions et s’accorde avec
le modeéle et les simulations.

La méthode proposée pourrait étre utile & certaines applications, aussi bien
pour des traitements microfluidiques que pour des fonctionnalisations de surface.
Le chapitre en présentera certains exemples choisis pour la fabrication de motifs
sur des surfaces solides.
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Chapitre 3

Fabrication de motifs de
protéines

A fabrication de motifs de biomolécules est particuliérement délicate en com-
L paraison des autres matériaux. Leur fonction, ou activité biologique, est gé-
néralement liée & leur conformation. Cette organisation interne est basée sur des
liaisons faibles et se dénature facilement lorsque I’environnement de la molécule
s’éloigne trop des conditions physiologiques. Les méthodes conventionnelles de
fabrication de motifs et plus particuliérement les méthodes lithographiques sont
trés performantes en termes de résolution, de cotts et de cadence de production.
Néanmoins, comme nous 'avons souligné dans 'introduction, elles nécessitent
généralement 'utilisation de solvants non-aqueux et/ou de conditions extrémes
en termes de pression, température ou pH. Ces méthodes ne satisfont donc gé-
néralement pas aux conditions nécessaires pour conserver intactes les fonctions
des molécules biologiques. Des méthodes plus douces doivent étreutilisées.

Dans ce chapitre, nous présenterons des méthodes originales utilisant la mi-
crofluidique pour déposer des motifs de protéines en utilisant les dispositifs &
assemblage réversible assistés par micro-aspiration présentés au chapitre précé-
dent.

3.1 Traitements de surface par assemblage réver-
sible

Les dispositifs a assemblage réversible permettent de fonctionnaliser des sur-
faces par application directe du dispositif sur le substrat. Dans ce cas, un dispo-
sitif est assemblé sur le substrat et des solutions de protéines sont circulées dans
les micro-canaux (figure 3.1A). Les molécules présentes dans les solutions s’ad-
sorbent alors sur le substrat. Aprés désassemblage du dispositif et rincage du
substrat, des protéines sont déposées uniquement sur les surfaces précédemment
situées sous les canaux (figure 3.1B).

Cette technique peut étre utilisée avantageusement dans différentes configu-
rations :

1. Fonctionnalisation simple. La circulation de solutions dans les canaux
assemblés réversiblement permet d’imprimer des motifs de plusieurs pro-

27
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téines par adsorption sur la surface. Ce procédé a 'avantage d’étre trés
simple mais nécessite des espaces vides entre les zones fonctionnalisées qui
sont nécessaires a la définition des canaux.

. Fonctionnalisations séquentielles. Plusieurs fonctionnalisations peuvent

étre réalisées séquentiellement & ’aide du méme dispositif ou de dispositifs
différents. Pour ce faire, le dispositif est assemblé puis désassemblé & plu-
sieurs reprises. Aprés chaque nouvel assemblage, une nouvelle protéine en
solution est utilisée. Des zones connexes fonctionnalisées avec différentes
protéines peuvent alors étre réalisées. Sur les zones de recouvrement des
fonctionnalisations successives, I’équilibre dynamique de sorption des pro-
téines permet un échange entre la surface et la solution qui aboutit & des
zones contenant un mélange des protéines circulées successivement sur la
surface. La figure 3.1C montre ’adsorption successive de BSA-FITC (vert)
et de BSA-cy3 (rouge) a I'aide d’une série de canaux paralléles assemblés
par micro-aspiration. On peut observer sur les zones de recouvrement des
deux fonctionnalisations, la présence d’un mélange des deux types de pro-
téines.

. Fonctionnalisation a étape multiple et/ou avec prétraitement.

Comme il est possible de faire circuler plusieurs liquides successivement
dans les canaux, une fonctionnalisation nécessitant plusieurs étapes de chi-
mie de surface peut étre appliquée. La figure 3.1D montre le greffage local
et covalent d’une protéine fluorescente BSA-cy3 en utilisant un protocole
développé au laboratoire, adapté a la fonctionnalisation des canaux mi-
crofluidiques en verre et en PDMS (Les détails du protocole sont donnés
en annexe 7?). Ce protocole, qui nécessite de faire circuler trois réactifs
successivement avec des étapes de rincage entre chaque réactif, permet de
greffer les protéines de maniére covalente sur le substrat, permettant une
meilleur adhésion cellulaire sur la surface en comparaison d’un protocole
n’impliquant qu’une simple adsorption de la protéine [219].

D’autre part, comme la surface n’est pas altérée sur la zone du RCC, un
prétraitement de la surface peut étre conservé sur cette zone pour une
utilisation ultérieure. Le protocole utilisé pour fonctionnaliser la surface
présenté en figure 3.1D débute par un traitement plasma de toute la surface
du substrat. Comme celle-ci n’est pas altérée dans la zone du RCC lors
de la fonctionnalisation, cette activation de la surface est utilisée dans un
deuxiéme temps pour sceller irréversiblement un canal en PDMS sur le
substrat localement fonctionnalisé. Ainsi, seule une petite bande sur le
verre est fonctionnalisée dans le canal final.

. Fonctionnalisation microfluidique complexe. En utilisant un dispo-

sitif microfluidique réversible plus complexe mettant en contact plusieurs
liquides, il est possible d’obtenir des gradients spatiaux de concentration
de surface de différentes protéines. Cette approche sera abordée dans la
section 3.3.
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A

FI1GURE 3.1 — Fonctionnalisations de surface réalisées avec des assemblages ré-
versibles. A) La barre représente 100 um. B) La barre représente 200 pm. C)
La barre représente 100 um. D) La barre représente 200 pm.

Méthode

Fonctionnalisation simple. (Figure 3.1B). Un canal simple de 200 pm de
large et 10 pm de haut a été assemblé par micro-aspiration sur une lame de
verre (Menzel) sans prétraitement particulier. Une solution de 100 pg/mL de
BSA-FITC est ensuite circulée pendant 1 min. Aprés retrait de la couche de
PDMS, la lame est rincée au PBS 1x puis a ’eau DI

Fonctionnalisation double. (Figure 3.1C). Une série de canaux de 100 pm
de large et 10 pm de haut a été assemblée par micro-aspiration sur la lame de
verre (Menzel). Dans un premier temps, une solution de 100 pg/mL de BSA-
FITC est circulée pendant 1 min. Aprés retrait de la couche de PDMS, la
lame est rincée au PBS 1x et a I’eau DI et le dispositif nettoyé a ’isopropanol
et a ’eau DI. Aprés séchage du substrat et du dispositif sous un flux d’azote,
le méme dispositif est assemblé une seconde fois sur le substrat de maniére a
ce que la nouvelle direction des canaux microfluidiques soit perpendiculaire
a la direction appliquée lors de la premiére fonctionnalisation. Une nouvelle
solution de 100 pg/mL de BSA-cy3 est circulée dans les canaux pendant 1
min. Finalement, le dispositif est & nouveau désassemblé et le substrat rincé
une derniére fois.

Fonctionnalisation locale et covalente d’un canal scellé irréversible-
ment. (Figure 3.1D). Le substrat en verre est tout d’abord traité par plasma
air (500 mTorr & puissance maximum pendant 2 min dans un Harrick plasma
cleaner), puis le protocole de fonctionnalisation décrit en annexe ?7 est ap-
pliqué dans un canal de 200 pm de large assemblé par micro-aspiration. Ce
protocole, développé en collaboration avec le Dr. Zhiling Zhang, permet de
greffer de maniére covalente des protéines a la surface des canaux microflui-
diques en verre et en PDMS. Une fois le protocole appliqué et la couche de
PDMS décollée (on a pris soin de rincer, vider et sécher le canal auparavant),
une couche de PDMS classique contenant un canal de 200 pm de large et
préalablement traité au plasma (30 s & 500 mTorr et puissance maximale) est
collée irréversiblement sur la surface. Pour activer la réaction, le dispositif est
ensuite chauffé 1 h dans une étuve a 80°C.
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En comparaison des méthodes capillaires [8], ou utilisant une faible pression
[32] ou un pression négative [9, 10] qui permettent également des assemblages
réversibles, ’assemblage par micro-aspiration permet une pression d’injection
plus élevée. Ceci rend la méthode plus robuste et permet un controle plus fin
des débits dans les micro-canaux. D’autre part, et comme nous le verrons plus
précisément dans la section suivante, le vide présent autour des canaux micro-
fluidiques dégaze le PDMS du dispositif, ce qui évite 'apparition de bulles qui
peuvent étre trés problématiques lors de I'utilisation de faibles pressions d’injec-
tion. Ces avantages font de la micro-aspiration un outil pertinent pour modifier
la chimie de surface d’un substrat avec une haute résolution.

Néanmoins, comme la continuité des flux doit étre respectée, les motifs réa-
lisés doivent étres connexes. Whitesides et al. ont proposé, pour pallier ce pro-
bléme, d’utiliser des canaux microfluidiques &4 3 dimensions. Mais leur fabrication
est complexe en comparaison des méthodes lithographiques classiques. Par une
autre approche, le microcontact printing permet d’imprimer n’importe quel mo-
tif par simple mise en contact de la surface avec un tampon. Cette méthode ne
permet pas réellement de faire de la chimie de surface et est limitée au transfert
d’une seule molécule simultanément, mais nous montrerons que cette technique
peut étre combinée & un assemblage réversible pour profiter des avantages des
deux techniques.

3.2 Microcontact printing

Le microcontact printing (LCP) est une technique simple pour imprimer des
motifs sur une surface solide par auto-assemblage d’une monocouche de molé-
cules (SAM) [33]. Cette technique de tamponnage, illustrée en figure 3.2 a été
largement adoptée pour transférer des monocouches de molécules sur un sub-
strat & partir d’une solution. La solution peut contenir divers éléments tels :
des protéines, des thiols, des silanes ou encore des nanoparticules. Lorsque le
tampon est trempé dans la solution, une ou un nombre limité de couches de
molécules s’adsorbent & sa surface pour minimiser son énergie. Le tampon est
ensuite séché et appliqué sur la surface & imprimer. Aprés décollement du tam-
pon, les molécules resteront naturellement sur la surface de plus haute énergie.
L’utilisation de tampon & faible énergie de surface comme c’est le cas des tam-
pons en PDMS fonctionne pour un grand nombre de molécules, ce qui fait du
pCP une méthode assez générale pour créer des motifs de SAM. Cette méthode
est intéressante pour les biotechnologies car elle permet de déposer des motifs
de protéines sans perdre leur activité biologique [34]. Ainsi, elle s’est avérée étre
particuliérement pertinente pour obtenir des surfaces biocompatibles controlées
[35, 36].

Nous avons appliqué la méthode du microcontact printing pour réaliser des
motifs de polyornitine! (PORN), destiné & confiner la croissance de neurones
spinaux d’embryons de rat sur des substrats de silicium. Ce travail a été réalisé
en collaboration avec Claire Ribault, de ’équipe d’Antoine Triller du départe-
ment de Biologie de I’Ecole Normale Supérieure, dans le cadre d’un projet de
photo-stimulation de réseaux de neurones de topologie controlée (cf. Annexe 77
pour les détails).

1. PORN : polypeptide cationique artificiel favorisant I’adhésion neuronale.
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FIGURE 3.2 — Microcontact Printing classique : Un tampon est encré dans une
solution de molécule & imprimer. Les molécules s’adsorbent sur le tampon, puis
sont imprimées sur le substrat. Photo : Motifs de polyornitine-Cy3 imprimés
sur un substrat de silicium par microcontact printing (rouge). Ce type de dépot
peut servir & guider la croissance des axones de neurones spinaux d’embryons
de rat (axones en verte (protéine Tau), noyaux en bleu (DAPI), 10 DIV). La
barre représente 50 um.
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Méthode

Pour pouvoir observer les motifs par microscopie en fluorescence, la PORN
a été couplée au fluorophore cy-3 (protocole en annexe B.3). Le tampon en
PDMS, qui était constitué d’un réseau de trous de 15 pm de diamétre séparés
de 30 pm, a été moulé avec du PDMS (cf. annexe B.2) sur un moule contenant
les motifs définis par photolithographie d’une couche de 3 um de SU8 2002
(cf. annexe B.1). Les tampons ainsi fabriqués sont incubés pendant 2 h dans
un bain d’éthanol & 70% pour les stériliser et le reste du protocole est réalisé
sous hotte stérile. Avant 'impression, le tampon était incubé pendant 30 min
dans une solution de 0,5 mg/mL PORN-cy3, puis rincé avec de I'eau déionisée.
Aprés séchage sous hotte (15 min), le tampon était appliqué pendant 30 s sur
le substrat de silicium. Le support de silicium était ensuite conservé dans du
PBS (quelques minutes) avant d’étre soumis au traitement habituel pour les
cultures de neurones (cf. annexe ?7?).

Aprés impression des motifs sur les substrats, les neurones en suspension
sont ensemencés selon une concentration de 10° cellules/cm.? Aprés 10 jours
in vitro, un marquage immunocytochimique des axones (protéine Tau) et des
noyaux (DAPI) a permis d’observer que les axones étaient bien guidés par les
motifs. La photo sur la figure 3.2 montre 'observation en fluorescence d’un
neurone sur un de ces substrats.

Néanmoins, le contraste d’adhésion entre la polyornitine et le silicium n’était
pas suffisant pour contraindre totalement la croissance des axones, et de nom-
breux axones poussaient sur des zones exemptes de polyornitine. Méme si les
neurones ne survivaient pas sur les grandes surfaces de silicium non traitées,
I’adsorption de biomolécules sur le silicium issues du medium utilisé pendant la
culture permettait la croissance des axones sur les zones non-traitées au bout
de quelques jours.

Pour éviter ce phénoméne, il était nécessaire de développer une autre stra-
tégie de fonctionnalisation permettant de greffer deux molécules différentes sur
et en dehors des motifs imprimés. Ce procédé, utilisant une méthode photo-
lithographique sur une structure & trois couches contenant une couche sacrifi-
cielle hydrosoluble, est décrite en annexe 77 et a permis d’obtenir un meilleur
contraste en greffant une couche de TMCS entre les motifs de polyornitine.

Pour déposer plus de deux molécules, ou pour réaliser des gradients de
concentration de surface de molécules, le micro-contact printing peut étre amé-
lioré comme nous ’exposerons dans la section suivante.

3.3 Microcontact printing multicouleur

La méthode du microcontact printing basée sur un encrage du tampon en
solution est simple, rapide et peu cotliteuse, mais ne permet de transférer qu’un
seul type de molécule & la fois. La portée de cette technique serait largement
étendue si une méme surface pouvait étre décorée avec plusieurs types de pro-
téines simultanément. L’impression de différents types de protéines sur un méme
substrat peut étre réalisée en utilisant différentes stratégies. Une possibilité est
le transfert séquentiel de plusieurs protéines sur un méme substrat en utili-
sant plusieurs tampons encrés avec des protéines différentes. Cette technique
est simple & mettre en ceuvre, mais nécessite une machine d’alignement pour
controler la position des différents transferts. La seconde méthode consiste & en-
crer le tampon par capillarité en utilisant plusieurs encres simultanément [11].
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Ces méthodes fonctionnent bien pour réaliser des fonctionnalisations simples,
mais sont limitées dans la précision du controle spatial complexe des concentra-
tions de protéines, car elles ne permettent pas un controle fiable des pressions
d’injection des solutions.

Ici, nous présentons une méthode baptisée « microcontat printing multi-
couleur » (MCuCP) (par extension de 'acronyme pCP) qui a été développée en
étroite collaboration avec Cécile Crozatiez. Elle permet d’imprimer des motifs de
plusieurs compositions simultanément sur une surface et plus particuliérement
d’imprimer des motifs de protéines dont la composition suit un gradient de
concentration de surface d’une combinaison de molécules. Pour parvenir & ce
résultat, le MCuCP utilise un tampon de wCP qui est encré par un réseau de
canaux microfluidiques. Les structures microfluidiques de ce réseau sont concues
pour avoir des canaux indépendants qui permettent d’acheminer les liquides
jusqu’aux motifs a encrer et d’adsorber le contenu de différentes solutions de
molécules & différents endroits du tampon. L’assemblage réversible des canaux
sur le tampon est obtenu en utilisant la technique de micro-aspiration présentée
au chapitre précédent.

En outre, I'utilisation de la microfluidique pour ’encrage permet de controler
des flux de liquides de compositions complexes contenant des gradients spatiaux
de concentration [28]. En effet, comme les flux dans les micro-canaux sont lami-
naires, les solutions circulantes juxtaposées ne se mélangent que par diffusion.
En faisant circuler parallélement différentes solutions dont la composition suit
un gradient de concentration d’une certaine molécule, on peut conserver un gra-
dient important sur de longues distances. Ces gradients dans le volume de la
solution circulée se traduisent par ’adsorption sur le tampon de gradient de
concentration de surface des molécules concernées (figure 3.3).
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FIGURE 3.3 — Schema de principe du microcontact princting multicouleur. A)
Plusieurs molécules peuvent étre utilisées pour encrer les motifs sur le tampon.
B) Gréce aux propriétés laminaires des flux dans les microcanaux, les motifs
peuvent étre encrés avec des gradients de concentrations.
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Méthode

Solutions d’encrage : Les solutions d’encrage ont été préparées a partir
de d’albumine de sérum bovin (BSA, Sigma), d’albumine de sérum bovin
conjugué & un marqueur FITC (BSA-FITC, Sigma) et d’albumine de sérum
bovin conjugué & un marqueur Cy3 (BSA-Cy3). Cette derniére protéine a été
obtenue par conjugaison de BSA avec le fluorochrome Cy3 (voir annexe B.3).
La concentration utilisée était 10 pg/mL dans un tampon PBS.
Fabrication et utilisation des dispositifs : Les canaux des dispositifs en
PDMS de 10 pm de haut ont été réalisés par lithographie molle classique
(cf. annexe B.2). Les dispositifs ont été utilisés comme décrit au paragraphe
précédent et les liquides injectés & ’aide d'un pousse-seringue.
uCP : Apres encrage du tampon, le dispositif était désassemblé, le tampon
rincé dans du PBS, puis séché dans un flux d’azote. Le transfert de la protéine
sur le substrat était réalisé en appliquant le tampon sur la lame de verre
pendant 10 s. Pour finir, la lame de verre était vigoureusement rincée a ’eau
déionisée pour enlever les protéines mal adsorbées et les résidus de sel.

En utilisant cette méthode, nous avons encré plusieurs types de tampons avec
un double gradient de protéines fluorescentes BSA-FITC(vert) /BSA-Cy3(rouge).
Comme on peut le voir sur la figure 3.4, des disques de 5 et 20 pm de diamétre
(figure 3.4B et 3.4C), ainsi que des lignes de 1 um de large (figure 3.4D) ont été
transférées, créant une impression de motifs dont la composition varie progres-
sivement d’une molécule & I’autre, sur une distance de 500 um.

Fi1GURE 3.4 — Exemple de motifs réalisés par microcontact printing multicouleur.
A) Tampon contenant un réseau de plot de 50 pm de diameétre. B) Réseau de
plot de 5pum de diamétre. C) Lignes de 5 pm de large. Les barres représentent
100 pm.

La premiére application de cette technique réside dans la fabrication de diffé-
rents substrats complexes pour 1’étude de la croissance cellulaire, leur motilité et
leur différenciation. Les motifs contenant des gradients de protéines permettent
de déterminer le role de ces protéines dans la signalisation spatiale [37], de méme
’utilisation de fonctionnalisation de surface bien définie en termes de motifs et
de composition permet de générer et de controler des surfaces a 1’échelle de la
cellule. Par exemple, les propriétés de chémo-attraction de différentes protéines
peuvent étre étudiées sur la croissance des axones sur des lignes semblables &
celles montrées sur la figure 3.4 et la construction de réseaux de neurones de
topologie controlée est envisageable en guidant la croissance des axones d'un
groupe de cellules & 'autre par des gradients de facteur de croissance axonale.
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La seconde application possible de cette technique est la fabrication de mo-
tifs dans des chambres de dispositifs microfluidiques, pour réaliser notamment
des micro-immunoassay, des puces & ADN intégré ou pour contraindre la crois-
sance cellulaire de cultures sur puce. En permettant d’imprimer des motifs sur
de petites surfaces, sans altérer le reste du substrat, le MCuCP permet de fonc-
tionnaliser précisément tout type de substrat avant son assemblage irréversible
avec les canaux microfluidiques.

3.4 Application & la culture cellulaire

Nous avons vu dans les sections précédentes que le concept d’'un assem-
blage réversible offrait de nombreuses possibilités de traitements chimiques et
de fabrication de motifs de protéines sur des substrats. Ces motifs offrent un
moyen statique de contréler ’environnement cellulaire. Il peut permettre de
contraindre les cellules sur une surface déterminée ou de les guider suivant un
gradient par chémotaxie. Mais le développement cellulaire couvre de nombreuses
étapes qui demandent des traitements particuliers. Pour étudier précisément le
développement cellulaire, il est nécessaire d’avoir un contréle dynamique sur
I’environnement de la cellule au cours de son développement. Par exemple, la
détermination du chemin de différentiation des cellules souches passe par la va-
riation temporelle de certains facteurs dans l'environnement de la cellule [38].
La microfluidique permet de reproduire ces conditions en milieu confiné [39]
et pourrait devenir un bon outil pour le criblage automatisé de conditions de
différenciation. Toutefois, pour étre performant, ce controle dynamique devrait
pouvoir bénéficier des autres possibilités de la microfluidique ainsi que des mé-
thodes traditionnelles de biologie cellulaire qui ne sont pas toujours aisément
adaptables en milieu confiné.

La possibilité de réaliser des assemblages réversibles permet alors de marier
les différentes approches en offrant une plateforme versatile de confinement des
cellules. La figure 3.5 montre sur un schéma synoptique les différentes possibilités
que pourrait offrir I'utilisation d’un systéme microfluidique réversible en culture
cellulaire. Tout d’abord, un assemblage réversible permet d’utiliser simplement,
dans un systéme microfluidique, des substrats contenant des fonctionnalisations
de surfaces complexes offrant un controle statique de ’environnement cellulaire.
Les canaux microfluidiques, quant & eux, permettent un controle dynamique de
I’environnement de la cellule & travers la variation de la composition du milieu
circulant. Pour les cultures & long terme, de nombreuses phases du dévelop-
pement ne nécessitent pas ce controle dynamique et les cellules peuvent ainsi
étre cultivées en milieu non confiné. Ceci évite d’utiliser le matériel cofiteux de
controle microfluidique. D’autre part, certaines méthodes d’analyse comme les
mesures électrochimiques ne supportent pas la présence du milieu de culture,
sur de longues périodes, qui pollue les électrodes. Ici, encore, un assemblage
réversible permet de se dispenser de cultiver les cellules en présence des élec-
trodes et le dispositif de mesure peut étre monté au dernier moment. De méme,
comme ’accés direct aux cellules est rendu possible & tout moment, les proto-
coles classiques de biologie cellulaire comme 'immunocytochimie peuvent étre
réalisés avec les protocoles classiques en éprouvette.

Le Dr. Cécile Crozatier et al. ont utilisé dans notre équipe, I’assemblage ré-
versible & deux reprises : i) Pour spécialiser des cellules souches en milieu confiné
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FiGURE 3.5 — Schéma synoptique des possibilités offertes par un assemblage
réversible pour la culture cellulaire.

F1GURE 3.6 — Cellule macrophage RAW 264.7 cultivée sur un dispositif réversible
en PDMS apreés désassemblage. La cellule a été ensemencée en milieu confiné en

utilisant la microaspiration.



3.4. APPLICATION A LA CULTURE CELLULAIRE 37

et pouvoir ensuite récupérer les cellules sur un substrat libre. La récupération
des cellules a permis d’utiliser les protocoles d’immunocytochimie qui ne fonc-
tionnaient pas en milieu confiné. ii) Pour ensemencer des cellules en des endroits
précis en utilisant un réseau microfluidique dédié, les cultiver un certain temps
(figure 3.6), puis réassembler le dispositif sur une matrice de microélectrodes
afin de réaliser des mesures électrochimiques en milieu confiné. Pour plus de
détails sur ces expériences, on pourra se reporter & son manuscrit de thése [40].
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3.5 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons appliqué le concept de dispositifs microflui-
diques réversibles utilisant la micro-aspiration pour fabriquer différents motifs
de protéines sur des substrats. L’utilisation directe de ces dispositifs a permis
d’obtenir différents motifs d’une ou de plusieurs protéines simplement adsorbées
sur la surface ou utilisant un protocole de fonctionnalisation plus élaboré qui
permet un greffage covalent. Cette méthode a également été appliquée a d’autres
traitements chimiques comme la gravure (cf. annexe A.1).

Les motifs ainsi obtenus doivent respecter une certaine connexité & cause
de la continuité de flux dans les canaux microfluidiques. Pour dépasser cette
limitation, nous avons utilisé le micro-contact printing, qui nous a permis de
plus de guider la croissance de neurones sur des motifs de polyornitine imprimés
sur des substrats de silicilum. Combinée & des dispositifs & assemblage réver-
sible pour encrer les tampons, cette derniére technique permet d’imprimer des
motifs de compositions plus complexes. Cette nouvelle méthode que nous avons
baptisée « microcontact printing multi-couleur » (MCuCP), nous a permis d’ob-
tenir "impression des motifs sur des surfaces en verre composées de gradients de
concentration passant progressivement d’une protéine & ’autre, ce qui n’avait
jamais été réalisé auparavant.

L’ensemble de ces techniques offre des outils performants pour controler
de maniére statique ’environnement cellulaire. Nous avons ensuite discuté les
possibles utilisations d’assemblages réversibles en s’appuyant sur d’autres réali-
sations effectuées au laboratoire et impliquant la micro-aspiration. Le controéle
dynamique de ’environnement cellulaire par microfluidique devrait pouvoir étre
couplé & d’autres approches, qu’elles soient microfluidiques ou traditionnelles sur
une méme plateforme aux possibilités variées. L’ensemble de ces travaux ouvre
de nouvelles voies technologiques pour des études de biologie cellulaire, dans des
domaines comme la différenciation cellulaire ou le développement neuronal.



Chapitre 4

Fabrication de motifs d’autres
types de matiére

ES dispositifs microfluidiques utilisent de plus en plus de matériaux exo-
tiques qui peuvent nécessiter une organisation sous forme de motifs & trois
dimensions. Mais trés souvent ces matériaux ne sont pas compatibles avec les
procédés lithographiques traditionnels et leur intégration requiert de trouver des
méthodes non conventionnelles pour fabriquer ces motifs.

Différentes techniques ont été développées pour fabriquer ces motifs, comme
le moulage capillaire [17], ’aspiration dans un moule [18], des méthodes utilisant
des effets de mouillages [41] ou encore la modification de certains matériaux pour
les rendre photo-réticulables ou photo-polymeérisables [42]. Mais aucune de ces
méthodes ne permet une approche générale qui ne dépend pas des propriétés du
matériau & déposer.

Dans ce chapitre, nous présenterons deux méthodes originales pour fabriquer
des motifs de matériaux monolithiques. Nous commencerons par présenter une
méthode de controle indirecte des liquides a travers des membranes de PDMS
qui utilise la micro-aspiration. Aprés avoir montré expérimentalement les possi-
bilités de cette méthode et modélisé les phénoménes mis en jeu, cette méthode
sera plus particuliérement appliquée & la fabrication de motifs de matériaux
exotiques sur des surfaces. Dans un deuxiéme temps, une technique de transfert
s’apparentant au micro-contact printing sera présentée pour réaliser des motifs
de PDMS d’épaisseur sub-micrométrique sur une lamelle de verre.

4.1 Controle indirect des liquides

Les volumes typiques manipulés dans les systémes Microfluidique vont du
nanolitre au microlitre. La mise en mouvement et la manipulation de ces pe-
tits volumes demande des techniques particuliéres. Auparavant, de nombreuses
méthodes ont été développées pour déplacer les liquides dans les microsystémes
commie les flux commandés par pression [43], les micropompes intégrées [44], les
flux électroosmotiques (EOF) [45] ou les forces capillaires [46]. Plus récemment,
un des défis majeurs de la Microfluidique est I'intégration & grande échelle de ces
éléments [47] qui nécessite des méthodes de manipulation avec une grande capa-
cité d’intégration et des possibilités importantes d’adressage. Des outils dédiés
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ont été développés avec succés comme les fonctions & base de vannes intégrées
[48], ou les fonctions pour la manipulation de gouttes [49] et ont trouvé des ap-
plications dans le criblage haut débit de conditions de cristallisation de protéines
sur puce [50] ou I’étude de cellules uniques [51].

Parmi les systémes de mise en mouvement des liquides, le contréle par la
pression est certainement la méthode qui a eu le plus de succés. De maniére
similaire, le vide, ou une pression négative peut aussi étre utilisé pour des ap-
plications particuliéres [28]. Pour éviter I'utilisation d’un systéme de controle
externe, Hosokawa et al. dégazaient leurs puces en PDMS dans une chambre &
vide avant de les utiliser. Le PDMS appauvri en gaz autour des microcanaux in-
duisait une chute de pression de ’air enfermé dans le dispositif qui était capable
de provoquer son remplissage [52]. Parallélement, Eddings et al. ont introduit
P’utilisation du transport des gaz & travers des membranes en PDMS pour chan-
ger indirectement la pression dans des chambres et induire le mouvement de
liquides [53].

Nous présentons dans ce chapitre le concept de la micro-aspiration pour
créer des chutes de pression dans les microcanaux afin de déplacer des fluides.
De maniére similaire aux dispositifs controlés en pression, une grande quantité
de micro-vannes, pompes et chambres de réaction peut étre intégré sur un méme
dispositif. [47].

Dans un premier temps, la mise en ceuvre de cette technique sera exposée
a travers deux systémes microfluidiques. Un premier systéme fera office de dé-
monstrateur des possibilités d’intégration en montrant la possibilité de contro-
ler la fabrication et le déplacement de gouttes dans des micro-canaux emplis
d’air. Comme cette méthode est particuliérement adaptée au controle précis des
volumes et & la réduction des volumes morts, nous proposerons un deuxiéme
dispositif ou la micro-aspiration sera utilisée pour distribuer les réactifs dans un
dispositif basique de criblage des conditions de cristallisation d’une protéine.

Dans un deuxiéme temps, nous modéliserons et caractériserons un systéme
minimaliste pour mieux comprendre les phénoménes impliqués dans ce prin-
cipe d’actionneur et fournir des données quantitatives sur les performances que
I’on peut attendre de cette méthode. Un modéle théorique prenant en compte
les phénoménes principaux sera tout d’abord présenté. Ce modéle traitera du
transport de Iair & travers la membrane de PDMS, et dans le corps du dispositif.
Ensuite, nous utiliserons une série de dispositifs modéles pour donner des me-
sures quantitatives sur le comportement de la micro-aspiration. D’un coté, cela
nous permettra de vérifier la pertinence du modéle présenté et d’un autre coté,
cela nous permettra de discuter le temps impliqué dans les différentes phases du
processus de remplissage et I'influence de la géométrie sur les performances de
ce type de systéme.

4.1.1 Principe

La figure 4.1 illustre le principe de la méthode de la micro-aspiration proposé
dans ce chapitre. Le dispositif est fabriqué par lithographie molle multicouche
de PDMS sur un substrat de verre. La couche de PDMS inférieure contient les
canaux microfluidiques de travail, des chambres et des réservoirs. Les canaux
de micro-aspiration et les vannes microfluidiques sont dans la couche de PDMS
supérieure. Il n’y a pas de connexion directe entre les deux couches.

Grace a la bonne perméabilité du PDMS aux gaz, air est extrait du canal
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Aspiration
Canaux d'aspiration

réservoir

== Liquide

F1GURE 4.1 — Schéma de principe de déplacement de liquide en utilisant la
micro-aspiration et des vannes en PDMS.

de travail & travers la membrane de PDMS qui sépare les deux couches. Pour
cela, le vide est créé dans des canaux présents sur la couche supérieure (canaux
de micro-aspiration). La présence du vide derriére la membrane provoque une
chute de pression dans le canal de travail qui est responsable du déplacement
du liquide. La largeur des canaux de micro-aspiration est suffisamment petite
pour retenir la membrane et limiter les déformations mécaniques provoquées
par la différence de pression. Associé avec des vannes microfluidiques [48], ce
concept d’actionneur permet la création de gouttes, le remplissage de chambres
microfluidiques sans bulles résiduelles, et la distribution de liquide & partir d’un
réservoir jusqu’a n’importe quel emplacement du dispositif microfluidique sans
systéme d’injection directe.

Méthode

Fabrication du dispositif. Les dispositifs en PDMS ont été obtenus en utili-
sant la technique de la lithographie molle multicouche décrite en Annexe B.2.
La premiére couche est obtenue par spin coating d’une couche 20 pm de
PDMS :crosslinker 10 :1 wt :wt sur un moule en résine AZ9260 de 15 um
d’épaisseur ayant subi une étape de fluage pour obtenir un profil de résine
arrondi (cf. annexe B.1). Le dispositif en PDMS est collé sur une lame de
verre aprés un traitement plasma (cf. annexe B.2).

Manipulation du dispositif. Avant utilisation du dispositif, les liquides sont
disposés dans les réservoirs en utilisant une pipette et toutes les microvannes
pneumatiques sont emplies d’eau pour éviter les échanges d’air avec les autres
canaux. Un contréoleur de pression est utilisé pour régler la pression dans les
vannes et une pompe a dépression (SMC ZU05S) est utilisée pour créer le vide
dans les canaux de micro-aspiration. Lors de 'utilisation du dispositif, la pres-
sion dans les canaux de controéle des vannes intégrées (Pors = 0 mBar, P, =
600 mBar) et des canaux d’aspiration (P,¢f = 0 mBar, P,, = -850 mBar)
sont commutés & 'aide d’électrovannes externes controlées par ordinateur.

4.1.2 Exemples de réalisations

Manipulation de gouttes

N

Nous avons tout d’abord démontré la formation de gouttes d’eau & par-
tir d’un réservoir et leur déplacement & travers un canal de 5 cm de long (fi-
gure 4.2A). Comme le montre la figure 4.2B, une goutte est formée en remplis-
sant un volume délimité par trois vannes et couvert par des canaux d’aspiration.
La vanne 1 sépare la goutte du réservoir, la vanne 2 sépare la goutte du canal
de 5 cm de long et la vanne 3 permet, d’ouvrir un évent pour libérer la goutte et
autoriser son déplacement. Finalement, un second réseau d’aspiration est placé
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a lextrémité opposée du long canal pour contréler le déplacement de la goutte
libérée.

La séquence suivante est utilisée pour fabriquer une goutte : Tout d’abord,
les vannes 2 et 3 (figure 4.2B) sont fermées pour former une cavité étanche avec
le réservoir ot le vide est créé en utilisant les canaux d’aspiration. A ce stade, le
liquide provenant du réservoir emplit la cavité en environ 5 s. Ensuite, la vanne 1
est fermée pour séparer la goutte du réservoir et les vannes 2 et 3 sont ouvertes
pour libérer la goutte qui peut ainsi se mouvoir et étre déplacée jusqu’a une
cavité placée a 'autre extrémité du canal en utilisant des canaux d’aspiration.

Plusieurs gouttes successives peuvent étre formées de cette maniére jusqu’a
ce que la cavité, ou la micro-aspiration est appliquée, soit totalement remplie.
Dans notre cas, la goutte mettait environ 50 s pour parcourir la longueur totale
du canal. La goutte commencait sa progression a une vitesse de 1,6 mm/s au
début du canal, pour finir & une vitesse de 5,6 mm/s & son extrémité. Cette
augmentation de vitesse sera expliquée par la suite.

Remplissage de cavités

La technique présentée ici est particuliérement adaptée a la manipulation de
petites quantités de liquide tout en ayant un contréle précis sur leur volume.
Cette particularité la rend pertinente pour la manipulation d’échantillons chers
comme c’est le cas dans la recherche de conditions de cristallisation de protéines.
Dans cette seconde expérience, nous avons appliqué cette méthode A la cristal-
lisation de protéines sur puce. En effet, 'utilisation d’une méthode flexible de
distribution des liquides et la réduction des volumes morts sont des points es-
sentiels a lefficacité de tels systémes [54]. Notre technique de manipulation de
liquides permet de répondre a ces attentes. Comme le montre la figure 4.3A, le
dispositif simule deux types de méthode de cristallisation de protéines simulta-
nément : la méthode par diffusion et la méthode par échange en phase vapeur
[50]. Chaque cellule est composée de deux chambres isolées par au moins une
vanne de séparation. Une chambre contient la solution de protéine et 'autre
chambre contient un agent précipitant. Une fois les chambres remplies de réac-
tifs en utilisant la micro-aspiration, elles sont séparées des réservoirs d’origine
par des vannes intégrées.

[’étape suivante consiste & autoriser les échanges entre les deux réservoirs.
Pour la cellule de diffusion, 'ouverture de la vanne de séparation permet la
diffusion des protéines dans 'agent précipitant (Figure 4.3B). Pour la cellule
d’échange en phase vapeur, 'ouverture de deux vannes permet aux liquides
contenus dans les chambres d’échanger de l’eau par évaporation & travers la
meéme cavité d’air. (Figure 4.3C & droite). Dans ces expériences, les réactifs
ont été introduits dans le systéme en utilisant une simple pipette et automati-
quement délivrés par aspiration. Le volume mort était inférieur & 10% avec un
volume réactif distribué bien controlé.

La séquence suivante a été utilisée pour remplir les cavités. Tout d’abord, les
vannes de séparation sont fermées et le vide est créé dans les canaux d’aspiration.
Aprés un remplissage complet des cavités, le vide est relaxé pour éviter les
déformations mécaniques du dispositif dues & la différence de pression et ainsi
garder un bon contréle sur le volume. Ceci est possible car le PDMS environnant
la chambre est appauvri en gaz et les bulles ne réapparaissent pas, contrairement
aux chambres closes emplies par injection ou la pression doit étre maintenue
pour éviter la réapparition de bulles. Finalement, les entrées des chambres sont
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FIGURE 4.2 — Fabrication et déplacement de la goutte : A) Schéma du systéme :
le rouge indique la couche contenant les canaux de controle (couche inférieure) et
le vert représente la couche contenant les canaux de controle (couche supérieure).
B) Séquence d’images de microscopie en transmission illustrant la fabrication
d’une goutte. Sur la gauche : Fabrication de la goutte. Sur la droite, déplacement
de la goutte le long du canal. La numérotation de 1 & 3 donne le numéro des
vannes comme utilisé dans le texte et les fleches rouges indiquent le front de la

goutte. La barre d’échelle représente 500 pm.
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de protéine

FIGURE 4.3 — Systéme de cristallisation de protéines. A) Schéma du systéme : le
rouge indique la couche contenant les canaux de contrdle (couche inférieure) et le
vert représente la couche contenant les canaux de controle (couche supérieure).
B-C) Séquence d’images en transmission de la cellule de diffusion (B) et de phase
vapeur (C) La protéine est remplacée par un colorant pour l'illustration. Dans
les images du bas, on peut remarquer la diffusion du colorant dans la cellule de
diffusion et l'interface liquide/air bien controlé dans la cellule de phase vapeur.
La barre d’échelle représente 500 pm.
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fermées et les vannes de séparation ouvertes pour laisser agir la diffusion des
especes.

Lors de l’étape de remplissage, la vitesse de remplissage diminue progressi-
vement : 90% du volume de la chambre était empli dans les 4 s. alors que les 10
derniers % ont pris 6,2 s & se remplir, donnant un débit moyen de 9 nL/s. La
vitesse de remplissage est plus rapide en moyenne pour les cavités plus grandes
mais un temps minimum de remplissage est nécessaire pour évacuer les der-
niers volumes d’air encore présents dans les derniéres bulles accrochées sur la
membrane de PDMS (voir chapitre 4.1.3).

Ce type de puce, utilisant la micro-aspiration pour réduire les volumes morts
et simplifier le remplissage des chambres, a été testé avec succés pour réaliser un
criblage basique des conditions de cristallisation du lysozyme (voir annexe A.2).

4.1.3 Analyse théorique

Pour mieux comprendre le phénoméne de la micro-aspiration et ses champs
d’application, nous le décrivons & travers un modéle théorique simplifié. Dans
ce modéle, nous décrivons le débit d’un liquide & partir d’un réservoir a pression
atmosphérique qui est aspiré dans un simple canal de longueur L en utilisant
une zone d’aspiration de surface A (voir 4.4).

Zone d'aspiration  Canal de travail ; .
reservoir

atm

P,
? | Pliquide

asp & P v == Qjiquidc

FIGURE 4.4 — Schéma de principe du modéle. Py, est la pression a l'intérieur
des canaux d’aspiration qui est appliquée par la pompe & vide, P.gnq €st la
pression de lair encore enfermé dans le canal de travail, Py, est la pression
atmosphérique, Pjiquide €st la pression du liquide dans le réservoir, Qusp; Qriquide
et Qmasse sont respectivement le débit d’air & travers la membrane, le débit de
liquide dans le canal et le débit d’air provenant du matériau du dispositif a
travers les flancs du canal.

Avant d’appliquer le vide, la pression dans le réseau d’aspiration P, et la
pression dans le canal sont égales & la pression atmosphérique. Une fois le vide
allumé, P,,, devient plus petit que la pression atmosphérique, ce qui induit un
transfert d’air & travers la membrane Qqsp. Ce flux fait baisser P.anal ce qui
provoque le transfert de liquide Qjiguide. Pour un liquide de faible viscosité, la
pression nécessaire pour créer un déplacement du liquide dans le canal microflui-
dique est trés faible en comparaison de la pression nécessaire pour provoquer le
méme débit volumique de gaz & travers la membrane. Ainsi, le débit de liquide
est déterminé par le débit de gaz & travers la membrane et P.anal reste proche
de la pression atmosphérique. Pour calculer le débit de liquide, nous pouvons
négliger la viscosité du fluide et la compressibilité du gaz et juste supposer que
les débits volumiques Qasp €t Qriquide sOnt égaux. En se basant sur la théorie
classique du transport des gaz A travers les polymeéres [55], le débit volumique
par unité de surface & travers la membrane peut s’exprimer par :
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A.P

Qasp = T(Patm - Pasp) (41)

Ou P est la perméabilité du PDMS a ’air, [ est I’épaisseur de la membrane,
A est la surface de la membrane et P, est la pression atmosphérique.

Dans le cas idéal, cette équation prédit un débit de liquide constant dans
le canal, avant que le liquide n’atteigne la zone d’aspiration. Ensuite, le débit
diminue avec la réduction de la surface de la membrane qui est recouverte pro-
gressivement par le liquide. En pratique, un autre effet peut devoir étre pris en
compte. Comme nous le verrons par la suite expérimentalement, un flux de gaz
provenant de la masse de polymeére du dispositif par dégazage peut perturber
de maniére significative le déplacement du liquide par aspiration.

La solubilité des gaz dans les polymeéres peut étre importante en comparaison
des autres matériaux solides [56] et la réduction des dimensions d’un systéme
augmente rapidement la vitesse d’échange des gaz entre les matériaux. Nous
utilisons ce phénoméne avantageusement dans nos dispositifs, mais il peut éga-
lement étre & l'origine de limitations. En effet, avant ’utilisation du dispositif,
Iair solubilisé dans le PDMS est & 1’équilibre avec la pression atmosphérique
et bien que la chute de pression dans le canal soit faible en comparaison de la,
chute de pression & travers la membrane, elle est suffisante pour produire un
transfert de gaz du PDMS entourant le canal vers le canal. Ce phénoméne peut
étre modélisé par un flux supplémentaire Q,qssc entrant dans le canal. Sous
les conditions de variation de pression minimale pour obtenir le déplacement
du liquide, la chute de pression dans le canal de travail AP,,,q doit étre plus
grande que la force capillaire et pour des débits plus important, cette chute de
pression augmente & cause des forces visqueuses et de la dynamique de mouillage
[57]. Méme avec une telle pression minimum, l’effet du dégazage de la masse de
polymeére peut ne pas étre négligeable. Pour les canaux trés longs, exposés a une
masse importante de polymére, ce dégazage provoque un flux de matiére entrant
qui peut étre aussi important que le flux de matiére sortant par aspiration.

Comme ce flux dépend de la concentration locale de gaz solubilisé dans
le polymeére environnant, il est difficile de prédire exactement ce flux. Il varie
avec le temps et peut dépendre de la maniére dont a été utilisé le dispositif
longtemps avant. Néanmoins, il est possible de donner une estimation grossiére
de 'importance de ce flux en comparaison du débit aspiré.

Le transport de gaz dans le PDMS peut étre décrit par la théorie classique
du transport des gaz dans les polymeéres [55]. Les calculs se basent sur I’équation
de la conservation de la masse :

dp

— = DA 4.2

pr p (42)
Et ’équation de Fick de la diffusion :

J=-DVC (4.3)

Ou C est la concentration de gaz, D est le coefficient de diffusion et J
est la vitesse de transfert du gaz, qui peut étre également vu comme le débit
volumique de gaz par unité de surface. Cette relation peut se réécrire en fonction
de la pression pour s’affranchir de la concentration :

J =—-SDVp (4.4)
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Ou S est le coefficient de solubilité qui représente le volume relatif de gaz
solubilisé dans le polymére par unité de pression. En coordonnées cylindriques,
I’équation 4.2 donne :

19p 10r3 10158 0%

Dot or Tr o0 92 (4.5)
—_—— =~
-0 -0

Les variations en 6 et en z sont nulles par symétrie et cette équation se
simplifie :

1Lop 10p 9%p
Dot  ror + or?

On peut montrer qu’en régime stationnaire (Op/d0t = 0), cette équation
n’admet pas de solution pouvant satisfaire des conditions aux limites du type
P=DysiT=aetp— ps sirT — 00. Il n’existe pas de régime stationnaire et le
systéme évolue perpétuellement.

Le calcul du régime transitoire n’est pas trivial, mais Crank propose une
solution analytique au probléme similaire de la diffusion de molécules a 'infini &
partir d’un cylindre de concentration fixé [58]. En adaptant son résultat a notre
systéme, on trouve en utilisant ’équation 4.4 :

(4.6)

Op  ASD(Py— Pu) [®  _poa du
ty=-SD—= —— —  —7/ “ .
J(t) 5 ot m2a A P u(J3(au) + Y (au)) (4.7)

Ou Jy et Y] sont les fonctions de Bessel du premier ordre.

Pour le cas plus particulier de notre probléme, on s’intéresse uniquement
au débit de gaz a travers la surface du canal. Dans ce cas, on peut exprimer
plus simplement le débit volumique de gaz traversant une unité de longueur du
canal :

4SD(P, — Ps) du

ol = J: —Duzt
Qi = e o v

(4.8)

En faisant un changement de variable, cette équation peut étre rendue adi-
mensionnelle :

% Q’Ul /OO _F 2 du
* = _ e~ Fowu 4.9
Q= Q0 " o W3 0) + Y2 (19)
avec Fo le nombre de Fourrier :
Dt
et :
45SD(P, — P,
Quo = PP P (4.11)

En intégrant ’équation 4.8, supposant la pression comme une fonction éche-
lon allant de 0 & AP.panner & t = 0, on obtient une expression du volume de gaz
provenant de la masse de polymére pendant le processus de remplissage :
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t
V= /O Q*ydt = =(Fo) (4.12)

avec :

- N o 2 du
“(””)‘/o C B + Y2 (W) (413)

et :

(4.14)

Les expressions de Q0 et de Vg donnent une forme générale du transport
par diffusion a travers les parois d’un canal hémicylindrique. Le calcul numérique
de ces fonctions adimensionnelles est donné en figure 4.51.

10°

1010
10* A B
- 10°
9,10 e
10° 10°
102 10°
10" 10° 10° 10® 10" 10" 10° 10° 10° 10"
Fo Fo

F1GURE 4.5 — Calcul numérique du débit théorique Q; (équation 4.9)(A) et du
volume théorique V* (équation 4.12)(B) passant a travers les flancs d’'un canal
en fonction du nombre de Fourrier Fo.

Maintenant, si 'on fait I’approximation que la longueur dans le canal ou le
transfert de gaz a lieu reste la longueur totale L du canal (on néglige le recou-
vrement de la surface du canal par le liquide). On obtient une borne supérieure
du volume qui peut étre transféré. Le temps de remplissage du canal t;; peut
alors s’exprimer :

tfin = ~— (4.15)

Ot Qqsp peut étre calculé par ’équation 4.1. L’équation 4.12 devient alors :

8LSa2(P, — Pu)_. { DViy
Vppms = =\20
asp

T
Viot peut étre calculé en utilisant ’équation 4.16 itérativement en commen-
cant au volume du canal Vg, et en utilisant le fait que Viot = Veanar + Vepoums
Ainsi, il est possible de prédire en utilisant ’équation 4.16 une limite su-
périeure du volume additionnel qui doit étre extrait par aspiration & cause du
dégazage du PDMS environnant. Cela donne les limites géométriques ot le débit

(4.16)

1. Ce calcul numérique, programmé avec Matlab, est utilisé pour calculer la fontion = de
I’équation 4.16 a été utilisé pour tracer la courbe théorique visible sur la figure 4.10
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de dégazage n’est plus négligeable par rapport au débit d’aspiration. Dans ces
conditions, le remplissage ne sera pas aussi efficace que le prédit I’équation 4.1.
Dans le paragraphe suivant, nous vérifierons la pertinence de ce modéle en le
comparant avec des expériences faisant varier le rapport entre Qqsp et L. Cela
nous permettra de balayer une grande gamme de rapports Vppars/Vier pour
mettre en valeur les situations géométriques ou le comportement de la micro-
aspiration est anticipé par I’équation 4.1, c.-a-d. quelle est la taille minimum de
la surface d’aspiration nécessaire pour obtenir un comportement prévisible.

De plus, I’équation 4.16 permet d’anticiper que la micro-aspiration doit étre
moins efficace si le rayon a du canal est petit en comparaison des autres dimen-
sions du systéme et que le comportement du systéme doit étre invariant par
rapport & ’échelle en termes d’influence relative de I’air provenant de la masse
du dispositif.

4.1.4 Caractérisation

Pour étudier l'effet de la géométrie sur 'efficacité de la micro-aspiration,
nous avons conc¢u un circuit microfluidique composé d’un simple canal partant
d’un réservoir et finissant sous un réseau d’aspiration. Lors de la procédure
de caractérisation, le canal est rempli en mettant en route ’aspiration tout en
mesurant le débit dans le canal. Dans tous les dispositifs, la longueur totale du
canal principal est conservée alors que la surface couverte par le réseau d’aspira-
tion est modifiée (figure 4.6). Ces dispositifs nous ont permis, a travers une série
d’expériences de tester la pertinence des équations 4.1 et 4.16 du modéle pré-
senté dans la section précédente. Les paragraphes suivants donnent une analyse
détaillée des phénoménes observés pendant le processus de caractérisation.

Aspiration

Mouvement
de liquide
induit

Réservoir

Zone couverte par
un réseau d'aspiration

FIGURE 4.6 — Schéma des dispositifs de caractérisation. Pour toutes les expé-
riences, le canal de travail est constitué d’un canal en cul de sac de 15 mm de
long connecté & un réservoir. La zone couverte par le réseau d’aspiration est
modifiée d’une expérience & 'autre pour changer la surface d’aspiration.
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Méthode

Les quatre dispositifs avec diverses surfaces d’aspiration sont composés d’'un
simple canal en cul de sac de 2 cm de long, 100 pm de large et 20 pm de
haut connectés d’un coté a un réservoir de 2 mm de diamétre et recouverts de
I’autre par les canaux d’aspiration. Les réseaux d’aspiration sont formés de 2,
14, 30 et 55 canaux paralléles respectivement de 50 um de large, 20 pm de
haut et espacés de 50 um. Le dispositif en PDMS a été fabriqué en utilisant
la lithographie molle multicouche comme décrit en annexe B.2 & la différence
que la partie du dispositif en PDMS n’est pas collée, mais juste posée sur une
nouvelle lame de verre propre & chaque expérience, pour permettre de nettoyer
le dispositif et laisser la possibilité de pouvoir le réutiliser. En plus, les lames
de verre sont traitées chimiquement avec du triméthylchlorosilane (TMCS)
par dépot en phase vapeur aprés un passage au plasma oxygéne pour activer
la surface. Ce traitement qui fixe le verre dans un état hydrophobe bien défini,
permet d’obtenir une pression capillaire plus reproductible dans le canal et
prévient ainsi tout remplissage natures du liquide par capillarité. Comme le
PDMS n’est pas réellement collé au verre, la pression utilisée pour I’aspiration
est limitée a -300 mBar. Ceci évite le décollage du PDMS du verre a cause des
déformations mécaniques induites par la chute de pression dans les canaux.
Avant l'opération de caractérisation, le réservoir est rempli avec une solution
de colorant (bleu de méthyléne 1 %). Ensuite, une dépression est créée dans
les canaux d’aspiration. Alors que le liquide remplit le canal de travail, le
déplacement du ménisque est observé au microscope (microscope inversé, Zeiss
Axiovert 200, objectif 2,5x). ce déplacement est enregistré simultanément avec
une caméra CCD (pixelinnk PL-A741) (figure 4.7) a une cadence adaptée
pour obtenir environ 500 images par fichier vidéo. La vitesse de déplacement
du ménisque dont un exemple est visible en figure figure 4.7C est ensuite
déduite de la vidéo en utilisant un programme d’analyse d’'image. Chaque
expérience est répétée 10 fois> pour évaluer la répétabilité de la mesure. La
pression capillaire nécessaire pour remplir le canal a été mesurée en utilisant
un canal identique, ouvert d’un coté et connecté a un tube de I’autre. Le méme
colorant est injecté dans le tube & pression controlée et la pression nécessaire
pour obtenir une vitesse de ménisque de 100 pm/s est mesurée 10 fois. Cette
derniére mesure a donné 2545 mBar, représentative de la pression capillaire
d’avancée du ménisque.

Nous pouvons distinguer sur la figure 4.8 trois phases diftérentes sur 1’évo-
lution du débit. Dans la premiére phase (phase 1), le débit augmente jusqu’a
atteindre un maximum. Cette phase correspond a la période pendant laquelle le
flux d’air provenant du dégazage PDMS n’est pas encore négligeable. Ensuite,
le débit reste constant & sa vitesse maximum (phase 2). Dans cette phase, I’air
provenant du PDMS est négligeable. Finalement, le débit décroit dans une troi-
siéme phase qui correspond a la configuration ou le liquide passe sous la zone
d’aspiration, réduisant sa surface effective.

Comportement idéal

Pour vérifier la pertinence de I’équation 4.1, nous avons mesuré le débit de
liquide lorsqu’il atteint le réseau d’aspiration. Dans cette situation, aucun débit
d’air ne peut provenir du PDMS car le canal est déja rempli sur sa zone non
recouverte par l'aspiration et le débit est représentatif du flux d’air & travers
la membrane. La figure 4.9A confirme que le débit est toujours maximum & ce
point et la figure 4.10 montre que ce débit est bien proportionnel & la surface
d’aspiration, comme on ’attendait théoriquement. Néanmoins, on peut noter

2. A D’exception du dispositif contenant 2 canaux d’aspiration qui n’a été réalisé qu’une
fois pour des raisons pratiques
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FIGURE 4.7 — Méthode de caractérisation. A) Schéma de conception du disposi-
tif : la couche rouge représente les canaux de travail et la couche verte représente
le réseau de vide. B) Image typique extraite & partir d’une vidéo du remplissage.
Les fleches rouges indiquent la position du ménisque. La barre représente 100
pum. C) Profil de vitesse typique extrait par analyse de la vidéo.
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FI1GURE 4.8 — Profil typique du débit. Trois phases successives peuvent étre dis-
tinguées : i) Une phase transitoire d’accélération ii) une phase de débit constant
iii) une phase de décélération lorsque le liquide recouvre progressivement la
membrane d’aspiration.
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que ce débit dévie significativement du comportement linéaire pour le réseau
d’aspiration le plus grand. Nous pensons que la déviation observée est due a la
viscosité de Dair qui limite sa vitesse d’extraction & travers les canaux d’aspira-
tion et méne & une augmentation sub-linéaire du flux d’air avec ’augmentation
de la surface de la membrane au dessus de 3 mm de longueur. En utilisant
I’équation 4.16, un ajustement linéaire donne une perméabilité du PDMS 4 I’air
de 930 Barrers, qui est du méme ordre que la valeur de 480 Barrers mesurée
par Wu et al. [59]. Les raisons possibles de la déviation sont : d’une part les
déformations mécaniques de la membrane qui tendent & augmenter sa surface
réelle comme l'ont analysé Eddings et al. et d’autre part les effets de bord de
chacun des canaux d’aspiration qui doivent ajouter un débit supplémentaire par
canal en sus de celui passant & travers la membrane.
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F1GURE 4.9 — Débit mesuré a la fin de la phase 2, juste avant que le liquide
passe sous la membrane d’aspiration. L’ajustement donne Qgsp = 14 pm/s.

Influence des échanges de gaz avec le corps du dispositif

La figure 4.10A compare les débits le long du canal, relativement au débit
maximal atteint dans les quatre dispositifs. Comme on ’attendait théorique-
ment, des débits plus faibles sont observés dans les premier temps du remplis-
sage en comparaison du débit final et le débit dans la premiére phase augmente
avec le rapport entre la zone d’aspiration et la longueur du canal. En suppo-
sant un débit constant d’extraction de 'air par aspiration, nous avons calculé le
volume d’air supposé provenir du corps en PDMS du dispositif en comparaison
du volume total d’air aspiré dans le canal de travail comme défini dans le §2.
Les mesures expérimentales sont en bon accord avec ’estimation théorique du
modéle donné par l’équation 4.16. La courbe théorique est calculée en utilisant
la valeur de @), donnée dans la figure 4.10, les propriétés du PDMS données par
Merkel et al. [59, 60] (D = 3,99 cm?/s et S = 0,11 cm?3(STP)/cm?.atm) et sup-
posant une différence de pression dans le canal égale & la pression capillaire aux
faibles vitesses du ménisque (2545 mBar mesuré). Ces résultats impliquent que
la réduction du débit observé pour les petites surfaces d’aspiration provient bien
des échanges de gaz avec la matiére du dispositif. Ainsi, la conception de tels
dispositifs doit suivre des contraintes géométriques dérivées de 1’équation 4.16
pour rendre ces échanges négligeables en comparaison du débit d’aspiration et
pour éviter un comportement non voulu.
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FIGURE 4.10 — Effet de Dair solubilisé dans le corps du dispositif : (Le rapport
d’aspiration est défini comme le rapport entre la longueur du canal recouverte
par le réseau d’aspiration et la longueur du canal libre). A) Comparaison du
débit normalisé en fonction de la position normalisée pour les quatre longueurs
du réseau d’aspiration. On peut voir que 'accélération du débit est plus lente
lorsque le débit d’aspiration et réduit et la longueur du canal libre augmenté. B)
Quantité relative d’air extrait provenant du corps du dispositif sur la quantité
total d’air extrait par aspiration. Les données expérimentales sont calculées &
partir des temps de remplissage et la courbe & partir de ’équation 4.1 (voir le

texte).
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Durée de la derniére phase.

Le temps nécessaire pour remplir entiérement la zone d’aspiration peut re-
présenter une grande partie du temps total du processus de remplissage. Nous
allons montrer dans ce paragraphe comment il peut étre anticipé.

Dans la derniére phase, le débit décroit linéairement avec la réduction de la
surface encore non-mouillée de la membrane (équation 4.1). Ceci peut s’exprimer
par la relation différentielle :

% = Q(Lsps (417)
Ot Qqsp est le débit d’aspiration par unité de surface donné par I’équation 4.1
et v et s sont respectivement le volume et la surface du canal qui n’a pas encore
été rempli.
En intégrant cette équation avec les conditions aux limites appropriées, on
peut en déduire le temps de remplissage de la phase 3 :

h as
tphaseS = T 10g <QQOPS + 1) + tbulle (418)
asp

Ou @y est le débit d’aspiration juste avant que la derniére bulle soit aspirée,
S est la surface totale de la membrane déduction faite de la surface de la derniére
bulle, h est la hauteur du canal et . est le temps nécessaire pour éliminer
la derniére bulle. La relation 4.18 est bien vérifiée comme on peut le voir sur la
figure 4.11.

La derniére bulle sous le dernier canal d’aspiration prend un temps constant
tyuile pour disparaitre. Ce temps minimum d’absorption de la derniére bulle
peut étre estimé en utilisant un modéle simple de ’aspiration d’une bulle hémi-
sphérique. Dans ce cas, ’équation 4.17 devient :

2 dr3 9
3ar Qe
Ou 7 est le rayon de la bulle. En prenant le rayon initial de la bulle égal &
la hauteur du canal, l'intégration de ’équation 4.19 donne :

(4.19)

2h
Qasp

Cette expression donne un temps d’absorption e =1.1 s en utilisant Qqsp
mesuré sur la figure 4.9. Ce temps théorique est du méme ordre que le temps
mesuré expérimentalement sur les vidéos qui vont de 0,8 4 1,5 s en fonction de
la position de la derniére bulle sous le dernier canal d’aspiration.

On peut remarquer que, dans de telles conditions, le temps nécessaire pour
remplir une cavité en utilisant I’aspiration est proportionnelle & sa hauteur et au
logarithme de sa surface. Cela signifie que cette méthode est particuliérement
bien adaptée pour remplir des chambres de faible hauteur et de grande surface.

En résumé, le débit induit par un systéme de micro-aspiration est propor-
tionnel & la surface de la membrane et diminue lorsque le liquide recouvre la
membrane. Ce comportement idéal n’est pas respecté si un flux non-négligeable
d’air passe & travers des flancs du canal de travail & cause du dégazage du
PDMS. Cette situation apparait lorsque la longueur du canal est trop impor-
tante en comparaison du débit d’aspiration et ce phénoméne peut ralentir de
maniére dramatique le processus de remplissage.

tbulle = (420)



4.2. MOULAGE PAR MICROASPIRATION 55

2 ¢  Données exp.
Ajustement

Durée de la phase 3 (s)
w

0 1 2 3 4 5 6
Longueur du réseau d’aspiration (mm)

FIGURE 4.11 — de la phase 3 : L’ajustement donne Q¢ = 0,091 nL/s en utilisant
Qasp = 14 um/s (cf. figure 4.9).

4.2 Moulage par microaspiration

La lithographie par nano-impression permet une cadence de production éle-
vée & faible cott pour la fabrication de structures a trés haute résolution. Dans
cette méthode, des motifs de taille nanométrique sont répliqués & partir d’un
patron sur couche mince de polymeére étalé par spin-coating sur un substrat. La
réplication des motifs se fait par moulage thermique ou par moulage avec trai-
tement UV, généralement suivi d’une gravure séche réactive (RIE) de la couche
résiduelle. Un des défis restant pour obtenir une intégration & grande échelle est
de répliquer de maniére homogéne des motifs de différentes tailles et densités
sur de grandes surfaces. Bien que de nombreuses démonstrations réussies aient
été réalisées, le transport de la matiére sur de longues distances reste délicat
[61]. De méme, les pressions importantes appliquées dans la nano-impression
thermique sont souvent responsables de dommages sur le moule [62]. En plus,
la formation de bulles d’air peut souvent étre problématique, ce qui a attiré un
certain nombre d’attentions particuliéres sur la composition de la résine et la
conception des outils d’impression [16]. Il est également connu que les maté-
riaux mous comme le PDMS peuvent étre utilisés pour la fabrication de moules
pour la nano-impression UV [63]. Ces patrons en PDMS sont particuliérement
intéressants pour obtenir une impression homogéne sur de larges surfaces grace
a leur grande élasticité. Cette flexibilité permet également de développer de
nouvelles applications, dont 'une d’entre elles est décrite ici : la lithographie
assistée par micro-aspiration (MAAL). La MAAL peut étre considérée comme
une approche opposée a la lithographie par nano-impression. Au lieu d’utiliser
une pression pour déformer la couche de résine comme dans la nano-impression
classique, la MAAL utilise la force du vide généré par la micro-aspiration pour
former les motifs désirés & travers un moule permeéable aux gaz. La figure 4.12
montre un schéma de la technique MAAL. Le moule en PDMS est fabriqué en
utilisant la lithographie molle multicouche (voir annéxe B.2). La couche super-
ficielle du moule, de quelques dizaines de micrométres d’épaisseur contient les
structures A répliquer. Une seconde couche, de quelques millimétres d’épaisseur,
qui contient un réseau dense de canaux microfluidiques pour 'aspiration, est
collée sur la premiére couche. En utilisant un tel moule, I'air présent dans la
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partie vide du moule peut étre aspiré i travers la membrane de PDMS et rem-
placé par la matiére & mouler. Une fois remplie, le matériau moulé est solidifié,
soit par un traitement thermique, UV, ou juste par ’évaporation d’un solvant
A travers le PDMS. Ce principe peut étre étendu & d’autres techniques comme
le micro-moulage capillaire (MIMIC) [17], pour en améliorer les performances.
Dans cette section, nous montrerons les possibilités de moulage avec différents
matériaux puis nous discuterons les contraintes liées & cette technique.

Canaux Sortie
d'aspiration | de l'aspiration

o |

T— Surface du moule

Remplissage vertical Remplissage horizontal

Aspiration

1
mmwmm:h%
‘ 1} —

Aspiration

FIGURE 4.12 — principe du moulage assisté par micro-aspiration. A) Les moules
assistés par micro-aspiration sont constitués d’une couche mince répliquante en
PDMS sous laquelle est collé un large réseau de canaux microfluidiques pour
fournir l’aspiration a travers la membrane de PDMS. B) Pour le moulage par
remplissage vertical (comme pour 'UV-NIL ou la lithographie molle), le moule
peut étre placé sur une couche de matériau & mouler, étalé par spin-coat. Aprés
mise en route de I'aspiration, le moulage se fait sans pression supplémentaire.
C) Comme dans le MIMIC, une goutte de matériau est déposé contre le moule.
La matiére est aspirée dans le moule quand l’aspiration est mise en route.
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4.2.1 Exemples de moulage

Méthode

Fabrication des moules. Les moules de MAAL ont été fabriqués en utili-
sant la lithographie molle multicouche [15]. La couche inférieure, utilisée pour
le réseau d’aspiration est moulée a partir d'une galette de silicium contenant
des structures en résine SU8 2010 (cf. annexe B.1) de 10 pm d’épaisseur.
Dans toutes les expériences présentées ici, ces structures en PDMS moulées
consistaient en des canaux de 100 pm de large séparés par 100 pm, couvrant
toute la surface du dispositif. Aprés un traitement au TMCS comme agent
antiadhésif, le moule est utilisé pour mouler une couche de 5 mm d’épais-
seur de PDMS. La couche supérieure de PDMS est une membrane de 20 pm
d’épaisseur, obtenue par spin-coating du PDMS sur les structures a répliquer.
Apreés réticulation, les deux couches sont collées aprés une activation de leurs
surfaces au plasma.

Les expériences ont été réalisées aussi bien par impression directe que par
remplissage du matériau & mouler par capillarité. L’opération de moulage
proprement dite est suivie par un traitement UV, thermique ou ’évaporation
du solvant. Pour les impressions hautes résolutions, la matrice de départ a été
fabriquée par lithographie & faisceau d’électrons sur une couche de PMMA
déposé par spin-coating. Aprés développement du PMMA les structures ont
été transférées dans le silicium par gravure ionique réactive avec un plasma
de SF4. Les motifs contenus sur le moule étaient des séries de matrices de
piliers de 150 nm de diamétre, 150 nm de profondeur gravée et 300 nm de
période sur une surface de 2 mm?. Pour les expériences de moulage capillaire,
les moules d’origine ont été fabriqués par photolithographie de couches de 10
et 20 um de résine AZ9260.
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Méthode

Impression directe.Une couche de PMMA de 300 nm d’épaisseur a été
étalée par spin-coating sur une galette de silicium. Aprés un recuit & 180°C
pendant 1 min. sur une plaque chauffante, une résine réticulable par UV
(LR8765, BASF) a été déposée par spin-coating sur une épaisseur de 200 nm.
Le moule en PDMS est ensuite placé sur la couche de résine et ’aspiration est
appliquée a l'aide d’une ligne de vide. Une minute aprés la résine est exposée
aux UV a 450 mJ /ch. Le moule est ensuite décollé, laissant apparaitre des
structures bien définies sur ’échantillon de silicium.

Micro moulage capillaire assisté par micro-aspiration. Trois types de
moulage assisté par aspiration ont été testés :

1. Moulage de microstructure de PDMS : Pendant I’expérience, le moule
assisté par micro-aspiration est placé sur une lame de verre standard,
qui a été auparavant activée par un plasma oxygéne pour que le PDMS
se lie de maniére covalente sur le verre. Ensuite, la pompe & vide est
allumée et un mélange de PDMS :réticulant 10:1 est étalé & 'entrée du
moule (sur sa bordure). Quand la cavité du moule est remplie, aprés 2
minutes, le montage est placé sur une plaque chauffante a 90°C pen-
dant 2 min. pour réticuler le PDMS des structures. Aprés avoir refroidi
jusqu’a température ambiante, le moule est enlevé, laissant la réplique
de PDMS sur le verre.

2. Dépot de quantum dot (QD) : Une solution aqueuse de QD CdSe/ZnS
a été utilisée pour la démonstration du dépot guidé par aspiration. La
solution de quantum dot a été introduite dans les cavités du moule
en utilisant la méme procédure que pour le moulage du PDMS. A la
place du traitement thermique, le solvant contenu dans la solution de
quantum dot a juste été laissée évaporer a travers la membrane de
PDMS. Aprés 10 min. d’aspiration, le moule est séparé du substrat,
laissant apparaitre des dépots de QDs bien délimités.

3. Moulage de gel d’agar : La méme technique a été utilisée pour mouler
des structures en gel d’agar. Une fois le gel préparé (1,5%wt dans de
leau DI 4 80°C), il a été aspiré dans le moule au dessus de sa tempéra-
ture de fusion (70°C). Aprés 5 min, le temps du remplissage, le moule
a été refroidi jusqu'a la température ambiante puis séparé du substrat.
Nous avons obtenu de cette maniére des structures de gel d’agarose
solidifié sur le substrat.

La figure 4.13 montre les résultats obtenus par MAAL en utilisant les dif-
férentes stratégies de moulage. Plus particuliérement, la figure 2A montre les
motifs nanométriques obtenus par MAAL. La planéité des motifs sur de longues
distances n’est pas trés homogéne, ce qui peut rendre difficile le transfert sur une
couche inférieure. Ce défaut pourrait étre évité en réduisant la taille du réseau
de micro-aspiration et en augmentant ’épaisseur de la membrane de PDMS.

Le remplissage capillaire des moules de MAAL permet la formation de struc-
tures avec des matériaux plus exotiques. La figure 4.13B montre des microstruc-
tures fabriquées par remplissage capillaire MAAL aprés un traitement de 2 min.
a 90°C. Bien que le remplissage capillaire puisse étre réalisé sans aspiration, 3
min. seulement sont nécessaires pour remplir complétement la surface du moule
(4 cm?), alors que plus de 20 min. seraient nécessaires sans aspiration. Evi-
demment, la MAAL permet de largement accélérer les procédés de moulage et
permet de remplir plus facilement les structures d’ou Iair ne peut s’échapper.
De plus, les matériaux non-mouillants peuvent également étre moulés de cette
maniére, ce qui n’est pas le cas du MIMIC classique. Bien que cette technique se
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100 pm

FI1GURE 4.13 — Exemple de réalisation par lithographie assistée par microaspi-
ration. A) Image SEM de piliers de 150 nm de diamétre, 150 nm de hauteur,
réalisé par UV-NIL assisté par micro-aspiration. B) Image optique en trans-
mission de trous de 100 um de diamétre dans une membrane de PDMS de 20
um d’épaisseur réalisée par lithographie capillaire assistée par micro-aspiration.
C) Image de microscopie en fluorescence de bandes de QD de 40 pm de large
réalisées par lithographie capillaire assistée par micro-aspiration. D) Image de
microscopie en transmission d’un mur d’agarose de 20 um de haut et 40 pm de
large réalisé par lithographie capillaire assistée par micro-aspiration.
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limite & la fabrication de structures connexes, nous pensons qu’elle pourra étre
utile pour de nombreuses applications. Par exemple, elle permet de fabriquer des
membranes de PDMS trouées, structures difficiles & obtenir étant donné que le
PDMS se grave difficilement. Pour montrer la large applicabilité de cette tech-
nique, le remplissage capillaire a été utilisé pour produire des motifs de quantum
dot (figure 4.13C) ou des structures en gel d’agar (figure 4.13D) pour des ap-
plications particuliéres, par exemple dans le domaine de la nano-photonique et
I’électrophorése microfluidique.

Cette méthode pourrait également étre utilisée pour fabriquer des matrices
pour la croissance de tissus artificiels complexes [64] qui nécessitent la fabrication
de structures tridimensionnelles de matériaux biocompatibles et/ou biodégra-
dables, souvent des gels naturels ou artificiel [65, 66] qui ne sont pas compatibles
avec les procédés de photolithographie classique.

4.2.2 Discussions

Pour mieux comprendre les limitations inhérentes & ’aspiration, considérons
une structure en forme de cavité rectangulaire de longueur L et de largeur h, se
remplissant par aspiration (figure 4.14).

e Vide
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FI1GURE 4.14 — Modéle d’une structure & mouler de longueur L et de hauteur
h. L’air est évacué a travers une barriére de PDMS d’épaisseur e, a cause de
la différence de pression entre les réseaux d’aspiration et ’air contenu dans
la structure. Cette dépression dans les structures est responsable d’un flux de
matiére dans le moule.

Trois phénoménes doivent étre pris en compte. Tout d’abord, la vitesse de
remplissage de la cavité est limitée par la viscosité du matériau a mouler. Et
la géométrie du capillaire. Dans Papproximation de lubrification, le débit de
matiére peut s’exprimer par :

Q="r— (4.21)

Ou AP est la dépression dans la cavité et 7 est la viscosité du matériau de
remplissage. Ainsi, le temps requis pour remplir la cavité est défini par :

APR?

tremp = ——= 4.22
P 12nL2 ( )

Ensuite, la dépression du vide généré pendant le remplissage de la cavité est
le résultat de Iaspiration réalisée par les canaux de micro-aspiration du moule.
Cette dépression dépend du débit d’air & travers la membrane de PDMS. Comme
nous l'avons déja vu dans la section précédente, le débit d’air volumique est
donné par la loi de Darcy :



4.2. MOULAGE PAR MICROASPIRATION 61

A.P
Qasp = e AP (423)

Ou P est la perméabilité du PDMS a lair, e et A sont respectivement I’épais-
seur et la surface effective de la membrane de PDMS et AP est la différence
de pression entre la cavité se remplissant et le réseau d’aspiration. En utilisant
un développement similaire de celui réalisé au chapitre 4.1.3 (equation 4.18), on
trouve un temps de remplissage :

e L
t'r‘emp = m (Qh + hlog (h + 1)) (424)

A partir des équations 4.22 et 4.24, on peut en déduire des contraintes sur
la longueur L et la largeur h des structures pour un temps de réplication rai-
sonnable. Pour finir, leffet principal sur le remplissage capillaire est la force
capillaire. Dans certains cas, le matériau de remplissage ne mouille pas bien le
PDMS ou le substrat. Comme la force capillaire est fonction de la taille de la
cavité et de la tension de surface du matériau, on peut anticiper a partir de la
loi de Laplace les conditions dans lesquelles ’aspiration générera une différence
de pression supérieure a la pression capillaire. En premiére approximation, cela
impose la condition :

2y

h> L .
> <F (4.25)

Ces contraintes géométriques peuvent étre résumées comme sur le diagramme
de la figure 4.14, qui aide & visualiser les zones intéressantes de la technique
MAAL. La zone grisée sombre correspond aux géométries les plus appropriées
pour le moulage assisté par micro-aspiration qui couvre partiellement les zones
d’intérét de la lithographie molle conventionnelle et de la lithographie capillaire.
Dans les zones grisées claires, les forces capillaires seront généralement domi-
nantes mais ’assistance de la micro-aspiration reste intéressante pour évacuer
I’air enfermé dans les cavités du moule.
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F1GURE 4.15 — Zone d’application des technologies de moulage en fonction de
la longueur L et de la hauteur h des tructures & répliquer. La zone de travail
habituelle des technologies les plus courantes est indiquée. Les zones en pointillé
donnent les zones d’extension probable de la micro-aspiration. Ce graphe sup-
pose une viscosité faible ( = 1 cps), un bon vide (AP = 1 atm) et un temps
maximum admissible pour le moulage de 100 s.

4.3 Transfert de matiére monolithique

La fabrication de motifs de matiére en volume peut également se faire par
des méthodes de transfert comme pour le microcontact printing. Ce type de dé-
pot ne permet pas de définir des motifs & trés haute résolution car si le matériau
& transférer est monolithique, la création des motifs doit passer par la création
de fractures dont la géométrie reste incertaine. D’autre part, une attention par-
ticuliére doit étre portée sur les différences d’affinité de la matiére & déposer
entre le substrat et le tampon, car la force nécessaire pour créer ces fractures
peut étre importante.

Nous avons réalisé, en utilisant cette méthode, des motifs de PDMS de 800
nm d’épaisseur sur des lamelles de verre.

En effet, la fabrication de ces motifs n’est pas aisée. 1l est possible de graver
le PDMS par voie chimique ou par gravure séche RIE, mais la premiére ne
permet pas de définir de motif, la solution de gravure n’étant pas compatible
avec les résines habituelles et la seconde ne permet pas d’obtenir des états de
surface de qualité optique sur les zones gravées. Pour pallier ces inconvénients,
les motifs de PDMS peuvent étre réalisés par moulage suivi d’une gravure de la
couche résiduelle [67], mais ce procédé n’est pas compatible avec les couches trés
minces. Enfin, il existe également du PDMS photosensible [42] permettant de
simplifier la procédure technologique, mais sa biocompatibilité n’est pas avérée.

La figure 4.16 illustre le principe du procédé. Tout d’abord, la couche mince
de PDMS & transférer est déposée par spin-coating sur une galette de silicium
ayant subi un traitement antiadhésif. Le tampon en PDMS utilisé pour le trans-
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fert est appliqué sur la couche mince puis recuit pendant 15 min pour augmenter
son adhésion. Lorsque le tampon est décollé & chaud, c’est toute la membrane
qui se décolle avec lui. En refroidissant, le PDMS se regorge de gaz si bien que
la membrane est plaquée le long du moule. Un traitement plasma est ensuite
appliqué sur 'autre face de la membrane et sur la lamelle de verre de maniére &
les coller irréversiblement. Aprés assemblage, la structure lamelle/couche mince
de PDMS/tampon est recuite pour activer la réaction. Lorsque le tampon est
décollé de la structure, les zones de la couche mince qui ne sont pas en contact
avec le verre restent collées sur le tampon et la membrane n’est transférée sur
la lamelle que suivant les motifs présents sur le tampon.

Tampon de PDMS Aprés 15 min a 100°C :
traité TMCS Adhésion intermédiaire

SIS /- ' [
film de PDMS \ \ motifs en PDMS

Silicium traité Lamelle de verre traité plasma :
Anti-adhésif Adhésion forte

PDMS

Bactéries E-Coli

FIGURE 4.16 — Transfert de couche mince de PDMS. 1) Une couche mince de
PDMS est transférée sur un tampon en PDMS. 2) Lors de lapplication de ce
tampon sur une lamelle de verre, seuls les motifs sont transférés. 3) Ces motifs
permettent de réaliser des canaux de faibles épaisseurs dans une structure Verre-
PDMS-Verre. Photo : monocouche de bactérie E-coli cultivée dans un canal de
800 nm d’épaisseur. La barre représente 25 pm.
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Méthode

Tampon en PDMS. Le tampon en PDMS est moulé sur une galette de
silicium contenant des motifs photolithographié de 10 um d’épaisseur en AZ
9260 (cf. annexe B.1). Le tampon ne doit pas avoir une épaisseur supérieure
4 b mm. Dans le cas contraire, les contraintes dues aux gradients thermiques
dans le tampon provoque sa distorsion et son décollement subséquent. La
veille de son utilisation, il est exposé & des vapeurs de TMCS pendant 30 min,
puis chauffé en étuve a 80°C pendant 1 h.

La galette de silicium supportant le film précurseur est préparée par un
traitement au plasma air (Harrick plasma cleaner, 2 min, 500 mTorr, puissance
max) suivi de 5 min d’exposition & des vapeurs de TMCS avant un recuit de
10 min & 95°C sur plaque chauffante.

PDMS. Pour réaliser une couche mince de PDMS, des mélanges de
PDMS:toluéne (1:7) et réticulant:toluéne (7:1) sont préparés la veille et agi-
tés a 'aide d’un agitateur magnétique pendant 24 h. Quelques millilitres de
ces solutions sont mélangés juste avant le dépot & raison d’un rapport 30:1
(solution de PDMS:solution de réticulant).

Transfert. Le mélange de PDMS est déposé par spin-coating (30 s a 5000 rpm
avec une accélération de 2000 rpm/s) sur la galette de silicium qui est ensuite
recuite a 95°C sur plaque chauffante pendant 15 min. Le moule est appliqué
sur le film de PDMS, puis recuit pendant 10 min & 95°C sur plaque chauffante.
Enfin, le tampon est décollé de la galette de silicium, emportant avec lui une
partie du film, passé au plasma air avec la lamelle de verre pour activation
(Harrick plasma cleaner, 30 s, 500mTorr, puissance max), puis appliqué sur
la lamelle de verre activé pour le collage. La structure Verre/PDMS/Tampon
est recuite 5 min & 95°C sur plaque chauffante avant de décoller le tampon
du film de PDMS. Le film de PDMS reste alors collé sur la lamelle suivant les
motifs du tampon.

Scellement du dispositif. Pour réaliser le dispositif verre/PDMS /verre, la
lamelle contenant les motifs en PDMS et une autre lamelle de verre conte-
nant des trous réalisés par sablage sont activés par une étape plasma (mémes
conditions 30 s) puis assemblés sous presse a une pression de 2 Bar pendant
30 min a 60°C. Les dispositifs étant trés fragiles, il est conseillé d’enfermer
I’assemblage entre deux galettes de silicium couvertes d’une fine couche de
PDMS pour limiter les risques de fracture lors de 'opération de pressage.

Ces motifs nous ont permis de fabriquer des structures verre-PDMS-verre
formant des canaux de 800 nm d’épaisseur qui conservaient la qualité optique
du verre en s’affranchissant de la couche de PDMS inévitable dans les procé-
dés de moulage. Ces dispositifs ont été fabriqués en étroite collaboration avec
Alice Demarez de ’équipe de Frangois Taddei (INSERM) dans le cadre d’une
collaboration pour développer des systémes de culture de bactéries & 2 dimen-
sions destinés & étudier leur vieillissement [68]. Pouvoir cultiver de nombreuses
bactéries sur deux dimensions est nécessaire pour suivre leur évolution sur de
nombreuses générations. Il est nécessaire pour cela de les contraindre mécani-
quement. La culture peut étre réalisée dans un simple dispositif en PDMS, mais
celui-ci produit beaucoup de bruit sur les images en contraste de phase ce qui
n’était pas compatible avec les traitements d’images utilisés. Nous avons donc
développé ces structures verre-PDMS-verre pour obtenir des canaux qui ont
permis de réaliser des cultures de la bactérie Escherichia coli & deux dimensions
sur de grandes surfaces, comme on peut le voir sur la figure 4.16.
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4.4 Conclusion

Nous avons présenté dans ce chapitre une nouvelle méthode utilisant le vide
dans des microsystémes en PDMS pour appliquer indirectement des dépressions
dans des canaux. Nous avons montré que cette approche pouvait étre utilisée
dans différentes circonstances pour induire le déplacement de liquides.

Tout d’abord, nous avons montré le potentiel de manipulation de liquides
dans ce type de puce en PDMS en couplant la micro-aspiration avec des micro-
vannes intégrées. La possibilité de distribuer des liquides a partir d’un réservoir
a été démontrée ainsi que la possibilité de déplacer des gouttes d’eau dans des
canaux emplis d’air. A Vinterface entre la microfluidique digitale et la micro-
fluidique de flux, nous avons montré que des gouttes pouvaient facilement étre
générées & partir de solutions d’intérét biologique et déplacées indépendamment
a travers des réseaux microfluidiques complexes. Nous avons également montré
qu’un controéle précis du volume pouvait étre obtenu, que les volumes morts
pouvaient étre optimisés et que le probléme des bulles était évité. Cette étude
montre que cette technologie pourrait étre d’un intérét majeur pour une large
gamme d’applications comme pour la cristallisation de protéines, la distribu-
tion de réactifs dans les systémes microfluidiques, la manipulation de cellules ou
encore les tests immunologiques.

Pour décrire quantitativement le comportement des dispositifs utilisant la
micro-aspiration, nous avons ensuite proposé un modéle théorique simple. Des
dispositifs basiques ont été utilisés pour caractériser quantitativement les per-
formances de nos dispositifs et pour vérifier la pertinence de nos modéles. Les
données expérimentales sont en bon accord avec les prédictions théoriques et
& partir de ces résultats, nous avons discuté les limites de la méthode. Aussi
bien la théorie que lexpérience indique que : i) des débits proportionnels a
la surface d’aspiration peuvent étre obtenus pour certaines géométries; ii) La
micro-aspiration peut difficilement induire un mouvement de liquide au-dela
d’une certaine distance & cause d’un flux d’air supplémentaire di au dégazage
du PDMS; iii) le remplissage de cavités fermées requiert un temps minimum qui
augmente logarithmiquement avec la surface de la cavité. Cette étude devrait
aider & la conception de dispositifs basés sur la micro-aspiration et, de maniére
plus générale, permettre de mieux comprendre le comportement des systémes
microfluidiques fabriqués dans des matériaux trés perméables comme le PDMS.

Cette méthode de micro-aspiration a plus particuliérement été appliquée
au moulage de matériaux monolithiques sur des surfaces solides. Nous avons
présenté deux approches possibles pour cette technique. La premiére est basée
sur l'impression directe d’une résine réticulable par UV et la seconde permet
le remplissage capillaire de différents matériaux liquides. Nous avons également
donné une analyse semi-quantitative pour comprendre les limitations de ces
approches. Plus d’investigations serait néanmoins nécessaires pour explorer le
potentiel de la méthode.

Pour finir, nous avons présenté une autre méthode similaire au microcontact
printing, mais permettant un transfert partiel de couches minces de PDMS
suivant des motifs prédéfinis. Cette technologie nous a permis d’obtenir des
canaux réalisés dans un sandwich verre/PDMS /verre de 800 nm d’épaisseur qui
a été appliqué a la culture bidimensionnelle de la bactérie E-coli.
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Deuxiéme partie

Microfluidique et fabrication
de vésicules géantes

67






Chapitre 1

Les vésicules unilamellaires
géantes

ES vésicules lipidiques, ou liposomes, sont de petites poches d’eau 4 la peau
L grasse, ayant des propriétés remarquables : dans les cellules vivantes, elles
servent & compartimenter les différentes fonctions cellulaires et sont le consti-
tuant de base de chaque organelle. Fabriquées artificiellement, on en retrouve
dans des produits cosmétiques et certains médicaments. Mais leur heure de gloire
est peut-étre encore & venir...

Dans ce premier chapitre, aprés une bréve explication de la nature des vé-
sicules, nous résumerons les principaux domaines d’application de ces petits
objets et les espoirs qu’ils suscitent. Que ce soit pour la recherche fondamen-
tale en biophysique et en biologie cellulaire ou pour la fabrication de nouveaux
vecteurs thérapeutiques et microréacteurs chimiques; les vésicules continuent
& susciter un intérét grandissant pour de nombreuses applications. Nous nous
pencherons ensuite sur les vésicules unilamellaires géantes (GUV) qui attirent
particuliérement l'attention par leur statut de briques de base des cellules ar-
tificielles. Nous verrons que ces nouveaux étres brouillent la frontiére entre le
monde du vivant et le monde des objets artificiels, ouvrant de nouvelles pers-
pectives de développement inespérées auparavant. Dans une derniére partie, les
différentes méthodes de fabrication des vésicules et plus particuliérement des
GUYV seront revues pour mieux comprendre le contexte des chapitres suivants,
notamment les récentes avancées concernant le controle de la taille des GUV
qui ont largement bénéficié des micro-technologies.
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1.1 Les vésicules

Les vésicules sont des compartiments étanches et souples séparant deux
milieux. L’étiologue entendra par vésicule un organe enfermant un liquide, le
physico-chimiste un assemblage supramoléculaire formant une poche sphérique
et le biophysicien un compartiment sphérique dont la membrane est constituée
de bicouches lipidiques qu’il appellera également liposome.
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FIGURE 1.1 — La membrane cellulaire est une structure complexe composée
d’une matrice de phospholipide dans laquelle diffusent de nombreuses protéines.
Adapté de [69]

Les vésicules ont attiré ’attention des scientifiques par leur ressemblance
avec la cellule vivante. D’un coté, les cellules sont des objets vivants délimités
par une paroi, la membrane cellulaire, qui controle les échanges entre l'intérieur
et Pextérieur de la cellule. La membrane cellulaire est une structure complexe,
de seulement quelques nanométres d’épaisseur, dont la composition peut varier
de maniére importante d’une cellule & ’autre. Elle contient principalement des
phospholipides, qui forment une matrice souple et latéralement liquide dans
laquelle diffusent de nombreuses protéines qui réalisent des fonctions variées :
de structure, de transport, de signalisation ou encore de catalyse (figure 1.1).
De ’autre coté, les vésicules sont des objets artificiels, plus ou moins sphériques,
de composition trés simple mais possédant également une membrane séparant
un volume de liquide du monde extérieur. Le point commun de ces deux objets
est la molécule de phospholipide.

1.1.1 Les phospholipides

Les phospholipides sont des molécules amphiphiles composées d’une téte
hydrophile, qui aime ’eau, et d’une queue hydrophobe, qui ne I’aime pas. Ils
sont phospho & cause du groupe phosphate qu’ils ont dans la téte et lipide par
leur longue queue aliphatique qui est généralement double mais parfois simple
voire triple (voir figure 1.2A).

Les différents types de phospholipides peuvent se caractériser en premier
lieu par la longueur de leur chaine hydrocarbonée qui peut aller de 12 a 24
carbones ainsi que par leur degré d’insaturation. La longueur de la chaine a
évidemment une influence sur la longueur de la molécule, mais surtout sur la
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température de transition 7T, entre la phase gel et la phase cristal liquide. Dans
la phase gel les molécules sont cristallisées et ont peu de degrés de liberté, alors
que dans la phase cristal liquide les chaines sont désordonnées et les molécules
peuvent facilement se déplacer les unes par rapport aux autres, comme dans un
liquide. Plus la queue est longue, plus T}, est élevé. La présence d’insaturations
introduit des coudes dans la chaine ce qui rend la cristallisation plus difficile et
fait baisser T},. La queue des phospholipides la plus courante que ’on trouve
dans les membranes cellulaires est composée de deux chaines de 18 carbones
insaturés que ’on appelle dioleyl (DO).

Une autre caractéristique d’un phospholipide est la nature de sa téte. Elle
peut étre zwinterionique, par exemple phosphatidylcholine (PC) et phospha-
tidylglycerol (PG), ou chargée négativement, par exemple phosphatidylsérine
(PS) et phosphatidyléthanolamine (PE). La figure 1.2C donne & titre indicatif
la composition typique d’une membrane cellulaire par téte de phospholipide. 11
n’existe pas de phospholipides naturels chargés positivement dans les conditions
de pH physiologique, mais on peut avantageusement utiliser comme modéle ex-
périmental des molécules similaires de synthése comme le DOTAP.

Pour simplifier la lecture des noms des phospholipides, on utilise des acro-
nymes qui donnent une information sur la nature de la chaine et de la téte de
la molécule. On comprendra par exemple par DPPC, I'abréviation pour DiPal-
mitic (2 fois 16 carbones) -PhosphotidylCholine (téte zwinterionique contenant
le phosphate négatif et la choline positive).

Pour de plus amples informations sur les phospholipides, on trouvera dans
[70] les propriétés thermodynamiques de ces molécules et dans [71] une petite
rétrospective de leurs propriétés dynamiques dans les membranes.

1.1.2 Des phospholipides a la vésicule

C’est le caractére amphiphile des phospholipides qui est responsable de leur
agrégation en structures ordonnées, aussi bien dans leur état cristallin qu’en pré-
sence d’un solvant polaire comme I’eau. L’analyse thermodynamique du compor-
tement de ces molécules, trés bien décrit par Israelachvili [72], permet de dégager
la notion de géométrie de la molécule. La taille de la téte par rapport a la taille
de la queue, la température et la présence de solvants détermine ’organisation
nanoscopique de la phase, qui peut prendre différentes géométries (micelles, cy-
lindres, lamelles...) formant parfois des diagrammes de phases trés complexes.
Les phospholipides qui forment des vésicules sont tous & peu prés cylindriques et
forment généralement des phases lamellaires en I’absence de solvant : les queues
hydrophobes s’alignent les unes contre les autres, formant ainsi des membranes
composées de deux couches de molécules (voir figure 1.2A). Cette organisation
est suffisamment stable pour étre conservée au-deld de la température de fusion
et montre typiquement dans ce cas une structure cristal liquide lyotropique.

Lorsque la quantité de solvant est importante en comparaison de la quantité
de phospholipide, ces lamelles peuvent se refermer sur elles-mémes et former
des vésicules. Comme l'illustre la zoologie présentée en figure 1.2B, les formes
prises par les vésicules peuvent étre variées. Elles peuvent étre multilamellaires
(MLV) si la membrane est composée de plusieurs bicouches de phospholipides
ou unilamellaires si une seule bicouche est présente. Dans ce cas, on parlera
alors, en fonction de leur taille, de petite vésicule unilamélaire (SUV) jusqu’a
100 nm, de grande vésicule unilamellaire (LUV) jusqu’a 1 pm et de vésicules
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FI1GURE 1.2 — Les liposomes : des vésicules composées de phospholipides. A)
Les phospholipides sont des molécules amphiphiles composées d’une queue ali-
phatique hydrophobe et d’une téte amphiphile contenant un groupe phosphate
lié & une autre fonction. Quatre exemples : choline (PC), Sérine (PS), Etha-
nolamine (PE) ou Glycérine (PG). B) Les vésicules unilamellaires (Unilamel-
lar Vesicle, UV) peuvent étre petites (Small Unilamellar Vesicle, SUV) grandes
(Large Unilamellar Vesicle, LUV) ou géantes (Giant Unilamellar Vesicle, GUV).
Les vésicules mulitlamellaires (MultiLamellar Vesicle, MLV) peuvent étre oli-
golamellaires (OligoLamellar Vesicle, OLV), multivésiculaires (MultiVesicular
Vesicle, MVV) ou en myéline. C) Composition lipidique de la membrane des
érythrocytes (globules rouges) d’aprés [73]. On y trouve des phosphatidylcho-
lines (PC), des phosphatidylethanolamines (PE), des sphingomyelines (SM) et
des phosphatidylserines (PS), mais aussi des acides phosphatidiques (PA) et des
phosphatidylinositols (PT).
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unilamellaire géante (GUV) au-dela. On trouvera également dans la littérature
les termes de vésicules oligolamellaires (OLV) lorsque le nombre de couches est
faible mais supérieur & un (SOV,LOV,GOV pour les petites, grandes vésicules et
vésicules oligolamellaires géantes respectivement), de vésicules multivésiculaires
pour les vésicules contenant d’autres vésicules (MVV) et de structure en myéline
lorsque le nombre de lamelles trés élevé forme une structure apparemment dense.
Ces structures particuliéres sont généralement indésirables, mais peuvent parfois
étre utilisées & des fins spécifiques.

1.2 Applications des vésicules

Débutées en 1965, les premiéres études sur les vésicules ont eu pour objet
de comprendre leurs propriétés fondamentales. L’idée de les utiliser comme vec-
teur thérapeutique est née dans les années 70 et a évolué ensuite. Les petites
vésicules de 100 nm, faciles & produire en grand volume et qui peuvent étre trés
stables, ont largement été utilisées en cosmétique pour controler la rhéologie
du produit. Plus récemment, Les GUV, plus fragiles et plus difficiles & élaborer
ont été plus étudiées comme modéle cellulaire artificielle. Parallélement, I’avan-
cée des technologies et plus particuliérement D'apparition de la microfluidique
laisse également envisager de les utiliser comme réacteur chimique. Nous allons
développer ici les trois principales applications.

1.2.1 Applications thérapeutiques

Dés 1972, des équipes de recherche ont cherché 4 utiliser les liposomes comme
vecteurs thérapeutiques. Cet outil a évolué et a abouti & quelques réalisations
commerciales. Les liposomes ont un intérét en pharmaceutique car ils peuvent
étre utilisés comme des containers mésoscopiques ayant une trés bonne biocom-
patibilité. Quatre applications sont principalement visées [74] :

1. Comme régulateur. Les liposomes peuvent étre utilisés comme des
containers laissant diffuser un médicament lentement.

2. Comme transporteur. Ils peuvent optimiser U'efficacité de certaines thé-
rapies et en diminuer les effets secondaires en ciblant I'organe malade et
en y délivrant leur contenu. Naturellement, les liposomes ont tendance &
se concentrer dans le foie et les organes hypervascularisés (par exemple
certains cancers) : ce sont des cibles qui seront naturellement privilégiées
par le traitement. De plus, il est envisageable de cibler un type cellulaire
particulier en ajoutant des anticorps & la surface des liposomes (immuno-
liposomes).

3. Comme vecteur de thérapie génique. Les liposomes pouvant dans
certain cas fusionner avec les cellules et déverser leur contenu dans le
cytoplasme, cela en fait de bons candidats pour construire des vecteurs
non viraux de matériel génétique.

4. Comme vaccin. En exprimant des antigénes & leur surface, les liposomes
peuvent étre utilisés pour activer le systéme immunitaire sans embarquer
de matériel génétique a risque, comme c’est le cas pour les souches infec-
tieuses désactivées utilisées habituellement.

L’efficacité de ces applications dépend de 4 critéres :
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1. Encapsuler efficacement les molécules d’intéréts dans les vésicules.
2. Augmenter le temps de circulation des vésicules dans le sang.

3. Reconnaitre efficacement une cible.

4. Controler les mécanismes de délivrance du contenu du liposome.

Des réponses ont été trouvées dont certaines ont donné lieu & des tests cli-
niques et a la fabrication de nouveaux médicaments actuellement commercia-
lisés. Mais la portée de ces technologies reste limitée & quelques pathologies.
Des progrés importants sont attendus pour en faire un vecteur générique et
efficace. On trouvera dans [75] le détail des principales techniques utilisées en
vectorisation avec des liposomes.

Les GUV en thérapeutique

Jusqu’a présent, les vésicules les plus utilisées en thérapeutique sont des SUV
d’environ 100 nm de diamétre, car elles ont le temps de circulation le plus long
et se concentrent naturellement dans les zones fortement vascularisées comme
les tumeurs cancéreuses. Sans protection, les GUV sont rapidement détruites
dans la circulation sanguine et peuvent difficilement atteindre une cible donnée
a cause de leur grande taille [76, 75]. Néanmoins, suffisamment bien protégées,
elles pourraient avantageusement étre utilisées comme container géant pour une
diffusion progressive et contrélée de médicaments sur de longues périodes et elles
pourraient également intéresser les applications non circulantes, par exemple en
ophtalmologie ou en dermatologie [76]. Actuellement, aucun traitement théra-
peutique commercial n’utilise des GUV et leur utilisation en pharmaceutique
restera peut étre cantonnée dans les laboratoires ou elles peuvent servir de mo-
déles géants des plus petits liposomes, pour mieux en comprendre les propriétés.

En revanche, les GUV pourraient avoir un role fonctionnel en supportant
le métabolisme déficient d’un malade. On trouve par exemple des tentatives de
fabrication de globules rouges artificiels en encapsulant de I’hémoglobine dans
des vésicules géantes [77] (figure 1.3E). Plus évolués, ces bioréacteurs pourraient
devenir de véritables cellules artificielles.

1.2.2 Cellules artificielles

Au-dela de la volonté de fabriquer des réacteurs biochimiques biomimétiques,
les cellules artificielles, dont la figure 1.3A donne une illustration, offrent un ou-
til expérimental intéressant pour mieux comprendre les mécanismes cellulaires.
Les méthodes traditionnelles de la biologie cellulaire contiennent des outils trés
performants pour découvrir les éléments nécessaires & une fonction biologique
donnée, mais rares sont les fonctions dont le mécanisme peut étre décrit défini-
tivement par ces méthodes sans reproduire la fonction in vitro. Un des grands
intéréts des technologies visant le biomimeétisme est de pouvoir reproduire des
systémes biomimétiques toujours plus complexes et ainsi reproduire les systémes
minimaux qui permettent de prouver les éléments suffisants & une fonction bio-
logique donnée [78]. Ce type d’approche intéresse également I'industrie phar-
maceutique car elle permet d’avoir des données quantitatives sur les réactions
biochimiques visées et sont de bons outils pour tester 'influence de drogues sur
un systéme.

A Davenir, les cellules artificielles pourraient poser les bases de vecteurs thé-
rapeutiques intelligents en mimant le comportement de cellules vivantes comme
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celui des bactéries infectieuses ou encore pallier certaines déficiences cellulaires
du corps en utilisant des étres artificiels réalisant la fonction déficiente. Une nou-
velle approche visant & fabriquer des systémes presque vivants pourrait donner
naissance & de nouvelles thérapies ayant les avantages de 'utilisation de vecteurs
réellement vivants, sans certains inconvénients (contamination par des patho-
génes ou compatibilité immunologique). D’un point de vue plus fondamental, la
connaissance de ces systémes pourrait permettre de créer de nouveaux modéles
de systémes auto-répliquants dans des conditions prébiotiques plausibles pour
éclaircir la genése des premiéres réplications cellulaires, étape-clé de 'origine de
la vie [79].

Historiquement, le biomimétisme des vésicules a tout d’abord intéressé les
biophysiciens pour I’étude des propriétés physiques des membranes. Leur ob-
servation en microscopie optique a permis d’identifier la séparation de phase de
certains mélanges de phospholipide [80] et en présence de protéines [81]. Ce type
d’étude permet d’étudier quantitativement le comportement des « rafts » des
membranes biologiques, ilots de composition spécifique responsable de 'orga-
nisation spatiale des protéines membranaires [82]. D’autre part, les propriétés
mécaniques des membranes peuvent étre analysées en fonction des différents
paramétres environnementaux, de composition de la membrane [83], de la pré-
sence d’un proto-cytosquelette [84, 85, 86] et ainsi offrir des modéles mécaniques
quantitatifs des membranes permettant de mieux comprendre comment est dé-
finie la forme des cellules vivantes [86], leur rigidité [84], leur déformation lors
de la division cellulaire [85], le repliement de leurs organelles [87] ou encore les
mécanismes de 'exocytose [88]. De maniére analogue, ’étude des interactions
de surface entre les GUV et des interactions entre les GUV et un substrat per-
met d’établir des modéles sur les mécanismes d’adhésion et de dé-adhésion des
cellules vivantes [89].

Par une autre approche biomimétique, les GUV ont également été utilisées
comme cellules modéles pour caractériser un phénomeéne exterieur. Par exemple,
Romer et al. ont montré en utilisant des GUV comme cellule modéle que la
bactérie Shiga toxin n’utilisait pas le systéme d’endocytose de la cellule hote
pour Penvahir [90].

Une seconde génération de cellule artificielle vise l'inclusion de systémes
d’expression génétique reconstitués artificiellement dans des vésicules géantes.
Celles-ci permettent d’étudier D'effet du confinement et de la raréfaction des
molécules sur les réactions biochimiques en ceuvre lors de la translation et de
Pexpression de protéines comme nous le verrons plus en détail dans le chapitre
4.2.3 [92, 91]. Ces recherches visent & terme la synthése d’un systéme cellulaire
minimal permettant d’identifier précisément le role de chacun de ses composants
[89]. Mais pour atteindre cet objectif, un travail de recherche important reste a
faire, notamment dans les méthodes de fabrication des vésicules.

1.2.3 Reéacteur chimique

Comme il est possible d’enfermer des molécules dans les vésicules, celles-ci
peuvent servir de réacteurs chimiques. Yamashita et al. ont par exemple montré
qu’il était possible de cristalliser des protéines dans des vésicules géantes [93]
et Orwar et al. ont montré la possibilité de connecter les vésicules les unes avec
les autres pour former des réseaux, laissant leur contenu circuler & travers des
tubules de phospholipide [94] (figure 1.4A).
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FIGURE 1.3 — Cellules artificielles. A) Schéma de principe d’une cellule artifi-
cielle. Elle est composée d’une membrane de phospholipide pouvant contenir des
protéines membranaires pour communiquer ou acquérir de I’énergie et contient
le matériel nécessaire a I'expression de protéines. B) Déformation d’une vésicule
par un anneau de FtsZ (jaune), protéine d’importance pour la division des bac-
téries. Extrait de [85]. C) Expression de protéines membranaires fluorescentes
a-Hemolysin-eGFP dans la membrane d’'une GUV contenant un extrait de bac-
térie E. coli. Extrait de [91]. D) Séquence d’image illustrant ’exocytose d’un
colorant fluorescent dans une vésicule. Extrait de [88]. E) A gauche : globule
rouge naturelle. A droite : globule rouge artificiel formé de vésicules contenant
de I'hémoglobine et des enzymes. Extrait de [77].

FIGURE 1.4 — Les vésicules comme réacteurs chimiques. A) Réseau de vésicules
connectées par des tubes nanométriques de phospholipide. extrait de [94]. B)
Matrice de vésicules fixées sur une surface par des couples biotine-streptavidine.
Extrait de [95].
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D’un point de vue plus industriel, les vésicules géantes sont également de
bons candidats pour servir de micro-compartiments pour réaliser du criblage &
haut débit de réactions chimiques [96]. Ce type de réacteur a 'avantage d’avoir
des propriétés de surface ajustables et peut étre adressé par un marquage chi-
mique 3 lextérieur de la membrane, lui permettant de retrouver une cible sur
une surface. Les réactions pourraient alors étre réalisées en solution sur un grand
nombre de petites vésicules contenant chacune une condition particuliére & la-
quelle correspond un code exprimé & sa surface. A l'instar des puces 4 ADN,
les résultats des réactions peuvent alors étre analysés sur une matrice de points
adressant individuellement une condition particuliére identifiée par son code
[95] (figure 1.4B). D’autre part, la porosité de la membrane des vésicules peut
étre controlée de lextérieur par changement de température [97] ou a laide
de facteurs chimiques comme la gramicidine A [95], permettant de déclencher
des réactions en modifiant I’environnement chimique de macromolécules enfer-
meées dans les vésicules. De tels réacteurs chimiques pourraient étre utiles pour
réaliser certaines fonctions biologiques par biomimétisme. Duan et al. ont par
exemple montré la possibilité de produire de ’énergie en utilisant la protéine
membranaire ATPsynthase qui fabrique de ’ATP & partir de gradient de pH
[98].

A Dextréme, ce biomimétisme peut également mener au développement de
cellules artificielles programmées pour réaliser des réactions chimiques com-
plexes. De nombreuses recherches sont actuellement en cours pour mettre en
place des systémes d’évolution dirigée in wvitro par un jeu de mutations et de
sélections dans un systéme artificiel programmé pour exprimer une certaine
protéine. Ce type de systéme a pour but d’optimiser la fonction d’une protéine
suivant certains critéres. La nécessité de ces systémes de compartimenter la sé-
lection de génes et d’approcher de plus en plus les performances des cellules
vivantes pour pouvoir produire des protéines plus complexes, rend 'utilisation
de vésicules inéluctable [99].

1.3 Les méthodes de fabrication

1.3.1 La fabrication de vésicules

De nombreuses méthodes ont été développées pour fabriquer des vésicules et
chacune d’entre elles répond & un besoin spécifique. Cette section décrira brié-
vement les principales techniques existantes pour replacer la méthode de ’élec-
troformation dans son contexte. On trouvera dans [75] des protocoles détaillés
de ces méthodes. Mais pour mieux comprendre le paradigme de la fabrication
des vésicules, commencons par quelques considérations énergétiques.

La plupart des phospholipides non chargés dans ’eau pure forment des la-
melles entre lesquelles il existe une interaction attractive (forces de Van der
Walls). A Téquilibre thermodynamique on obtient donc une phase lamellaire
hydratée et agrégée, les phases vésiculaires ayant une énergie plus élevée. Dans
une phase vésiculaire, plus les vésicules sont unilamellaires, plus leur énergie est
élevée a cause des interactions entre les couches et plus les vésicules sont pe-
tites, plus leur énergie est élevée a cause du module élastique de courbure et de
Pentropie des membranes (figure 1.5A). Cela entraine deux conséquences pour
la fabrication de vésicules : d’une part, il faut ajouter de 1’énergie au systéme
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ou modifier 'interaction entre les lamelles pour obtenir des vésicules et d’autre
part, certaines précautions doivent étre prises pour les stabiliser [100]. Dans
I’eau pure, les SUV fusionnent spontanément en LUV qui fusionnent sponta-
nément en MLV. Ce phénoméne peut étre limité en modifiant les interactions
entre les membranes, soit par ajout de sucre dans la solution, soit par ajout de
charges dans les membranes induisant une répulsion électrostatique. On peut
également envisager une répulsion stérique en ajoutant dans les membranes des
phospholipides fonctionnalisés avec un polymeére hydrophile.
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FIGURE 1.5 — Fabrication des vésicules. A) A D'équilibre dans l’eau pure, les
phospholipides non chargés forment une phase lamellaire hydratée agrégée. Les
phases vésiculaires ont une énergie d’autant plus importante que les vésicules

sont petites. B) Schéma représentant les principales méthodes de fabrication des
vésicules.

La figure 1.5B donne un apercu des principales méthodes existantes pour
fabriquer des vésicules. Les vésicules les plus simples & fabriquer sont les MLV.
Elles peuvent étres fabriquées par simple hydratation d’un film de phospholipide
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séché au fond d’un ballon en agitant vigoureusement. C’est généralement & partir
de cette suspension que ’on fabrique les liposomes de plus petite taille.

1.3.2 Meéthodes de fabrication des SUV et LUV

En plongeant la pointe d’un générateur d’ultrasons suffisamment puissant
dans une solution de MLV, on obtient une solution de LUV et/ou de SUV dont
la taille dépend de la puissance et du temps de passage & I'ultrason [101]. Cette
méthode, la plus ancienne et certainement la plus simple, donne des vésicules
plutdt polydisperses contenant généralement des LOV. Pour un résultat plus
homogeéne et unilamellaire, on utilise généralement une méthode d’extrusion
qui consiste a faire passer plusieurs fois une dispersion de MLV, LUV ou LOV a
travers une membrane nano-poreuse, dont la taille des pores détermine la taille
des vésicules.

Pour enlever les petites molécules solubles pouvant contaminer le contenu
des vésicules et pour préserver les protéines membranaires souvent sensibles,
on préférera la méthode de la déplétion de solvant. Pour cela, un détergent
est ajouté a la dispersion de vésicule pour former des micelles. Le solvant est
ensuite dialysé pour reformer les vésicules. Cette méthode, un peu délicate a
mettre en ceuvre peut donner des SUV ou des LUV trés homogénes en fonction
des conditions [75].

En revanche, sil’on cherche & enfermer dans les liposomes des molécules avec
un rendement d’encapsulation élevé, on utilisera la méthode de I’évaporation de
la phase inverse qui consiste & faire évaporer la phase organique d’une émulsion
de solution aqueuse dans de I'huile contenant des phospholipides. On obtient
alors une concentration trés élevée de LUV et de LOV (> 50 wt%) qui peut étre
ensuite diluée dans un tampon adéquat [75].

D’autres méthodes plus simples existent également pour produire des LUV
telle I'injection d’une solution de phospholipide en solvant organique dans une
solution aqueuse ou encore 'application d’un changement de pH cyclique & une
dispersion de MLV [100].

1.3.3 Meéthodes de fabrication des GUV

Les GUV sont plus délicates & produire que les petites vésicules unilamel-
laires car bien qu’elles soient plus stables d’un point de vue thermodynamique,
elles sont mécaniquement plus fragiles. La premiére méthode qui a permis de
les obtenir est la méthode de I'hydratation douce [102]. Dans cette méthode,
un film de phospholipide est séché sur un substrat lisse comme le fond d’un
ballon sur lequel est ajoutée une solution aqueuse. Dans les bonnes conditions
(présence de sucres dans une solution & faible concentration ionique ou mem-
brane chargée), les lamelles se repoussent les une les autres et, aprés quelques
heures ou quelques jours d’incubation en fonction de la température, des GUV
se forment spontanément & la surface du film. Aucune agitation ne doit étre
appliquée sous peine de voir apparaitre des MLV. Cette méthode est longue et
produit généralement une proportion importante de GOV et de MVV [103, 104].
Inspirée de cette méthode, 1’électroformation qui sera détaillée dans la section
suivante utilise un champ électrique pour accélérer la formation des vésicules et
obtenir un gonflement plus robuste.
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Depuis, d’autres méthodes de fabrication spontanée de GUV ont vu le jour
a partir d’interface solution aqueuse/solvant organique comme la technique de
I’évaporation de solvant rapide ou un solvant organique contenant les phospho-
lipides est porté & ébullition sous vide en présence d’une solution aqueuse pour
y former des GUV [105] ou encore le gonflement spontané sur une interface solu-
tion aqueuse/huile [218]. Cette derniére méthode, développée par A. Yamada en
collaboration avec notre laboratoire est décrite plus précisément en annexe 77.

L’inconvénient majeur des méthodes impliquant la formation spontanée des
vésicules est la difficulté d’encapsuler de grosses molécules comme ’ADN & 'in-
térieur des GUV. Pour pallier cette difficulté, d’autres méthodes ont vu le jour,
faisant généralement appel au transfert de gouttes & travers une interface. Dés
Pannée 1971, Trauble et al. a introduit la fabrication de vésicules & partir d’une
émulsion d’eau dans I'huile contenant des phospholipides transférée par centri-
fugation & travers une interface huile/eau [106]. Cette méthode permet d’en-
capsuler une solution de composition libre et de réaliser des vésicules dont la
membrane est asymétrique, i. e. dont la composition des parties intérieures et
extérieures de la membrane différe [106, 107]. Sous certaines conditions, le trans-
fert peut se faire spontanément sans centrifugation ce qui permet d’obtenir des
vésicules avec moins de défauts [108]. En contrepartie, ces méthodes permettent
difficilement d’intégrer des protéines membranaires sans les détériorer (& cause
de l'utilisation de solvants organiques), ; les vésicules sont principalement mul-
tilamellaires, ; contiennent de ’huile dans la membrane et ne sont généralement
pas stables dans le temps. Pour obtenir une meilleure composition, on utilise
généralement, ’électroformation.

1.3.4 L’électroformation

Principe

L’électroformation dont le principe est schématisé sur la figure 1.6 est une
version améliorée de la méthode d’hydratation douce. Elle a été présentée pour
la premiére fois par Angelova et Dimitrov en 1986 [109].

Dans la méthode d’hydratation douce, un film de phospholipide est déposé
sur un substrat puis plongé dans une solution aqueuse. Petit & petit, les lamelles
du film se décollent les une des autres et forment aprés quelques heures des vési-
cules qui se détachent du substrat [100]. Dans la méthode de ’électroformation,
le film de phospholipide est déposé sur une électrode et le gonflement naturel des
vésicules est amplifié par la présence d’un champ électrique qui peut étre continu
ou alternatif. Cette méthode est appréciée car elle permet d’obtenir des vésicules
unilamellaires de grandes tailles (typ. 1-100 pm), de l’ordre de la taille des cel-
lules vivantes. De plus, les vésicules obtenues sont stables, unilaméllaires a plus
de 95% et leur membrane présente des caractéristiques proches des membranes
biologiques. Elle présente également l'avantage de ne pas nécessiter obligatoi-
rement 'utilisation de solvants organiques dans le processus de fabrication des
vésicules, ce qui permet d’introduire facilement des protéines membranaires sans
les dénaturer. Ses principaux inconvénients sont : i) sa faculté limitée d’encap-
sulation des solutions salines (par ex. les tampons biologiques), des solutions
visqueuses (par ex. un gel d’actine), des grands objets (ADN) et ii) aucun réel
controle de la taille n’a pu étre obtenu jusqu’a présent.
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FIGURE 1.6 — Schéma de principe de I’électroformation et de I'observation des
vésicules obtenues. 1) Une cellule de gonflement est préparée a partir de deux
électrodes de verre couvertes d’oxyde d’indium étain (ITO) et empli d’une so-
lution de sucrose. 2) Aprés application d’un champ électrique pendant deux
heures, un grand nombre de vésicules ont gonflé sur ’électrode. 3) Apres 10
heures de gonflement, la plupart des vésicules sont libres ou faiblement atta-
chées a la surface. 4) Les vésicules sont extraites de la cellule de gonflement
avec une seringue munie d’une aiguille de large diamétre (typ. 1 mm). 5) Une
partie de la solution contenant les vésicules est déposée au fond d’un puits d’ob-
servation, puis mélangée avec une solution isotonique de glucose de plus faible
densité. 6) Aprés une heure de décantation, toutes les vésicules contenues dans
la solution sont tombées au fond de la cellule d’observation. 7) On peut alors
observer un échantillon représentatif des vésicules formées sur un méme plan
focal par microscopie & contraste de phase. La barre d’échelle représente 100
pm.
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Description

Electroformation en champ continu. En présence d’un champ électrique
continu, la formation des vésicules & partir d’un film chargé négativement est
accélérée sur la cathode et ralentie sur l'anode (le comportement opposé est
observé pour les films chargés positivement) [110]. Sur la cathode, la formation
de vésicules & partir de films fins (moins de 90 lamelles) chargés négativement
donne de trés bons rendements alors qu’aucune vésicule n’apparait sans champ
électrique. Dans ces conditions, la majorité des vésicules ont une membrane trés
fine, le plus souvent unilamellaire [109].

Electroformation en champ alternatif. En appliquant un champ alter-
natif, la formation des vésicules conserve un bon rendement pour les films fins.
De plus, cette condition a I'avantage de permettre 'utilisation des deux élec-
trodes et de favoriser le détachement des vésicules des électrodes [110]. Le ra-
lentissement de la fréquence est connu pour favoriser le décrochage des vésicules
en fin de gonflement [111].

On peut obtenir de cette maniére des GUV & partir de nombreux phospho-
lipides, chargés ou non, comme le DMPC [109], DOPC, DOPE, DOPS, DGDG
[112], POPC, POPG [113], SOPC [111], DPPC, DLPC [104], DMPG [114], de
leur mélange ou d’extrait naturel de phospholipide comme 'EPC [109], Egg
lysoPE [112], asolectin [113], soyPC [111], mais aussi & partir de membranes
cellulaires complétes [115] ou encore d’autres molécules amphiphiles comme des
cyclodextrines duplex [116].

Unilamellarité. [’électroformation utilisant un champ électrique alternatif
permet d’obtenir une grande proportion de vésicules unilamellaires sans défauts
(80% contre 40% pour la méthode d’hydratation douce) et plus de 95% des
vésicules sont unilamellaires [104, 103]. Si aucune précaution particuliére n’est
prise, 'augmentation de la concentration ionique de la solution a tendance &
favoriser la formation de vésicules oligolamellaires [117].

Conditions de gonflement

De nombreux paramétres influent sur le résultat de l’électroformation, &
savoir : la nature de I’électrode, la composition et la structure du film de phos-
pholipide, la température, la fréquence et l'intensité du champ électrique, la
composition de la solution de gonflement et le temps de gonflement. Inspectons
briévement l'influence de chaque paramétre.

Nature de I’électrode. L’électrode sur laquelle est déposé le film est histo-
riquement un fil de platine pour sa résistance chimique ou une lame de verre re-
couverte d'ITO dont on bénéficie de la transparence. Pourtant, Ayuyan et Cohen
ont montré que les phospholipides insaturés se peroxydaient lors de 1’électrofor-
mation sur une électrode d’ITO et préconisent d’utiliser des électrode de titane
pour éviter cette réaction [118]. Malgré cela, rien ne semble empécher l'utili-
sation d’autres substrats s’ils ne provoquent pas de réactions électrochimiques
pour les potentiels appliqués. Nous montrerons par la suite que des électrodes
en silicium peuvent étre avantageusement utilisées.

Nature du film. Le film est généralement déposé en faisant sécher une
goutte de solution de phospholipide dans un solvant organique sur 1’électrode
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de maniére & obtenir une épaisseur homogéne. Si le solvant organique est in-
désirable, par exemple si I'on veut incorporer dans la membrane des molécules
insolubles dans le solvant ou des protéines qui ne peuvent étre déshydratées
sans étre dénaturées, il est également possible de réaliser le dépot & partir d’une
dispersion de vésicules préparées par une autre méthode [111, 115]. D’autres
méthodes ont également été proposées pour déposer le film et seront revues plus
en détail au chapitre 3, mais briévement, ’organisation du film peut avoir des
conséquences importantes sur le rendement de ’électroformation et la taille des
vésicules obtenues.

Tempeérature. Pour que I’électroformation fonctionne correctement, le phos-
pholipide doit étre dans sa phase cristal liquide. Pour les phospholipides ayant
des températures de transition, gel/liquide cristallin au-dessus de la température
ambiante, la cellule de gonflement peut étre chauffée [114]. Nous verrons dans
le chapitre suivant que la température n’a pas une influence majeure au-dela de
cette température.

Champ électrique. Pour obtenir la formation de vésicules & partir de films
dont I’épaisseur h est inférieure & une épaisseur critique ho (90 lamelles pour
la lécithine de jaune d’ceuf), il est nécessaire d’appliquer un champ électrique.
Au-dessus de cette épaisseur, des vésicules apparaissent spontanément et en
dessous de cette épaisseur, les vésicules apparaissent aprés application d’un po-
tentiel continu supérieur & U « —In(h/hg) [110]. Pour des courants alternatifs
d’amplitude élevée, les vésicules formées sont plus petites et pour des ampli-
tudes faibles, le film gonfle plus lentement et partiellement. Pour ces raisons,
Pott et al. préconisent d’augmenter progressivement ’amplitude du signal élec-
trique lors de la premiére demi-heure de gonflement, afin d’obtenir un rendement
élevé avec des vésicules de grande taille [111]. En courant alternatif, la fréquence
optimale du signal est d’environ 10 Hz dans les conditions originales (solution
de sucrose a 0,1 M). Pour d’autres compositions de la solution de gonflement,
il peut étre nécessaire de 'adapter (voir § suivant). Il a également été remarqué
qu’une baisse de la fréquence d’excitation favorisait le décrochage des vésicules
formées du substrat [111].

Solution de gonflement. La solution de gonflement doit étre une solution
aqueuse dont la composition peut influer sur le résultat de I’électroformation.
On utilise généralement une solution sucrée (Sucrose ou Glucose) & une pression
osmotique d’environ 0,1 Osm, la présence de sucre étant réputée favoriser le gon-
flement. Aprés formation des vésicules, en changeant le type de sucre contenu
dans la solution présente & U'extérieur des vésicules sans changer son osmolarité,
on peut créer un contraste de densité et d’indice de réfraction optique entre
I’intérieur et ’extérieur des vésicules, ce qui permet une observation aisée. La
différence de densité permet de sédimenter les vésicules et la différence d’indice
permet d’obtenir un bon contraste en microscopie a contraste de phase. L’osmo-
larité de la solution a peu d’influence et ce paramétre peut étre facilement utilisé
pour étudier le comportement des vésicules face & des stresses osmotiques [119].
Néanmoins, pour des expériences & des concentrations élevées, il a été noté qu’il
était nécessaire de baisser la fréquence d’excitation en cas d’augmentation de la
viscosité du liquide pour avoir une électroformation efficace.

La concentration en sel, quant 4 elle, est d’une importance majeure. En effet,
la présence de sel écrante la répulsion électrostatique entre les membranes [120],
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empéchant la formation des vésicules par les méthodes d’hydratation comme par
électroformation pour des concentrations au-deld de 10-50 mM [113]. Diverses
solutions ont été trouvées pour contourner cet inconvénient. Tout d’abord en
diminuant les interactions électrostatiques : i) par 'ajout de molécules interca-
laires pour introduire une répulsion stérique, par exemple en ajoutant des phos-
pholipides PEGylés [93] ii) en augmentant la charge des membranes (>15%mol)
et/ou en présence d’ions divalents pour augmenter les répulsions électrostatiques
[120]. Ces deux méthodes ont donné de bons résultats pour ’hydratation douce
mais n’ont pas été testées a notre connaissance pour ’électroformation et elles
ont inconvénient de nécessiter 'ajout de molécules étrangéres dans le systéme.
Une autre approche est de changer la solution environnant les vésicules pendant
Pélectroformation [113, 121]. Dans ce cas, les vésicules sont formées pendant 90
min. & basse concentration ionique puis leur contenu est remplacé en changeant
délicatement la composition du liquide de gonflement. Comme la plupart des
vésicules sont toujours reliées par un tubule au film originel, ce qui les rend
perméables, le contenu est rapidement remplacé par le liquide de nouvelle com-
position. Plus récemment, Pott et al. ont finalement montré qu’il était possible
de fabriquer des vésicules par électroformation a forte concentration ionique sans
changer la composition de la solution ou des phospholipides, mais juste en aug-
mentant la fréquence de gonflement (500 Hz pour les conditions physiologique)
[111, 115].

Temps de gonflement. L’électroformation est connue comme étant un
processus ayant une constante de temps de l'ordre de deux heures [111]. A ce
stade, on obtient des vésicules qui ne semblent plus évoluer et restent attachées
par un tubule. La modification de la fréquence ou un simple flux permet de les
détacher. Néanmoins, nous montrerons que le résultat du gonflement continue
a évoluer pour les temps plus long.

Conclusion

Malgré des avantages certains, I’électroformation souffre principalement de
la difficulté d’encapsuler certaines molécules et de I’absence de controle de la
taille. Par la suite, nous explorerons de nouvelles méthodes pour pallier ces in-
convénients. Mais avant tout, donnons un apercu de I’état de I’art des techniques
visant la fabrication de GUV de taille contrélée. Toutes ont un point commun :
la. microfluidique.

1.3.5 La Microfluidique pour la fabrication des GUV

Les méthodes de gonflement spontané de vésicules donnent généralement
une importante polydispersité qui ne peut étre corrigée par les techniques habi-
tuelles de reformation des SUV et des LUV (extrusion ou déplétion de solvant).
Face & la nécessité d’obtenir des vésicules géantes monodisperses pour leurs
perspectives d’application dans le domaine des cellules artificielles, un impor-
tant effort de recherche s’est récemment concentré sur la fabrication de GUV
monodisperses. Comme D’échelle de ces objets est bien loin de 1’échelle mise en
jeu dans les phénoménes d’auto-organisation, I'utilisation d’un patron de taille
micrométrique nécessitant des technologies de microfabrication parait la solu-
tion la plus appropriée. Les résultats des recherches récentes semblent confirmer
a posteriori cette supposition.
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Lasi¢ et al. avaient déja introduit en 1987 l'utilisation de surface texturées
pour controler la taille de SUV et de LUV fabriqués par la méthode de I’hy-
dratation [122, 123, 124]. D’autre part, la fabrication de vésicules par extrusion
permet un bon contréle de leur taille moyenne qui est en rapport avec la taille
des pores de la membrane utilisée. Une bonne monodispersité peut méme étre
obtenue pour les SUV de taille inférieure & 100 nm fabriquées de cette maniére
[125, 75]. Mais cette méthode n’est pas directement applicable a la fabrication
de GUV. Néanmoins, s’inspirant de cette méthode, Dittrich et al. ont montré
qu’il était possible de fabriquer des vésicules de 4 + 2 um de diamétre par ex-
trusion d’un film de phospholipide multicouche & travers des trous de 3,5 um
micro-fabriqués dans une membrane de nitrure de silicium. Les vésicules obte-
nues étaient multilamellaires et relativement polydisperses [126]. Toujours par
extrusion, mais cette fois-ci & ’aide d’un jet de liquide propulsé & l’aide d’une
micropipette & travers une bicouche de phospholipide, Funakoshi et al. ont ob-
tenu des vésicules monodisperses de 300 £ 30 pm [127], mais leur membrane
contenait une quantité notable d’huile. En améliorant cette technique, Stacho-
wiak et al. ont obtenu des GUV monodisperses de 200 £ 6 pm [128](figure 1.7C).
Ces derniers ont montré la possibilité d’incorporer une protéine canal membra-
naire dans la membrane (a-hemolysine) confirmant le caractére fonctionnel et
unilamellaire de la membrane. Néanmoins, cette méthode ne permet pas encore
d’obtenir un grand nombre de vésicules en un temps raisonnable et la taille des
vésicules obtenues reste trop grande pour servir de modéle cellulaire.

En utilisant ’électroformation, Taylor et al. ont obtenu des vésicules de taille
controlée en imprimant le phospholipide sur une électrode d’ITO par microcon-
tact printing [129, 130] (figure 1.7A), mais il n’a jamais été montré qu’il était
possible d’obtenir des vésicules réellement monodisperses par cette méthode.
Ceci malgré d’autres tentatives [131] et comme nous le verrons dans le chapitre
suivant.

Pour obtenir des vésicules parfaitement monodisperses, 'idée a également
germé d’utiliser des patrons pour fabriquer les vésicules. En précurseur, Ka-
tagiri et al. ont utilisé des particules monodisperses comme support de fabri-
cation, ce qui a permis de fabriquer des simili-vésicules géantes parfaitement
monodisperses, mais celles-ci s’apparentent plus & des membranes supportées
sur un support sphérique qu’a de vraies vésicules [132] (figure 1.7B). Dans le
méme esprit, Shum et al. ont utilisé des émulsions doubles de taille controlée
par microfluidique (figure 1.7D). L’émulsion composée de gouttes d’eau dans un
solvant organique volatile dans I’eau en présence de phospholipides, se trans-
forme, aprés évaporation du solvant dans l'eau, en des vésicules parfaitement
monodisperses [133]. Cette technique permet de fabriquer des vésicules plus
rapidement qu’avec la technique micro-jet, mais le caractére unilaméllaire des
vésicules obtenues reste & démontrer.
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FIGURE 1.7 — Fabrication de vésicules géantes monodisperses. A) Par électro-
formation en imprimant des motifs de phospholipide sur ’électrode par micro-
contact printing. Extrait de [129]. B) En utilisant des billes de polymére comme
support. Extrait de [132]. C) par extrusion microjet (En insert : formation d’une
vésicule). Extrait de [128]. D) Vésicules formées a partir d’une double émulsion
et contenant des particules de latex (En insert : fabrication de ’émulsion). Ex-
trait de [133].
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1.4 Conclusion

Des quatre ordres de grandeur qui séparent la taille des plus petites vésicules
de la taille des plus grandes, résulte un large panel d’objets plus ou moins sphé-
riques. Aprés avoir introduit les bases de leur composition, nous avons présenté
les différentes configurations que pouvaient prendre les vésicules composées de
phospholipides, également appelées liposomes, et leurs applications potentielles
comme outils dans le domaine de la recherche et dans l'industrie. Le cas des
vésicules unilamellaires géantes a attiré plus particuliérement notre attention
comme brique de base des cellules artificielles qui offrent actuellement de nou-
velles perspectives dans des domaines trés divers, comme la compréhension des
mécanismes cellulaires ou la production industrielle de protéines. La nécessité
de trouver de nouvelles méthodes pour fabriquer des vésicules géantes de taille
controélée, indispensables & 1’élaboration des prochaines générations de cellules
artificielles en est ressortie. Aprés une rétrospective des différentes méthodes
de fabrication des vésicules, nous avons présenté plus précisément la méthode
de I’électroformation dont il sera question dans le chapitre suivant. Pour finir,
nous avons présenté les différentes techniques microfluidiques apparues récem-
ment visant 'obtention de vésicules monodisperses. Si certaines présentent des
aspects trés intéressants, notamment pour l’encapsulation de solutions variées,
aucune d’entre elles ne permet encore de remplacer ’électroformation qui per-
met d’obtenir un grand nombre de GUV parfaitement unilamellaires et qui peut
s’affranchir de 'utilisation de solvants organiques, condition indispensable & I’in-
tégration de protéines sensibles dans la membrane.

Comment mieux controler cette technique de fabrication encore mal com-
prise 7 C’est A cette question que tentera de répondre le chapitre suivant.
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Chapitre 2

Electroformation de vésicules
de taille controlée

ous avons discuté dans le premier chapitre, la nécessité de trouver des mé-
thodes permettant la fabrication de GUV de taille controlée pour les pro-
chaines générations de cellules artificielles. Certaines ont déja vu le jour paral-
lélement & nos travaux et permettent d’obtenir des vésicules monodisperses en
utilisant des techniques microfluidiques d’extrusion ou d’émulsion double. Tou-
tefois, ces techniques souffrent encore de faibles rendements et n’ont pas permis
d’obtenir des membranes de trés bonne qualité. Seule Iélectroformation permet
d’obtenir un grand nombre de vésicules unilamellaires avec une bicouche bien
définie. Il demeure que jusqu’a présent, aucune technique de controle de la taille
de vésicules fabriquées de cette maniére n’a encore donné de résultats satisfai-
sants. Pourtant, pour certaines applications, 'utilisation de 1’électroformation
offrirait une plus grande liberté quant & la composition et la qualité de la mem-
brane des GUV formées. Dans ce chapitre, nous apporterons certaines réponses
A ce probléme.

Nous commencerons par décrire les outils informatiques que nous avons dé-
veloppés pour caractériser la taille des vésicules par analyse d’image. Ensuite,
des paramétres de ’électroformation : tels que la température, le temps de gon-
flement et la nature de la surface dont 'influence est peu connue seront étudiés
en terme d’influence sur la distribution des tailles des vésicules électroformées.
Pour finir, deux techniques basées sur le masquage de I’électrode et I'impression
de motifs de phospholipide sur ’électrode permettant un certain controle de la
taille des vésicules seront présentées.

89
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2.1 Meéthode de caractérisation de la taille des
vésicules

Pour quantifier la distribution en taille des vésicules fabriquées, il est né-
cessaire de pouvoir mesurer leur taille une fois celles-ci extraites. L’observation
des vésicules contenant du sucrose dans une solution de glucose donne un bon
contraste au microscope & contraste de phase, grice a la différence d’indice entre
le contenu de la vésicule et son milieu. Les liposomes ainsi observés sont carac-
térisés par un disque sombre entouré par un halo blanc et le niveau de signal sur
bruit est élevé. Cette forme caractéristique se préte bien & I’analyse d’image.

De nombreuses méthodes d’analyse d’image existent pour détecter ce type
d’objet. Les trois suivantes ont été I’objet de nos investigations :

— Seuillage. Cette méthode consiste & séparer 'objet du fond en sélection-
nant les zones de l'image dont la luminosité est supérieure & un certain
seuil, puis de mesurer la taille des objets détectés. C’est la méthode la plus
simple & mettre en ceuvre. Elle a été utilisée pour analyser les premiéres
expériences, mais elle a vite été abandonnée & cause de son manque de
robustesse. Le seuillage est bien adapté pour analyser les vésicules fluores-
centes car leur luminosité est homogéne et les images contiennent généra-
lement peu d’objets parasites.

— Détection de contours. Cette méthode consiste & sélectionner les maxima
de gradients spatiaux de luminosité. C’est la méthode retenue pour faire
les histogramimes des tailles des vésicules observées en contraste de phase.
Elle fonctionne bien si les images sont de bonne qualité.

— Transformée. A linstar de la transformée de Fourrier & 2 dimensions
qui décompose 'espace de 'image en somme de sinusoides, cette méthode
propose d’utiliser une transformée identifiant des formes de vésicule. Cette
solution est plus robuste et plus souple, mais trés colteuse en termes
de calcul et d’espace mémoire. Elle sera utilisée pour le cas difficile de
I’analyse des images confocales d’expression de protéines dans les vésicules
lorsque ’expérience ne peut produire d’images de bonne qualité.

Les programmes d’analyse ont tous été réalisés avec Matlab et sa boite &

outil « Image processing toolbox » qui propose de nombreux outils facilitant la
manipulation des images.

2.1.1 Analyse des images par seuillage

Pour mesurer la distribution des tailles des vésicules, il est d’abord nécessaire
de séparer de leur fond les objets & détecter. Si ces objets ont une luminosité
différente de celle du fond, on peut définir un seuil de luminosité au dessus
ou en dessous duquel un point appartient ou non & l'objet. Ce seuil peut étre
défini manuellement ou automatiquement par une analyse de la distribution de
la luminosité sur 'image. Ensuite, on mesure les caractéristiques géométriques
de chaque ensemble de points connexes dépassant le seuil pour construire la
distribution.

Nous avons utilisé cette méthode lors de nos premiéres expériences. Elle
s’est avérée efficace pour analyser des photos de vésicules prises en microscopie &
fluorescence classique, mais elle ne fonctionne correctement que si les images sont
de bonne qualité, avec un seuil bien identifiable et peu d’objets parasites, ce qui
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n’était pas toujours le cas lors de nos expériences. Par exemple, en microscopie
& contraste de phase, les vésicules sont plus sombres que le fond, mais un halo
blanc se forme autour des vésicules les plus grandes. La présence de ce halo
rend cette méthode inadaptée dans ce cas de figure. Nous avons donc cherché &
développer d’autres méthodes plus adaptées.

2.1.2 Analyse des images par analyse des contours
Principe
Détection des contours

La détection des contours des vésicules est réalisée en utilisant la fonction
"edge" de la toolbox Matlab. Cette fonction permet d’identifier le contour d’ob-
jets & partir des gradients de luminosité de leur contour. Plusieurs algorithmes
de détection sont disponibles. La méthode retenue est la méthode de Canny.
Cet algorithme sélectionne les maxima locaux de gradients sur I'image filtrée
par un filtre Gaussien. Il permet d’ajuster deux seuils de détection : un pour
les faibles variations (contours faibles) et un autre pour les fortes variations
(contours forts). Les contours sélectionnés sont les contours faibles contenant
des zones & contour fort. Cette méthode permet d’obtenir des contours continus
en limitant les contours parasites. Elle est moins sensible au bruit et donne une
meilleure continuité des contours qu’un simple seuillage sur le gradient.

Trois paramétres peuvent étre ajustés :

— o : Ecart-type du filtre Gaussien. L augmenter supprime les petits objets

et rend Panalyse moins précise (analyse plus floue)

— Les seuils de détection. Diminuer les seuils augmente le nombre d’objets.

Augmenter le seuil haut supprime les objets peu contrastés et diminuer le
seuil bas fait apparaitre plusieurs contours par objet.

Ces paramétres ont été ajustés pour détecter correctement les vésicules dans
nos conditions en microscopie en contraste de phase. Ils doivent étre modifiés
en fonction de la résolution des images ou si le type de microscopie est changgé.

Pour rendre les contours plus connexes, la fonction "imclose" est utilisée.
Cette fonction dilate les contours puis les re-contracte sans détruire la connexité
des objets. Ceci a pour effet de coller les objets les plus proches, assurant une
bonne continuité des contours. En revanche, cette fonction a l'inconvénient de
coller les vésicules trop proches et ne permet donc de corriger des défauts de
contour que sur quelques pixels.

Aprés extraction des contours (figure 2.1), les contours de moins de 10 points
sont éliminés. Il ne reste plus qu’a vérifier si ces contours sont bien des cercles
et de calculer leur diamétre.

Prétraitement

L’image obtenue par la caméra posséde généralement un faible contraste, une
luminosité variable d’une image & ’autre et un bruit non négligeable pouvant
perturber la détections des contours (augmentation des contours parasites et
discontinuité dans les contours).

Pour augmenter la robustesse du programme, les images sont d’abord for-
matées : la luminosité et le contraste de l'image sont améliorés et égalisés en
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FI1GURE 2.1 — Détection des contours. Les traits rouges représentent les contours
détectés superposés sur 'image originale.

utilisant une fonction d’égalisation de I’histogramme et le bruit est réduit par
un filtre adapté.

Deux types distincts de bruits sont présents dans les images acquises avec la
caméra utilisée (pixeLink PL A741) :

— Un bruit provenant des défauts du capteur (défauts ponctuels).

— Un bruit Gaussien d’origine thermique.

L’image est filtrée en utilisant les outils de filtrage de la toolbox. Deux filtres

successifs sont appliqués pour supprimer le bruit :

— Un filtre médian & 2 dimensions sur une matrice carrée de 3 pixels (fonc-
tion "medfilt2"). Ce filtre choisit pour chaque pixel la valeur médiane de
la matrice de pixel environnant. Il est trés efficace pour supprimer les dé-
fauts ponctuels de pixel unique, mais peu efficace pour supprimer le bruit
thermique.

— Un filtre de Wiener & 2 dimensions sur une matrice carrée de 5 pixels.
Ce filtre est un filtre statistique efficace pour éliminer le bruit additif
gaussien. Ce filtre est bien adapté au bruit thermique, mais ne supprime
pas les défauts du capteur qui sont ponctuels.

Défaut A
du capteur |5

FI1GURE 2.2 — Retrait du bruit dans les images. A gauche : Image bruitée. A
droite : Image filtrée.
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Analyse des contours

Chaque contour extrait doit représenter le contour d’un cercle. Cette situa-
tion idéale n’est généralement pas respectée et des objets parasites viennent
s’ajouter aux contours corrects. Leur élimination se fait & la fin. Tout d’abord,
nous cherchons & mesurer le centre et le rayon de chaque contour & partir des
coordonnées de ses points. Cette mesure se fait en optimisant au moindre carré
un cercle libre sur ’ensemble des coordonnées de chaque objet.

Le probléme se pose de la maniére suivante :
Considérons un cercle & approximer d’équation :

(.’L‘ - :Cc)2 + (y - yc)2 = 7'2 (2'1)

ou x. et y. sont respectivement ’abscisse et 'ordonnée du centre et r le rayon.
Cette équation peut étre développée sous la forme canonique :

az +br +c=—2* —y* (2.2)

avec a = —2x., b= —2y. et c = 22 +y2 — 12
Si 'on a n couples {z;y} pour un méme cercle, correspondant aux n point

d’un contour détecté, on obtient un ensemble d’équations qui peut s’écrire sous
forme matricielle :

1 oy 1 a —zf —yi €1

S b | = : +| (2.3)
Tn Yo 1 ¢ —x} — yne €n
) x T % T

Ou X correspond aux paramétres & approximer et 'erreur de I’approximation
est donnée sur chaque point par :

(1 — )+ (Y1 — ye)? — 12

E=AX - B= : (2.4)
(Tn = )® + (Yn = ye)® — 17
L’erreur ¢;, ainsi définie pour chaque point i, correspond & la différence entre

le rayon approximé et la distance du point considéré avec le centre. Le carré de
E est minimal lorsque grad(E?) = 0. On peut montrer que dans ce cas :

X = (A'"A)"'A'B (2.5)

Différentes interprétations de erreur sont alors possibles en fonction du
paramétre que ’on considére erroné. Si ’on interpréte 'erreur comme une erreur
de rayon, on remplace r par r, + e oul - est le rayon réel du point, c’est-a- dire
la distance entre le point et le centre, et e est ’erreur sur le rayon, c’est-a-dire
la distance entre r et r.. L’équation 2.4 devient alors :

g = (z; — a:C)Q + (yi — yc)2 — (rri + ei)2 = —2re; — e? (2.6)

Ou e; est erreur ajoutée au rayon calculé pour chaque point i, c.-4-d. la distance
de chaque point i du contour au cercle approximé suivant ’axe (ci).
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L’erreur sur le rayon s’exprime donc :

_ 2
€ =Tri — /T,

i — Ei (27)

Le calcul de cette erreur va servir comme critére pour éliminer les contours
parasites. Lorsque le contour est bien défini, les vésicules sont détectées avec
une bonne précision (figure 2.3A)

Supression des contours parasites

Les images contiennent généralement un certain nombre de défauts (pous-
siéres, vésicules collées, contours parasites, etc.) qu'il faut écarter pour qu’ils ne
soient pas pris en compte dans le dénombrement des vésicules. Deux paramétres
ont été retenus pour évaluer la conformité d’un objet comme vésicule :

— Avoir un écart-type de I’erreur sur le rayon inférieur a 25 % de son rayon.

L’erreur d’approximation de chaque point est calculée comme indiqué au
paragraphe précédent, puis normalisée par le rayon. La vésicule est rejetée si
Pécart type de cette collection est supérieur a 25% (figure 2.3B).

— Posséder un contour recouvrant au moins 180° d’angle autour du centre.

Pour mesurer I’angle de recouvrement du contour, on utilise trois vecteurs
partant du centre du cercle et pointant sur le contour : & ses extrémités et
sur son milieu. La différence entre ces angles est utilisée pour extraire ’angle
de recouvrement. Les contours possédant un angle de recouvrement inférieur &
180° sont écartés (figure 2.3C).

Conclusion

En pratique, la détection fonctionne bien pour les images en contraste de
phase et pour les images en épifluorescence avec suffisamment peu de bruit. Ce
programme nous a permis de réaliser rapidement des histogrammes sur plusieurs
milliers de vésicules donnant des informations fines concernant leur morpholo-
gie. Dans certains cas, ’analyse des contours par cette méthode ne donne pas
de bons résultats. Les conditions qui ne permettent pas ou alors difficilement
le traitement des images par cette méthode d’analyse du contour sont les sui-
vantes :

— Si plusieurs vésicules sont collées, le groupe de vésicule n’est pas détecté
ou n’est détecté qu’une seule fois de maniére erronée. C’est la principale
limitation.

— Si le contraste des vésicules varie beaucoup d’une vésicule a Iautre, il est
difficile de détecter les vésicules faiblement contrastées sans produire de
détection de contours parasites difficiles & écarter.

— Si le bruit de 'image est trop important, les vésicules ne sont pas détectées
sur I'image originale et il est difficile de trouver un filtre qui conserve le
contraste de la vésicule en supprimant suffisamment le bruit.

Par exemple, les images prises au microscope confocal de protéines fluorescentes
encapsulées dans les vésicules (cf. chapitre 4.2) vérifient ces trois conditions. Elles
ont donc nécessité une autre méthode d’analyse qui est abordée au chapitre
suivant.
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FIGURE 2.3 — Optimisation de cercles sur les contours de I'image. A) Résultat
de la détection sur une image typique. B) Les cercles verts représentent les
détections validées. B) les cercles rouges représentent les objets invalidés car
leur forme n’est pas suffisamment circulaire. C) Les cercles violets représentent
les objets invalidés car I’arc formé par le contour ne parcourt pas un angle
suffisant sur le cercle.
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2.1.3 Analyse des images par transformée
Principe

L’idée maitresse de l'analyse d’image par transformée est de trouver une
transformée de 'image dans un autre espace qui présente un maximum local
identifiable en présence de I'objet & identifier. Ce type d’approche est courante
et se décline dans plusieurs méthodes de reconnaissance de forme [134].

Plus particuliérement, la transformée de Hough permet de détecter des objets
paramétrés dans une image & partir de leurs contours. Elle a ’avantage d’avoir
une bonne tolérance au bruit et permet d’identifier des objets partiellement
recouverts. Son principe est le suivant (voir la figure 2.4) :

Transformée
I . de Hough l
'y

FI1GURE 2.4 — Transformée de Hough pour R fixé : L’image d’un point est un
cercle de rayon R. Les images des points d’un cercle de rayon R se coupent
toutes au centre (A,B) du cercle.

On cherche a trouver un objet paramétré dont on connait la fonction analy-
tique. Par exemple un cercle d’équation :

(x—a)+(y—0b2—r=0 (2.8)

Pour chaque point de coordonnées (z, y) du contour de cet objet, on accumule
son image dans l’espace de ses paramétres (a, b, 7). Dans notre cas, cette image
est un cercle de centre (x,y) et de rayon r (Donc un cone dans l’espace a trois
dimensions). A la fin du calcul de la transformée, ’espace (a,b,r) est rempli
d’unités en cercle qui parfois s’accumulent lorsque ces cercles s’entrecoupent,
donnant localement des valeurs plus élevées. Les points du contour d’un cercle
de coordonnées (A, B) et de rayon R vont former dans le nouvel espace une
série de cercles qui s’entrecoupent tous au point de coordonnée (A, B, R), car ils
vérifient I’équation 2.8 pour tous ces cercles. C’est ainsi que la transformée du
contour dans l’espace de ses paramétres présente un maximum pour la valeur
de ses paramétres.

Cette transformée présente des maxima trés bien définis si les cercles sont
parfaits mais se dégrade rapidement si le contour ne suit pas une forme idéale.
Pour notre probléme, cet algorithme sous sa forme originale n’est pas suffisam-
ment robuste mais peut étre amélioré.

Dans 'algorithme que nous proposons ici, on cherche & construire une carte
dans l’espace des paramétres de la proposition P : "Il existe une vésicule sur
I'image ayant ces parameétres”. L’évaluation de cette proposition est alors faite
sur un ensemble de critéres géométriques mesurables et liés par des relations
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logiques. Par exemple "A un contour en forme de cercle ET est homogéne &
I'intérieur"”. Cette carte doit alors valoir ’1’ aux coordonnées des vésicules pré-
sentes sur I'image et '0’ ailleurs. Comme il est impossible de trouver un nombre
raisonnable de critéres qui définissent précisément toutes les vésicules sans en
exclure aucune, ces critéres sont flous pour que la carte présente des maxima
bien définis inférieurs ou égaux a 1 aux emplacement des vésicules. Les critéres
géométriques sont évalués en suivant des fonctions d’appartenance qui utilisent
des transformées comme indicateur et le calcul de la proposition se fait en utili-
sant la définition des opérateurs logiques flous. Le probléme se réduit finalement
A trouver les maxima de cette carte sur I’espace des paramétres d’un cercle.

Critéres de sélection

Les critéres de sélection dépendent du type d’image a analyser. Pour les
images de microscopie confocale, les vésicules forment des disques de luminosité
homogéne sur leur surface comme on peut le voir sur la figure 2.6. Les critéres
retenus, qui ont été validés a posteriori comme donnant de bons résultats sont
les suivants :

1. Critére G : Les vésicules ont une intensité lumineuse qui baisse fortement
sur une portion suffisamment grande du cercle de rayon R. Autrement dit,
I’image doit comporter un gradient radial fortement négatif & une distance
r du centre et pour un ensemble suffisant d’angle 6 (voir figure 2.5).

L’évaluation de ce critére utilise une transformée semblable & la transformée
de Hough : elle intégre les contours dans l’espace des paramétres. Mais dans
notre implémentation, les contours sont plus larges et flous pour s’affranchir de
leurs irrégularités et seuls les contours ayant un gradient dont ’angle pointe vers
le centre sont pris en compte pour augmenter le contraste de la transformée.

La valeur de la transformée est définie pour 'image I(x,y) comme :

G 1 f a+rcosb a+rcosf
I9(a,b,r) = 7rr/90< b+ rsind > <‘®VI ( b+rsind > 9‘ < a> d9
ou C(z,y) est 'image des contours dilatés et flous de I, Oy r(x, y) est 'image
des angles des gradients de I et o est la tolérance sur I'angle du gradient.
I (a,b,r) vaut 0 lorsqu’aucun contour avec le bon angle n’est présent sur le
cercle de rayon r et de centre (a,b) et 1 lorsque le cercle se superpose parfai-
tement avec un contour. Entre ces deux valeurs, I\%)(a,b,r) donne la portion

d’angle sur laquelle le cercle correspond a un contour.
Le critére G est défini comme :

G(aa ba 7') = fG(I(G) ((l, ba ’))

Ou fg est la fonction d’appartenance a I’ensemble de vérité de G. Cette fonction
définit & partir de quelle portion d’angle du cercle un contour doit étre présent
sur le cercle pour qu’une vésicule puisse étre détectée. Elle vaut 0 en dessous de
la portion d’angle minimale en dessous de laquelle G n’est pas vérifié et 1 au
dessus de la portion d’angle nominale au dessus de laquelle G peut étre considéré
comme totalement vérifié. Elle progresse linéairement entre ces deux valeurs.
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Image
originale

Contour

G(x,y,12)

Vésicules
détectées !

Calcul des
maxima

F1GURE 2.5 — Schéma de principe de 'algorithme de détection des vésicules par
analyse d’image.
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1. Critére H : Les vésicules sont homogénes & 'intérieur d’un cercle de rayon
R — €. Ce critére est nécessaire pour écarter la détection des paquets de
vésicules dont le contour est circulaire ou partiellement circulaire.

Ce critére est défini sur la différence normalisée entre le minimum et le maximum
de 'intensité dans un cercle de rayon r — € :

2(max Ic(x,y) — minIc(x,y))
max Io(x,y) + min Io(x,y)

H(a,b,r) :fH<

avec: C = ((a—2)>+(b—y)? <r—c¢)

Ou fy est la fonction d’appartenance a I’ensemble de vérité de H qui donne
la tolérance de la variation de luminosité & l'intérieur d’'un cercle pour qu’il
puisse étre retenu comme vésicule.

Finalement, P est défini comme :

P=GoH (2.9)

ot opérateur ’et’ logique ® est défini par :
A® B =min(A, B) (2.10)

Détection

La détection se fait en calculant les maxima de P sur 'espace des para-
meétres. Le calcul est simplifié en considérant qu’un point ne peut étre le centre
que d’une seule vésicule. P(a,b,r) est donc projeté sur le plan (a,b) en cal-
culant le maximum de P sur r tout en conservant en mémoire la valeur de r
correspondante.

La figure 2.5 montre P(a,b) pour une image typique. Les maxima de cette
nouvelle image sont calculés et donnent ’ensemble des vésicules détectées.

En pratique

En pratique, l’algorithme présenté ci-dessus nécessite quelques aménage-
ments :

Prétraitement

L’image doit subir un prétraitement pour que la détection de contour se dé-
roule bien. [’image est d’abord convertie sur une échelle logarithmique. En effet,
le bruit généré par un microscope confocal est un bruit gaussien multiplicatif.
Pour pouvoir connaitre ’amplitude de ce bruit indépendamment de la lumino-
sité — ce qui est nécessaire pour définir un seuil de détection des contours — il
faut le rendre additif en passant & une échelle logarithmique. Le bruit est ensuite
réduit & 'aide d’un filtre passe-bas pour qu’il ne perturbe pas trop le calcul des
gradients qui amplifient, les hautes fréquences.

Post-traitement

Il arrive que des vésicules plus petites soient détectées a l'intérieur de vési-
cules plus grandes si une partie de celles-ci est plus lumineuse. Un petit pro-
gramme vérifie donc qu’aucune vésicule n’est incluse dans une autre. Le cas
échéant, il ne conserve que les plus grosses vésicules.
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Résultats
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FIGURE 2.6 — La détection de vésicules par analyse d’image permet une me-
sure de fluorescence sur un grand nombre de vésicules simultanément. A) Image
d’origine. B) Résultat de la détection sur I'image prétraitée. Les cercles noirs re-
présentent les vésicules détectées par le programme et les croix leurs centres. C)
Histogramme de la distribution des tailles des vésicules détectées. D) Intensité
de fluorescence en fonction de la taille des vésicules.

Lorsque les vésicules ont des formes bien circulaires, 'analyse des images
confocales & ’aide de cet algorithme a donné des résultats satisfaisants. Le ni-
veau de détection n’égale pas celui de I'ceil si les vésicules sont entassées les
unes sur les autres, mais les vésicules collées sont bien reconnues. En revanche,
le programme reste incapable de détecter une vésicule dont la forme générale
est déformée. De méme la détection des vésicules dont I'intensité lumineuse est
de I'ordre du bruit se fait difficilement. Néanmoins, nous avons pu détecter dans
nos conditions expérimentales des vésicules ayant des intensités de fluorescence
étalées sur un ordre de grandeur, ce qui nous a permis de mesurer automatique-
ment et quantitativement la fluorescence des vésicules (voir chapitre 4.2). La
figure 2.6 montre le résultat d’une analyse sur une photo difficile.

L’ensemble des techniques présentées ci-dessus va nous permettre d’établir
précisément la distribution des tailles des vésicules sur de grandes populations.
Nous tirerons profit de ces outils dans le chapitre suivant pour faire une analyse
fine du comportement de 1’électroformation.
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2.2 Influence des paramétres de gonflement

La littérature donne peu d’informations sur I'influence des paramétres expé-
rimentaux sur le résultat de I’électroformation, mis & part le role de la tension.
La longueur des expériences, les nombreuses précautions & prendre pour obtenir
des résultats reproductibles et la difficulté d’établir des distributions si la procé-
dure n’est pas automatisée en sont stirement les raisons principales. Nous avons
tiré pari de notre outil logiciel de caractérisation des vésicules pour en apprendre
un peu plus sur U'influence de la température et du temps de gonflement, sur la
taille des vésicules obtenues. Ensuite, la nature de la surface de ’électrode, et a
travers celle-ci I’organisation du film, seront étudiées plus en détail.

2.2.1 Influence de la température

Plusieurs gonflements de film de phospholipide ont été réalisés sur des élec-
trodes d’ITO & des températures allant de 10 & 30°C. La figure 2.7 donne le rayon
moyen des vésicules obtenues aprés 3 heures de gonflement d’un film d’EPC.
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FIGURE 2.7 — Influence de la température sur le diamétre moyen : aucune ten-
dance n’est observable. EPC 10 mg/mL, in CHCl;:MetOH 9:1, 2 V, 10 Hz, 3
h.

Aucune tendance n’a pu étre observée sur les caractéristiques des distribu-
tions, aussi bien sur la taille des vésicules que sur le rendement de 1’électroforma-
tion. On peut noter la dispersion importante de la taille des vésicules obtenues
qui montre que les expériences sont peu reproductibles. Dans ces expériences, le
film de phospholipide était déposé manuellement & ’aide d’une pipette. L’épais-
seur était vérifiée a posteriori par comparaison de la couleur du film avec un
film de référence dont la mesure par ellipsométrie a donné une épaisseur de 96
49 nm. L’inhomogénéité du film est certainement & l’origine de la dispersion
importante des données.

2.2.2 Influence du temps de gonflement

Dans une autre série d’expériences, nous avons étudié I'influence du temps
de gonflement sur la distribution des vésicules. Cette fois, les films de DOPC
ont été déposés sur des substrats de silicium neuf par la méthode du retrait de
ménisque en régime de Landau-Levich (cf. chapitre 3.3) qui permet d’obtenir des
films d’épaisseur homogéne avec une dispersion spatiale de 1’ordre de 3%. Pour
obtenir un film d’une épaisseur de 100 nm (50 bicouches de phospholipide), nous
avons utilisé les conditions suivantes : 12 mg/mL de DOPC dans 'octane a une
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vitesse de 30 mm/s, la hauteur du ménisque était de 500 pm et la température
de 25°C.
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FIGURE 2.8 — Influence du temps de gonflement sur la distribution en taille
des vésicules. Chaque courbe correspond & la distribution en taille des vési-
cules obtenues aprés extraction pour un temps de gonflement donné; toutes
autres conditions étant fixées par ailleurs. En insert, la quantité relative de li-
pide consommeée dans les vésicules est donnée en fonction du temps. La quantité
totale de lipide est calculée pour chaque expérience a partir de la surface des
vésicules observées. DOPC 20 mg/mL, in CgH,¢ (100 nm), 2 V, 10 Hz

La figure 2.8 montre les distributions obtenues. Les distributions présentent
un maximum pour 5 pum. Le nombre de ces petites vésicules augmente rapi-
dement durant un maximum de 3 heures de gonflement. Ensuite, on observe
clairement avec 'augmentation du temps de gonflement, une diminution du
nombre de ces petites vésicules et une augmentation du nombre de vésicule de
diamétre plus important. Cependant, le rendement continue & augmenter alors
que le nombre de vésicules baisse au-deld de 4 heures de gonflement. Ces don-
nées peuvent donner des indices sur certains processus mis en ceuvre lors du
gonflement.

L’électroformation est généralement décrite comme un processus ayant une
constante de temps de l'ordre de deux heures [111]. Le nombre maximal de vési-
cules est atteint dans nos conditions aux environs de 4 heures mais les vésicules
continuent & grossir sur une période bien plus longue. Cette augmentation du
diameétre pourrait trouver son origine dans plusieurs phénomeénes : i) Il est pro-
bable qu’il puisse y avoir fusion de vésicules étant donné leurs proximités lors
du gonflement. Ce phénoméne spontané a déja été observé sur des GUV par
Heuvingh et al. [135]. ii) Mayer et al. ont montré qu’une majorité des vésicules
est toujours attachée au film originel par un tubule. Il est donc envisageable que
les vésicules continuent & gonfler aprés un temps important, en s’alimentant en
phospholipide dans film par le biais du tubule. iii) Le transfert de phospholipides
de vésicules plus petites & des plus grosses vésicules est aussi envisageable, sa-
chant qu’il y a un échange des phospholipides entre les différentes vésicules lors
de I’électroformation [136]. Le processus le plus probable est celui du gonflement
progressif des vésicules & partir du film, ce qui expliquerait bien "augmentation
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conjointe de la taille et du rendement. Néanmoins, la diminution du nombre de
vésicules pour les temps longs doit impliquer un transfert des phospholipides
vers les vésicules de plus grande taille ce qui joue en faveur de l'existence d’au
moins un des deux autres phénomeénes.

Quoi qu’il en soit, il est impossible de controler précisément la taille des
vésicules en jouant sur ces parameétres de gonflement. Comme les données de
nombreuses publications le confirment, les vésicules apparaissent aléatoirement
sur le film et le controle de ce phénomeéne doit passer a fortiori par le controle de
lorganisation du film & partir duquel les vésicules naissent. Interrogeons-nous
sur le role que la nature de la surface peut jouer sur cette organisation.

2.2.3 Influence de la nature de la surface

La nature de la surface sur laquelle est réalisée I’électroformation est a priori
un paramétre majeur pouvant influer sur le phénoméne d’électroformation.
Comme nous le verrons par la suite, de cette nature va dépendre l'organisa-
tion du film de phospholipide & I’échelle microscopique et trés certainement la
force des interactions dues aux champs électriques.

Traditionnellement, la fabrication de GUV par électroformation est réalisée
sur des électrodes d’ITO car elles permettent I’observation simultanée des vési-
cules lors du gonflement. Néanmoins, elle peut étre réalisée sans probléme sur
d’autres types d’électrodes. On trouve dans la littérature des protocoles utili-
sant des électrodes de platine [109] ou de titane pour éviter la peroxydation
des lipides insaturés lors du gonflement [118]. Okumura et al. ont également
montré que le phénoméne d’électroformation pouvait apparaitre sur des sub-
strats non conducteurs comme le verre ou le poly(éthyléne téréphtalate) (PET).
Le caractére conducteur du substrat ne semble donc pas indispensable ce qui
impliquerait qu’il n’est pas nécessaire que le champ électrique soit concentré &
I'interface.

L’effet de la nature de la surface a été étudié sur le gonflement naturel par
Lasi¢ et al. [122]. L’étude montre qu’il est possible de controler la taille des
vésicules en variant la topologie du substrat. On obtient de cette maniére des
SUV sur des substrats en zéolites [123] ou des LUV sur du silicium gravé [124]
en ayant une bonne homogénéité des vésicules formées. Ces études montrent
que la taille caractéristique de la rugosité de la surface détermine la taille carac-
téristique des vésicules. Pour les vésicules géantes, le gonflement naturel donne
une importante proportion de vésicules présentant des défauts [103]. A notre
connaissance, aucune étude n’a été menée auparavant pour tenter de mesurer
I’influence de la topologie de surface sur le résultat de I’électroformation. C’est
I’objet des paragraphes qui vont suivre.

Le silicium comme substrat de gonflement

Gréce au développement considérable de I'industrie microélectronique, le si-
licium (Si) est devenu un matériau aux propriétés trés bien controlées [1]. On
le trouve commercialement sous forme de galettes monocristallines, & un prix
trés faible en comparaison des autres types de monocristaux. Le silicium est
un semi-conducteur qui, en fonction de son dopage, peut étre plus ou moins
conducteur d’électricité. Il s’oxyde en surface au contact de ’air pour former



104 CHAPITRE 2. VESICULES DE TAILLE CONTROLEE

une couche de silice d’environ 2 nm d’épaisseur. Son état de surface est bien re-
productible et la rugosité est de ’ordre de quelques angstroms. Pour ces raisons,
les biophysiciens utilisent couramment des galettes de silicium pour I’étude des
membranes de phospholipides supportées [137, 138]. Nous avons étudié pour
la premiére fois I’électroformation des vésicules en utilisant une galette de sili-
cium comme électrode. L’utilisation de ce substrat versatile permettra ensuite
d’étudier 'influence de I’état de surface sur ’électroformation.

Méthode

Toutes les galettes de silicium utilisées (Siltronix) dans ce chapitre ont une
orientation cristalline [100] et une épaisseur de 500 pm ce qui permet de les
cliver facilement pour obtenir des échantillons carrés de quelques centimétres
carrés. Elles sont dopées P (Bore) avec une résistivité intermédiaire de 1-10
Q.cm qui est suffisamment faible pour ne pas influer sur les courants impli-
qués lors de 'électroformation. La procédure de préparation du gonflement
est la méme que celle décrite au chapitre 1.3.4 & la différence qu’une des
deux électrodes en ITO est remplacée par une électrode de Silicium et que
le film de phospholipide n’est déposé que sur cette électrode. Avant utilisa-
tion, I’électrode de silicium est nettoyée par ringages successifs dans un bain
d’isopropanol et d’acétone puis traitée aux ultrasons pendant 10 min dans un
bain d’isopropanol pour éliminer les particules qui auraient pu s’adsorber sur
la surface lors du clivage. Le contact électrique est réalisé en soudant un fil
électrique & ’aide d’un vernis contenant des particules d’argent sur un bord
de I’échantillon. Pour comparaison, les électrodes d’ITO subissent le méme
traitement.

Comparaison avec I’'ITO

La figure 2.9 montre la comparaison entre les vésicules obtenues & partir
d’un film déposé sur une électrode de silicium et celles obtenues & partir d’un
film déposé sur une électrode en ITO. Les images de microscopie confocales
montrent que les membranes sont similaires en épaisseur et en luminosité, quel
que soit le substrat de support du film (figure 2.9A, 2.9B) et la proportion de
vésicules défectueuses est comparable. Comme il a été établi qu’environ 95% des
vésicules gonflées sur 'ITO étaient unilamellaires [112, 103], on peut conclure
que la plupart des vésicules produites sur le silicium le sont aussi. Il est également
intéressant de comparer les substrats en ITO et en silicium en regardant la
distribution de taille des vésicules produites. La figure 2.9C montre que sous
les mémes conditions de gonflement, la distribution des tailles présente une
taille moyenne et une taille maximum plus grande dans le cas du substrat de
silicium. Une interprétation possible de cette différence pourrait étre une densité
de défauts moindre sur la surface de silicium ce qui s’inscrirait dans la continuité
des travaux de Lasi¢ et al. [124].

Fonctionnalisation du silicium

Comme la surface du silicium peut étre facilement modifiée par chimie de
surface, nous avons étudié le role des propriétés de la surface sur 1’électroforma-
tion des vésicules. Quatre types de traitement de surface ont été appliqués aux
substrats de silicium : 'hydrophilisation (Si OH), aucun traitement (Si natif),
le greffage de groupes phényle (Si PTS) et 'hydrophobisation (Si HF). Les sur-
faces de silicium rendues hydrophiles ont été préparées en traitant les galettes
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FIGURE 2.9 — Comparaison entre les substrats d'ITO et de Si. A) Images ty-
piques en fluorescence confocale (en haut) et en contraste de phase (en bas)
de vésicules en solution obtenues aprés électroformation sur un substrat d’ITO
(gauche) et de Si (droite). B) Comme sur A) aprés décantation des vésicules
dans une solution de glucose. C) Distribution de la taille des vésicules en frac-
tion (wt%) de la quantité totale de phospholipide. L’insert montre les caracté-
ristiques de la distribution des vésicules sous forme de boite & moustache (la
ligne rouge horizontale, la boite et les moustaches représentent respectivement
les médianes, les premiers et les troisiémes quartiles et les queues des distribu-
tions). Les barres d’échelle font 100 pm. EPC 10 mg/mL, in CHCl;:MetOH 9:1,
2V, 10 Hz, 4 h.
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de silicium avec un plasma d’air qui est connu pour enrichir la surface de sili-
cium en groupes silanols [139]. Les surfaces de silicium natif correspondent aux
galettes de silicium utilisées telles quelles. les surfaces modifiées par des grou-
pements phényle ont été préparées en greffant une couche auto-assemblée de
phényltriméthoxysilane (PTS) sur le substrat de silicium. Enfin, les surfaces de
silicium rendues hydrophobes ont été préparées en enlevant la couche d’oxyde
natif avec de 'acide fluoridrique.

Méthode

Le silicium a été rendu hydrophile par un traitement par plasma d’air pendant
2 min a 500 mTorr (Harrick plasma cleaner). Les surfaces modifiées par des
groupes phényles ont été obtenues en utilisant le protocole de silanisation
décrit en annexe B.3. Le silicium hydrophobe est trempé dans une solution
d’acide fluoridrique (HF) tamponnée (BOET :1, Technic France) pendant 30 s
puis rincé dans de ’eau ultra-pure pour éliminer la couche d’oxyde hydrophile
présente a sa surface [140].

Propriétés

La figure 2.10 montre les angles de contact d’avancée et de reculée de gouttes
d’eau sur ces substrats. Le Si HF s’est avéré le plus hydrophobe avec une hystéré-
sis de mouillage important, ce qui est caractéristique de propriétés de mouillage
inhomogeénes ou de la présence de défauts sur la surface. Le Si PTS s’est montré
moins hydrophobe que le Si HF, mais plus que le Si natif a cause de la présence
des groupes phényle sur la surface. Le Si OH a été la surface la plus hydrophile
avec un angle de contact inférieur & 20°. Il est intéressant de noter que la surface
Si PTS a eu I’hystérésis la plus faible, ce qui indique une bonne homogénéité
de surface aprés le greffage de la monocouche. Comme les phospholipides sont
dissous dans un mélange de chloroforme/méthanol (9/1 vol/vol) pour la pré-
paration des films, nous avons mesuré ’angle de contact pour ce solvant sur
les quatre surfaces pour connaitre la solvophilicité de la surface vis-a-vis de ce
solvant particulier (figure 2.10B). Pour cela, nous avons utilisé une méthode
basée sur Uinterférométrie permettant de mesurer de faibles angles de contact
[57, 141]. La figure figure 2.10B montre que l'angle de contact du mélange chlo-
roforme/méthanol vaut approximativement 3-5° pour les quatre surfaces.

Méthode

Les angles de contact des gouttes d’eau (figure 2.10) ont été mesurés par la
méthode de la tangente [57] & partir de photos des gouttes vues de profil. Les
photos ont été prises avec une caméra CCD (PL-A741, Pixellink) montée sur
un systéme optique spécialement dédié, puis traitées avec le logiciel imagelJ.
Pour chaque substrat, les mesures ont été réalisées a 10 emplacements dif-
férents. Les angles de contact des gouttes de chloroforme/méthanol ont été
mesurés A partir des figures d’interférence observées le long de la ligne de
contact [57, 141] en utilisant un logiciel d’analyse d’image programmé pour
Poccasion (voir annexe B.1). Les images ont été prises avec un microscope
droit (Nikon Optiphot) en mode réflexion en utilisant un module de diode
laser Acculase 1420-00 (Global Laser Technology) comme source lumineuse
et une caméra CCD (PL-A741, Pixellink) pour l'acquisition des images. 30
mesures ont été réalisées sur chaque substrat.
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FIGURE 2.10 — Angles de contact d’avancée et de reculée sur les substrats de
silicium aprés différents traitements. A) Mouillage de ’eau. Les angles de contact
sont mesurés directement & partir de photos du profil de la goutte (insert). B)
Mouillage du solvant (Choloroforme:Méthanol 9:1). Les angles de contacts sont
calculés & partir du profil de la goutte mesuré par interférométrie.
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Le film de phospholipide a été étalé dans les mémes conditions pour les
quatre surfaces et observé par microscopie en réflexion! (figure 2.12). Sur le
silicium rendu hydrophile (Si OH), de larges portions du film ont démouillé du
substrat. Il en a résulté la coexistence de portions de film fin stratifié avec des
zones épaisses, apparemment amorphes (figures 2.11A). Des doigts de trés faible
épaisseur, probablement composés d’une unique bicouche, croissent & partir de
ces zones sur le silicium (figures 2.11B). Ce phénoméne, observé sur toutes les
surfaces avec différentes morphologies, est attribué aux forces de van der Waals
entre le substrat et le film qui induisent une pression de disjonction sur les
premiéres couches de phospholipide responsable de leur étalement [142]. Au
contraire, sur les substrats de silicium natif, le film de phospholipide était bien
organisé (figure 2.12B) et réparti de maniére homogéne sur toute sa surface a
Pexception de petits défauts (trous dans le film), nucléant probablement sur les
défauts du silicium. Sur la surface Si PTS, le film était organisé avec une épais-
seur homogeéne sur des surfaces trés larges, presque sans défauts (figure 2.12C).
Sur les surfaces rendues hydrophobes (Si HF), le film de phospholipide était trés
fin et trés hétérogéne & I’échelle microscopique, présentant de nombreux défauts
(figure 2.12D). Ces différences dans la morphologie du film ne montrent aucune
corrélation ni avec I’hydrophobicité, ni avec la solvophilicité des différentes sur-
faces (figure 2.10A, 2.10B). Nous en avons donc conclu que I'interaction entre les
molécules de phospholipides et la surface est le paramétre principal qui controle
Porganisation et non I’hydrophilicité ou la solvophilicité du substrat. De plus,
nous avons noté que les surfaces avec une large hystérésis (Si natif et Si HF)
induisent de nombreux défauts dans le film, qui génent la formation d’une orga-
nisation lisse des molécules de phospholipide & 1’échelle micrométrique. Il semble
donc avantageux au vu de ces résultats de greffer une monocouche dense de mo-
lécule sur le silicium pour améliorer ’étape de dépo6t du film.

Influence sur le gonflement

La figure 2.12 montre 'effet des traitements de surface sur les vésicules ob-
tenues aprés électroformation. Dans tous les cas, des vésicules ont été formées
mais la distribution de leur taille dépendait fortement de la nature chimique
de la surface (figure 2.12E). Les vésicules étaient trés petites dans le cas de la
surface hydrophile (figure 2.12A), ce qui est probablement dii au nombre limité
de bicouches dans la partie organisée du film. De plus, la partie amorphe du film
méne & la formation d’une quantité importante de petites vésicules non sphé-
riques et multilamellaires. Les tailles des vésicules obtenues sur le silicium natif
étaient typiquement distribuées entre 5 et 200 pm (figure 2.12B) et les vésicules
gonflées sur la surface Si PTS étaient significativement plus grandes en moyenne
que celles gonflées sur le silicium natif (figure 2.12C). Ceci peut s’expliquer par
une meilleure homogénéité du film étalé sur la surface modifiée en comparaison
du silicium natif, sur lequel la présence de défauts affecte ’organisation du film
de phospholipide. Au contraire, le gonflement sur le Si HF (film fin avec de
nombreux défauts) a donné de petites vésicules avec un rendement plus faible
(figure 2.12D).

Tous ces résultats montrent que la nature chimique de la surface est essen-
tielle pour la conduite de la formation des vésicules. Les vésicules sont grandes
sur des surfaces homogenes (peu de défauts) et quand la nature de la surface

1. voir le paragraphe 3.2.3 pour plus d’information sur ’observation de films en réflexion.
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FIGURE 2.11 — Sur un substrat de silicium hydrophile, le film démouille partiel-
lement (EPC 10 mg/mL, in CHCl;:MetOH 9:1). A) Le démouillage laisse des
figures dendritiques sur la zone démouillée. L’intérieur de la zone déposée est
bien organisé et entouré d’une bordure plus épaisse. Echelle : 500 um B) des
doigts de trés faible épaisseur, probablement composés d’une unique bicouche,
croissent, & partir des dendrites (fleche). Ce phénoméne, observé sur toutes les
surfaces est attribué aux forces a longues portées du substrat [142]. Echelle : 50
pm.
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FIGURE 2.12 — Effet de la chimie de surface sur la formation des vésicules. A-
D) Représentation schématique (en bas & droite) et images typiques des films
aprés le dépot (A gauche, image en réflexion, barre d’échelle 20 pm) et des vési-
cules aprés électroformation sur le silicium (en haut & droite, image en contraste
de phase, barre d’échelle 100 pm) avec divers traitements de surfaces : traité
au plasma (A), sans traitement (B), avec greffage de groupes phényle (C) et
rendu hydrophobe par un traitement au HF (D). E) Distribution de la taille
des vésicules en fraction (wt%) de la quantité totale de phospholipide. L’insert
montre les caractéristiques de la distribution des diamétres sous forme de boite
a moustaches (la ligne rouge horizontale et les moustaches représentent respec-
tivement les médianes, les premiers et les troisiémes quartiles et les queues des
distributions). EPC 10 mg/mL, in CHCl;:MetOH 9:1, 2 V, 10 Hz, 4 h.



2.2. INFLUENCE DES PARAMETRES DE GONFLEMENT 111

est adaptée & une bonne organisation du film.
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Structuration du silicium

Pour clarifier la corrélation entre l’organisation du film de phospholipide
et la formation des vésicules, nous avons utilisé le fait que le silicium pouvait
aisément étre microstructuré pour étudier effet de la structure de la surface sur
lorganisation du film et la formation des vésicules. Dans ce but et en utilisant
la gravure séche ionique réactive, nous avons préparé des substrats de silicium
composés d’'un réseau de micro-piliers de 170 nm de hauteur? (c.-a-d., plus
haut que l’épaisseur du film de phospholipide déposé) et de période variées
(respectivement 7, 15 et 60 pm)(figure 2.13).

Méthode

Les microstructures de silicium ont été obtenues par photolithographie en
utilisant la résine AZ5214 (voir annexe B.1) suivie par une étape de gravure
séche du silicium (gravure ionique réactive (RIE) 40 sccm de SFg4, 30 mT,
10 W, 60 s sur une machine Nextral NE100). La résine restante est ensuite
dissoute dans ’acétone et les substrats sont nettoyés dans un bain d’acétone
puis d’isopropanol sous ultrasons pendant 10 min.

La figure 2.13B montre des images typiques de microscopie en réflexion de
films de phospholipide étalés sur les différentes surfaces. Comme c’était le cas
sur les surfaces de silicium natif, le film de phospholipide est organisé de maniére
stratifiée. Pourtant, la présence de micro-piliers affecte clairement ’organisation
du film. Alors que de trés larges zones d’épaisseur uniforme étaient observées sur
le silicium natif, le film de phospholipide est fragmenté & cause de la présence
des micro-piliers. La taille typique des fragments diminue de maniére marquée
avec la diminution de la période du réseau. La microstructuration de la surface
peut ainsi étre utilisée pour controler 'organisation microscopique d’un film de
phospholipide arrangé en bicouches stratifiées.

Influence sur le gonflement

Les figures 2.13C et 2.13D montrent les images en contraste de phase carac-
téristiques et les distributions de tailles des vésicules obtenues par électroforma-
tion de ces films. Il y a une corrélation claire entre la taille caractéristique des
microstructures, ’organisation du film (figures 2.13B) et la médiane de la dis-
tribution des tailles (figures 2.13D). La taille des vésicules décroit en moyenne
avec la diminution de la période des structures, ce qui est interprété comme la,
conséquence de la fragmentation du film de phospholipide organisé. Cette inter-
prétation est corroborée par I’étude de Lasi¢ sur le gonflement spontané de SUV
et de LUV sur des surfaces de topologie variées [122, 123, 124]. En revanche,
la moyenne de la taille des vésicules n’est pas corrélée (figures 2.13D en haut a
droite) a la période du réseau, ce qui est di & la présence d’une petite quantité
de grandes vésicules pour les trois surfaces. Leur formation implique le gonfle-
ment de plusieurs couches de phospholipide pour former une unique vésicule ou
la fusion de plusieurs vésicules de plus petite taille. Il est donc impossible de
controler précisément la distribution en utilisant seulement une électrode mi-
crostructurée. Ces résultats montrent qu’il est possible de fragmenter le film
de phospholipide de maniére controlée en utilisant des microstructures. La frag-
mentation du film est directement corrélée a la taille des vésicules électroformées
mais comme tout le film participe au gonflement des vésicules; que ce soit sur

2. Mesuré au profilométre.
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les piliers ou entre les piliers, la taille caractéristique des fragments de film est
mal définie et les vésicules peuvent fusionner. Ainsi, la présence de vésicules de
plus grande taille ne peut étre évitée.
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FIGURE 2.13 — Effet de la structuration de surface sur I’électroformation. A)
Schéma de principe : des piliers de 170 nm de profondeur suivant un réseau
hexagonal de période p sont gravés dans 1’électrode silicium. Le film de phos-
pholipide est déposé sur les substrats ainsi préparés. B) Photos en réflexion
des films obtenu (fausses couleurs : cf. chapitre 3.2.3) C) Photos en contraste
de phase des vésicules obtenues. D) A gauche : histogrammes comparés de la
distribution des tailles des vésicules pour les différentes structures. A droite :
Diameétre moyen en masse (haut) et diameétre médian (bas) des vésicules obte-
nues. EPC 10 mg/mL, in CHCl;:MetOH 9:1, 2 V, 10 Hz, 12 h.
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2.3 Controle de la taille par masquage de 1’élec-
trode

Nous avons essayé une autre stratégie pour avoir un meilleur controéle sur
la distribution des diamétres des vésicules. La méthode consiste & isoler par-
tiellement 1’électrode de silicium en utilisant une couche de SiO, de 200 nm
d’épaisseur. Des trous circulaires de différents diamétres (respectivement 7, 12
et 24 um) sont gravés dans la couche isolante pour exposer localement le si-
licium au film de phospholipide. Le champ électrique est ainsi concentré dans
les trous ou I'impédance de surface est approximativement 60 fois moindre. La
figure 2.14 montre lorganisation du film et le résultat sur ’électroformation
pour différentes tailles de trous. Comme dans les expériences précédentes, le
film est organisé de maniére stratifiée. En revanche, on trouve une corrélation
plus forte entre la distribution des tailles des vésicules et la taille caractéris-
tique des microstructures : aussi bien la moyenne des diamétres que le diamétre
moyen de la distribution augmentent avec le diamétre des trous. Il ressort que
le diamétre moyen est de 'ordre de la taille des trous. Bien que cette méthode
ne permette pas d’obtenir des vésicules strictement monodisperses, c’est la pre-
miére fois & notre connaissance qu’un controéle clair de la distribution est obtenu
apreés collection de vésicules fabriquées par électroformation.

Méthode

Pour fabriquer les masques de SiO,, un couche de 200 nm de SiO,, a été for-
mée sur la galette de silicium par croissance thermique (25 min a 1000°C en
atmospheére d’oxygéne humide) suivi par une étape de photolithographie en
utilisant la résine AZ5214 (voir annexe B.1) pour définir les motifs. La couche
d’oxyde thermique a été gravée par immersion dans une solution d’acide fluor-
hydrique (HF) tamponnée (BOET:1, Technic France) pendant 4 min puis rin-
cée dans de ’eau ultra-pure. La résine restante est finalement dissoute dans
I’acétone et les substrats sont nettoyés dans un bain d’acétone puis d’isopro-
panol sous ultrasons pendant 10 min.

2.4 Controle de la taille par patterning du phos-
pholipide

A Tinstar de la technique du masquage de I’électrode présentée dans la partie
précédente, on peut envisager de controler la taille des vésicules en déposant
les molécules de phospholipide sur ’électrode sous forme de motifs de taille
controlée. Les sections suivantes présenteront plusieurs approches permettant
de réaliser de tels motifs, chacune d’elles donnant des résultats différents.

2.4.1 Patterning par micro-contact printing

La méthode du microcontact printing pour imprimer des motifs de phospholi-
pide a déja été étudiée pour la fabrication de vésicules monodisperses [129, 130].
Ces travaux ont montré qu’il était possible par cette méthode d’obtenir des
réseaux de GUV relativement monodisperses sur une électrode. La difficulté
principale de cette méthode est I’étape d’encrage du tampon qui doit étre bien
homogéne. En effet, comme les vésicules obtenues par cette méthode sont le
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Ficure 2.14 — Effet du masquage de l’électrode sur lélectroformation. A)
Schéma de principe : Un masque en silice de 200 nm d’épaisseur isole I’élec-
trode de la solution. Des trous de diamétre d suivant un réseau hexagonal sont
gravés dans le masque, découvrant localement 1’électrode de silicium. Le film de
phospholipide est déposé sur ces substrats. B) Photos en réflexion des films ob-
tenus (fausses couleurs : cf. chapitre 3.2.3) C) Photos en contraste de phase des
vésicules obtenues. D) A gauche : distributions des tailles des vésicules pour les
différentes structures. A droite : Diamétre médian et diamétre moyen en masse

des vésicules obtenues. EPC 10 mg/mL, in CHCl;:MetOH 9:1, 2 V, 10 Hz, 12
h.
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résultat de la coalescence de plusieurs petites vésicules (figure 2.20A) [130], la
taille des vésicules obtenues dépend plus de la quantité de phospholipides pré-
sente sur chaque motif que de la taille du motif en lui méme. L’homogénéité de
I'impression du lipide est donc primordiale pour obtenir la monodispersité. Pour
obtenir une bonne homogénéité, Taylor et al. ont fonctionnaligsé leur tampon en
PDMS pour le rendre hydrophile et ont déposé les phospholipides & partir d’une
solution d’éthanol qui est un mauvais solvant pour les phospholipides. Nous
avons pu remarquer lors de nos investigations que la raison de ’utilisation de
I’éthanol comme solvant est que le PDMS n’est pas compatible avec les solvants
habituellement utilisés pour dissoudre les phospholipides [143] : le PDMS se
déforme en se gorgeant de solvant et devient inutilisable comme tampon. Pour
simplifier cette procédure tout en évitant I'utilisation de solvants organiques,
nous avons essayé une autre méthode originale pour encrer le tampon, présen-
tée schématiquement sur la figure 2.15.

Tampon de PDMS Tampon encré
\ / \ micro-motifs
film de phosphollpld phosphohplde
Substrat temporaire Verre traité ITO

(électrode de gonflement)

FIGURE 2.15 — Impression de motifs de lipide par micro-contact printing. 1)
Le tampon est appliqué quelques secondes avec une faible pression sur un film
de phospholipide déposé auparavant sur un substrat. 2) Le tampon est posé
quelques secondes sur 1’électrode en appliquant une pression de 35 g/cm?.

Plutot que de tremper directement le tampon dans une solution, il est apparu
plus judicieux de déposer avant ’encrage un film de phospholipide homogéne
sur une surface temporaire (comme on le fait habituellement sur les électrodes
destinées a I’électroformation), puis d’encrer le tampon en appliquant sur cette
surface comme on le fait lors de 'utilisation d’un tampon traditionnel. Le tam-
pon ainsi encré est ensuite appliqué sur la surface utilisée comme électrode de
gonflement sous une pression controlée. L’observation des dépdts en microsco-
pie a fluorescence montre des motifs bien définis de phospholipide sur la surface
d’ITO (figure 2.16).

L’homogénéité des motifs imprimés dépend beaucoup de ’homogénéité du
dépot initial sur le substrat temporaire (figure 2.16A). Pour pallier ce probléme
et montrer que 'inhomogénéité provenait bien du dépdét initial, nous avons uti-
lisé comme dépot temporaire un film déposé par la méthode du spin-coating
qui permet d’obtenir un film homogéne [113]. Nous avons alors obtenu une im-
pression beaucoup plus homogeéne des motifs (figure 2.16B) sur toute la surface
imprimée. Le dépot par spin-coating a néanmoins 'inconvénient de consommer
beaucoup de phospholipides et pourrait étre avantageusement remplacé par un
dépot par retrait de ménisque que ’on étudiera dans le chapitre suivant.
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F1GURE 2.16 — Images en fluorescence des motifs de phospholipides obtenus
aprés tranfert d’un film avec un tampon. A) Disques de 30 pum transférés a
partir d’un film déposé a la main. B) Disque de 15 pm déposé a partir d’un film
déposé par spin-coating.

Méthode

Les tampons sont réalisés par moulage de PDMS (RTV615 PDMS:crosslinker
10:1) sur un moule réalisé par photolithographie d’une couche de 6 pm de
SUS8 2005 (cf. Annexe B.1) sur une galette de silicium. Les motifs se pré-
sentaient sous forme d’un réseau hexagonal de disques de 15 et 30 um de
diameétre espacés respectivement de 30 et 60 pm. La solution de lipide L-
a-phosphatidylcholine fluorescente (EPC, 10 mg/ml +2% Rhodamine-PE ou
FITC-PE dans du chloroforme:méthanol 9:1 vol:vol) est tout d’abord déposée
sur le substrat temporaire (une lame d’ITO dans notre cas) et séchée sous vide
pendant une heure, afin d’obtenir un film fin de lipide sec et bien organisé. En-
suite, le tampon de PDMS est appliqué sur la surface temporaire (35 g/cm?,
10 s.) puis sur la lame de verre recouverte d’une couche d’ITO (35 g/cm?, 10
s.) pour transférer le film de lipide avec les motifs désirés (figure 2.16). Les
vésicules ont été obtenues par électroformation pendant 2 heures des lipides
déposés sur cette électrode en utilisant la méme procédure que celle décrite
au chapitre 1.3.4.

En accord avec [129, 130], nous avons observé que la taille des vésicules
pendant le gonflement est directement contrélée par la taille des motifs du tam-
pon de PDMS. La figure 2.17 montre deux réseaux de vésicules obtenues aprés
30 minutes de gonflement de films de lipides micro-imprimés suivant des mo-
tifs de 30 um (gauche) et 15 pum (droite) de diamétre respectivement. Il y a
une augmentation claire de la taille des vésicules obtenues avec I’augmentation
de la taille des motifs telle que la moyenne des diamétres des vésicules et la
tailles des motifs sont égales (figure 2.19A). Malheureusement, aprés extraction
des vésicules de la cellule de gonflement, cette monodispersité est perdue (fi-
gure 2.19B) et la distribution des tailles des vésicules obtenues ne différe pas
notablement entre le gonflement des motifs imprimés et le gonflement d’un film
déposé par impression avec un tampon sans motif (figure 2.18B). Ce phénomeéne
est attribué au fait que le gonflement produit de petites vésicules qui fusionnent
ensuite [130] (figure 2.20A). Une grosse vésicule est ainsi formée sur chaque mo-
tif comme on l'observe sur la figure 2.17, mais de petites vésicules continuent
d’apparaitre a la base de celle-ci (figure 2.20B). Ces vésicules de pieds sont beau-
coup plus nombreuses que les grosses vésicules et masquent la monodispersité
des vésicules gonflées comme Pavaient déja remarqué Kuribayashi et al. [131]. Tl
est intéressant de noter que ces petites vésicules se forment préférentiellement
sur les bords des motifs. Cette observation indique qu’elles doivent se former 4
partir de défauts du film.
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FIGURE 2.17 — Vésicules pendant le gonflement des motifs de phospholipides
imprimés. En haut : Photos en contraste de phase. En bas : photos en fluores-
cence. A gauche : motifs de 30 pm de diamétre. A droite : motifs de 30 pm de

diameétre. EPC 10 mg/mL, in CHCl;:MetOH 9:1, 2 V, 10 Hz, 30 min. Les barres
font 100 um.
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FIGURE 2.18 — Vésicules aprés extraction de la cellule et plombage en cellule
d’observation. A) Photos en contraste de phase des vésicules issues d’une im-
pression de lipide avec un tampon de motifs de 30 pm de diamétre. La barre
d’échelle représente 100 pm B) Histogrammes comparés de la taille des vésicules
gonflées a partir d’un film déposé par un tampon avec et sans micro-structures
(témoin). EPC 10 mg/mL, in CHCl;:MetOH 9:1, 2 V, 10 Hz, 4 h.
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Meéme si le controle de la taille des vésicules aprés extraction ne peut étre
obtenu par cette méthode, elle peut étre trés intéressante pour réaliser des ré-
seaux de vésicules monodisperses fixées sur une surface. Ce type de réseaux
pourrait étre utilisé par exemple pour exprimer des protéines de maniére dy-
namique suivant des motifs préétablis ou encore pour étudier des systémes de
communication cellulaire in wvitro.
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F1cURE 2.19 — Influence de la taille du motif sur la taille des vésicules avant
extraction (A) et aprés extraction (B). Les graphes représentent la distribution
des tailles (& gauche) et la répartition de la masse de phospholipide en fonction
de la taille des vésicules (& droite) obtenu aprés le gonflement de motifs de 15
et 30 um de diamétres. Les moyennes sont données en insert. A) Les droites
rouges dans les inserts représentent les ajustements linéaires sur les moyennes.
Les ajustements donnent : 0,94 pm/pm pour la moyenne des diamétres (gauche)
et 1,02 pm/pm pour la moyenne pondérée par la masse (droite). B) Les motifs o
avec interpolation en trait plein représentent les données issues des mesures sur
les images en contraste de phase et les motifs < avec interpolation en trait poin-
tillé représentent les données issues des mesures sur les images en fluorescence.
EPC 10 mg/mL, in CHCl;:MetOH 9:1, 2 V, 10 Hz, 30 min.
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4 min. 8 min. 12 min. 16 min. 20 min.

FIGURE 2.20 — Les vésicules lors du gonflement de motifs micro-imprimés. A)
De petites vésicules apparaissent tout d’abord, puis fusionnent pour former une
grosse vésicule. B) Un nombre important de vésicules de plus petite taille appa-
raissent au pied de la vésicule principale présente sur chaque motif. Les barres
d’échelle représentent 30 pm. EPC 10 mg/mL, in CHCl;:MetOH 9:1, 2 V, 10
Hz, 20 min.
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2.4.2 Patterning par moulage

Le micro-contact printing ne donnant pas de bons résultats, nous avons
tenté d’utiliser d’autres méthodes pour déposer les phospholipides sous forme
de motifs. Kuribayashi et al. avaient déja essayé de déposer le phospholipide
par la technique du « dry lift-off » pour avoir une meilleur homogénéité du
dépot [131]. Mais les résultats qu’ils ont obtenus étaient similaires & ceux du
micro-contact printing. Nous avons essayé dans un premier temps de déposer le
phospholipide en le moulant sur la surface comme illustré sur la figure 2.21. Pour
cela, une goutte de phospholipide dans un mélange de chlorophorme:méthanol
10:1 est déposée sur 1'électrode et un moule en PDMS est appliqué sur la goutte
avant qu’elle séche. Aprés 2 minutes, le solvant s’est évaporé a travers le PDMS
et une fois le moule désolidarisé du substrat, des motifs bien définis apparaissent
sur 1’électrode.

Moule en
PDMS Evaporation du solvent Motifs de
x phospholipide

S| I

1. 2. 3.

F1GURE 2.21 — Fabrication de motifs de phospholipide par moulage : 1. une
goutte de solution de phospholipide dans un solvant organique est déposée sur
le substrat. 2. Aprés application du moule en PDMS sur la goutte, le solvant
organique s’évapore a travers celui-ci. 3. Une fois le moule décollé, des motifs de
phospholipide restent sur le substrat.

Nous avons utilisé pour nos tests un moule en PDMS contenant des trous de
30 um de diameétre et 6 um de profondeur. Les motifs obtenus par cette technique
étaient notablement plus épais que pour le micro-contact printing. Leur aspect
semblait amorphe, ne présentant pas de structures stratifiées visibles.

La figure 2.22A montre des dépots pour différentes concentrations C' de
phospholipides dans le solvant. A faible concentration (C' < 5 mg/mL), le dépot
se présente sous forme d’anneaux. Pour des concentrations plus élevées (C > 5
mg/mL), un dépot relativement uniforme sur chaque motif et homogéne sur
toute la surface est obtenu.
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1 mg/mL 2,5 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL

FIGURE 2.22 — Impression de motifs de phospholipide par la méthode de mou-
lage. A) Image en fluorescence de motifs imprimés avec différentes concentra-
tions de phospholipide dans la solution (’échelle de fluorescence est différente
pour chaque image). La barre représente 100 pum. B) Image en contraste de
phase aprés 18 min. de gonflement de motifs de 30 pm. La barre représente 50
pm. EPC 10 mg/mL, in CHCl;:MetOH 9:1, 2 V, 10 Hz
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Méthode

Le moule en PDMS a été réalisé par moulage d'une couche de 5 mm de PDMS
(RTV615 PDMS:crosslinker 10:1) sur un moule réalisé par photolithographie
d’une couche de 6 pm de SU8 2005 (cf. Annexe B.1) sur une galette de sili-
cium. Les motifs se présentaient sous forme d’'un réseau hexagonal de disques
de 30 pm de diamétre espacés respectivement de 60 um. Une goutte de 5
uL de solution de phospholipide fluorescent (EPC+2% FITC-PE dans du
chloroforme:méthanol 9:1 vol:vol) était déposée sur le substrat d’ITO, puis
immédiatement recouvert par le moule en appliquant une légére pression avec
le doigt pendant quelques secondes. Aprés 2 min. de séchage, le moule est
délicatement décollé du substrat en prenant soin de ne pas lui appliquer de
forces latérales. Les vésicules ont été obtenues par électroformation, pendant 2
heures, des lipides déposés sur cette électrode en utilisant la méme procédure
que celle décrite au chapitre 1.3.4.

Lors du gonflement de ces motifs de phospholipides, nous avons pu observer
que de nombreuses petites vésicules se formaient trés rapidement (figure 2.22B),
puis diffusaient sur la surface avant de se détacher. Contrairement a ce que I’on a
pu obsgerver pour les films déposés par micro-contact printing, une faible propor-
tion de ces petites vésicules a fusionné pour en former de plus grandes. Comme
on peut le voir sur la figure 2.22A, un dép6t de phospholipide est également pré-
sent entre les motifs. Il est fort probable que ce dépot formant un support liquide
soit responsable de la diffusion rapide des vésicules hors des motifs, empéchant
leur fusion subséquente.

Aprés extraction, la distribution de la taille des vésicules obtenues présente
un net maximum a 5 um, issu de la formation des nombreuses petites vésicules
sur les motifs. Peu de vésicules plus grandes sont présentes, comme on peut le
voir sur la figure 2.24. En comparaison du dépdt par micro-contact printing, le
résultat obtenu est encore plus éloigné du résultat escompté.

Cette nouvelle expérience confirme a fortiori qu'une mauvaise organisation
du film — d’apparence amorphe et ne présentant pas de structure stratifiee —
méne 4 la formation de petites vésicules d’environ 5 um. Ces petites vésicules
peuvent fusionner en partie mais viennent irrémédiablement polluer la solution
finale. Un bon controle de 'organisation microscopique du film est donc indis-
pensable pour obtenir le gonflement de grandes vésicules n’impliquant pas de
phénomeénes de fusion et ce controle peut difficilement passer par une méthode
mécanique de dépdt comme le moulage ou le micro-contact printing oi les forces
mises en jeu viennent perturber de maniére incontrélable 'organisation de 1’ob-
jet fragile qu’est le film en structure lamellaire. Le paragraphe suivant présente
une autre méthode ne faisant pas intervenir ces contraintes mécaniques.

2.4.3 Patterning par instabilités de mouillage

Nous anticipons dans ce paragraphe les résultats du chapitre suivant en
introduisant un dépo6t de phospholipide réalisé par la méthode du retrait de mé-
nisque. Sous certaines conditions, lorsque le ménisque est instable, il est possible
de déposer de cette maniére des ilots de phospholipide de 5,1£0,8 pm sur une
galette de silicium comme on peut le voir sur la figure 2.23. Les observations
par microscopie en réflexion indiquent par comparaison avec les films qui seront
étudiés au chapitre suivant que I’épaisseur de ces galettes de phospholipides fait
environ 100 nm et contient trés probablement le méme nombre de couches de
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phospholipide sur toute la surface (trés faible dispersion d’épaisseur et pas de
marches visibles).

400

300
200

Nombre d’ilots
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Diamétre (um)

FIGURE 2.23 — Tlots de phospholipides fabriqués par instabilités de mouillage.
A gauche : Image en réflexion du dépot. La barre représente 100 pm. A droite :
distribution des diamétres des ilots. Dépot : EPC 12 mg/m in C;yH,,, 48°C, 35
um/s

Le gonflement de ces ilots a donné une distribution relativement ramassée
en comparaison des autres méthodes de dépo6t, avec des tailles de vésicule plus
grandes que la taille des ilots et peu de petites vésicules (voir figure 2.24). Ce
résultat est difficile & interpréter et il serait nécessaire de réaliser d’autres expe-
riences pour mieux comprendre le phénoméne. L’aspect ramassé de la distribu-
tion laisse pourtant espérer la possibilité d’un meilleur contréle en optimisant
I’organisation du film.
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20 —o— Moulage
—6— Instabilités
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Fraction de lipide (Wt%)

Diameétre des vésicules

FIGURE 2.24 — Distributions comparées de la taille des vésicules obtenues i) par
micro-contact printing (LCP) avec un tampon de 15 um (vert) ii) par moulage
avec un moule contenant des motifs de 30 um (bleu) iii) avec des instabilités de
mouillage donnant des motifs de 5 um (rouge).
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2.5 Discussion

Les résultats présentés dans ce chapitre ont mis en évidence l'influence des
défauts dans le film sur la taille des vésicules obtenues par électroformation. Tout
d’abord, nous avons montré en modifiant la chimie de surface de I’électrode que
la formation de vésicules de grande taille (50-200 pm) était favorisée par une
organisation stratifiée du film, homogéne sur de grandes surfaces, avec trés peu
de défauts. L’augmentation naturelle (mesurée par I'hystérésis de mouillage) et
artificielle (microstructures) de la densité de défaut réduit la taille des vésicules
formées. A l'extréme, les films amorphes observés sur le silicium hydrophile et
issus des motifs fabriqués par moulage (ne présentant aucune structure stra-
tifiée visible en microscopie optique et donc contenant a priori une trés forte
densité de défauts) ménent & la formation d’un grand nombre de petites vé-
sicules (~ 5 pm) mal formées et probablement multilamellaires, alors que les
motifs sans défauts obtenus par les instabilités de mouillage n’ont formé que des
vésicules de taille intermédiaire. D’autre part, les observations réalisées lors du
gonflement de motifs réalisé par microcontact printing ont montré que des pe-
tites vésicules gonflaient préférentiellement en périphérie des motifs, indiquant
que les vésicules naissaient & partir de défauts du film. La présence de défauts
favorise donc certainement le gonflement des vésicules en favorisant le passage
de la solution entre les couches. Mais pour obtenir des vésicules monodisperses,
la meilleure stratégie est a fortiori de chercher & obtenir des motifs de phos-
pholipide ayant une organisation stratifiée sans défauts. Ces considérations ont
motivé le travail du chapitre suivant qui présente une nouvelle méthode de dépot
permettant de mieux controler 'organisation du film.
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2.6 Conclusion

Pour pouvoir caractériser précisément la taille des vésicules que nous fabri-
quons, nous avons tout d’abord mis au point un outil informatique d’analyse
d’image permettant de mesurer la distribution de taille d’'une grande popula-
tion de vésicules. Deux méthodes d’analyse d’image ont été présentées : une
premiére basée sur 'analyse de contours est simple et rapide, mais ne permet
pas de détecter les vésicules dans des conditions d’observation difficiles; la se-
conde méthode, basée sur une technique de transformée, est plus complexe mais
permet une analyse plus robuste, efficace dans des conditions difficiles.

Cet outil d’analyse a permis de mesurer l'influence de différents paramétres
expérimentaux sur la distribution en taille des vésicules fabriquées par électro-
formation. La température lors du gonflement a eu peu d’effet sur la distri-
bution. En revanche, 'augmentation du temps de gonflement a eu tendance &
produire des vésicules plus grosses. Nous avons également pu établir une corré-
lation entre la taille des vésicules et la densité de défauts dans le film en utilisant
des électrodes en silicium ayant subi différents traitements de surface, caracté-
risés par leurs propriétés de mouillage. Comme la présence de défauts diminuait
en moyenne la taille des vésicules produites, nous avons cherché & produire ces
défauts artificiellement. La génération artificielle de défauts dans le film par
micro-structuration de ces électrodes n’a pas permis d’avoir qu’un contréle par-
tiel sur la distribution. En revanche, couplée a I'utilisation d’un masque isolant
en silice, cette méthode a permis un bon controle de la taille des vésicules, méme
si les populations obtenues ne sont pas strictement monodisperses.

Parallélement, nous avons tenté d’imprimer le film de phospholipide par dif-
férentes méthodes. Le microcontact printing, qui avait déja été introduit par
Taylor et al. nous a permis d’obtenir des résultats similaires. En utilisant une
méthode originale de transfert du film a ’aide du tampon nous avons obtenu des
impressions plus homogénes. Nous avons alors obtenu des réseaux de vésicules
monodisperses sur ’électrode mais 'extraction s’est traduite par un élargisse-
ment notable de la distribution des tailles. D’autre part, des motifs de phospho-
lipides réalisés par une technique de moulage, plus simple & mettre en ceuvre,
a donné par électroformation des vésicules de trés petite taille (~ 5 um). Nous
avons attribué ce résultat inattendu au caractére amorphe du dépot.

L’ensemble de ces observations nous a amené & conclure qu’il ne serait pas
possible de bien controler le phénomeéne de 1’électroformation sans une meilleure
maitrise de l'organisation du film déposé. Une nouvelle méthode de dépot de film
doit s’imposer et ce sera 'objet du chapitre suivant.
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Chapitre 3

Le dépot de films de
phospholipide
multilamellaires

A fabrication de couches minces est d’un intérét fondamental pour de nom-
breux domaines comme la microélectronique [1], 'optique [144] et les trai-
tements de surfaces [145]. Beaucoup de méthodes existent déja pour fabriquer
des films fins de compositions variées comme le dépo6t chimique en phase vapeur
(CVD), I’épitaxie & jet moléculaire (MBE), le spin-coating, le dip-coating ou
encore 1’électrodéposition. Pourtant, certaines molécules qui ont des propriétés
d’auto-organisation comme les phospholipides restent difficiles & déposer avec
un bon controle de Porganisation du film aux différentes échelles nano-, micro-
et macroscopique simultanément.

Lors du processus d’électroformation des vésicules, les molécules de phos-
pholipide passent de la phase lamellaire & la phase vésiculaire. Les phénoménes
mis en jeu dans ce processus sont mal compris, mais ’organisation initiale de la
phase lamellaire semble avoir une importance primordiale comme nous avons pu
I’observer au chapitre précédent. Il est donc apparu évident que les études sur
I’électroformation ne subiraient pas d’avancées majeures sans un controle précis
de la morphologie du film initial. Nous avons donc cherché une méthode qui
nous permettrait de préparer des films de phospholipide multicouches modéles
se rapprochant d’une structure lamellaire idéale. Par idéal, comprenons un film
de phospholipide dont nous connaissons le nombre de couches 4 la couche prés
et dont les couches sont des plans infinis, sans défauts. Si nous maitrisons la
fabrication de tels films, il sera alors possible de faire une étude quantitative
de l'influence des défauts sur le phénomeéne de gonflement et plus généralement
de mieux comprendre la mécanique des membranes biologiques en conformation
repliée.

Traditionnellement, le dépot des phospholipides se fait par ’étalement d’une
goutte de phospholipide dans un solvant organique sur le substrat. Elle peut
étre déposée simplement sur la surface, dans ce cas, le solvant est choisi de
maniére a ce que le substrat soit trés solvophile (généralement le méthanol sur
I'TTO). La goutte s’étale alors sur la surface par mouillage et laisse un dépot
de phospholipide aprés avoir séché. La goutte peut également étre littéralement

129
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étalée avec une pipette sur la surface de maniére & forcer le mouillage de la
goutte. La premiére méthode a 'avantage d’étre reproductible, mais est limitée
au dépot sur de petites surfaces et le dépot résultant est généralement peu
homogeéne [146] (& cause de Veffet « tache de café » [147]). La seconde méthode
permet un étalement sur une plus grande surface et de maniére plus homogéne.
Toutefois, le résultat, qui dépend de 'opérateur humain, est peu reproductible.
Dans les deux cas, le controle de I’épaisseur reste aléatoire, loin d’étre 4 la couche
pres.

Dans de précédents travaux, diverses méthodes ont été explorées pour amé-
liorer le dépot des films de phospholipide comme ’étalement de goutte [146, 148],
le spin-coating [113], le dépot par Langmuir-Blodgett [149], Langmuir-sheafer
[150] ou "layer-by-layer" (LBL) [132]. Diverses organisations ont été obtenues en
fonction de la méthode utilisée [113] mais aucune d’entre elles n’a permis d’ob-
tenir simultanément un bon controle de ’épaisseur du film, de 'organisation
nano- et microscopique et de I’lhomogénéité macroscopique du film.

Dans ce chapitre, nous commencerons par faire une rétrospective des diffé-
rentes méthodes utilisables pour fabriquer des dépots de phospholipide multi-
couches et en détaillerons les avantages et les inconvénients. Par la suite, nous
discuterons les méthodes de caractérisation des films et celles que nous avons
utilisées et développées seront spécifiquement détaillées. Une étude sur la mé-
thode de dépot par retrait de ménisque sera ensuite présentée comme moyen de
réaliser des films d’épaisseur controlée et donnant également des perspectives sur
le controle de lorganisation intime des films. Pour finir, nous présenterons et
discuterons deux approches possibles pour réaliser des motifs de phospholipide
en utilisant cette méme méthode.
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3.1 Les méthodes de fabrication des films

De nombreuses méthodes de dép6t existent pour obtenir des multicouches de
molécules de phospholipide. Nous séparerons ces méthodes en deux catégories :

1. les méthodes couche par couche, qui sont propres au caractére auto-orga-
nisationnel des phospholipides. Elles consistent & déposer les couches de
phospholipide séquentiellement les unes aprés les autres. ;

2. Les méthodes en une étape, plus traditionnelles qui permettent d’obtenir
dans les bonnes conditions des films lamellaires bien organisés.

3.1.1 Les méthodes couche par couche
Langmuir Blodgett

Le dépo6t de couches par la méthode de Langmuir-Blodgett est une méthode
de fabrication de monocouches ou de multicouches de tensioactif par transfert
sur un substrat d’une couche pré-organisée sur une interface liquide/air. La
découverte des propriétés d’auto-organisation des tensioactifs en couches s’est
accompagnée de méthodes de caractérisation de leurs propriétés thermodyna-
miques. La méthode la plus répandue pour caractériser le diagramme de phase
de ces molécules est 'expérience inventée par Langmuir et Blodgett. Dans cette
expérience, une cuve est remplie d’un liquide ne dissolvant pas le tensioactif a
étudier, par exemple de I’eau pour les phospholipides. La bonne quantité de ten-
sioactif est déposée a la surface du liquide de maniére & obtenir légérement moins
d’une couche de tensioactif & la surface du liquide. Naturellement, les molécules
de tensioactif amphiphile vont s’orienter de maniére & apposer leur coté ayant le
plus d’affinité avec le liquide du c6té du liquide. Un systéme de glissiére permet
ensuite de compresser cette couche tout en mesurant la tension de surface du
liquide. La pression appliquée sur la couche fait baisser d’autant la tension de la
surface du liquide. Ceci permet de connaitre simultanément la pression et la sur-
face de la couche et ainsi de tracer ses isothermes de compression. Il est ensuite
possible de transférer la couche sur un substrat en le faisant passer a travers
Pinterface & pression constante. En le passant successivement dans une direction
puis dans 'autre, on peut déposer idéalement plusieurs couches de tensioactif
les unes sur les autres. On trouvera une description compléte de cette méthode
et de ses applications dans [151].

Il a été montré qu’il était possible de déposer de cette maniére un nombre
illimité de couches successives avec certains tensio-actifs [151]. Pour le cas des
phospholipides, de nombreux exemples de la littérature montrent des dépots
d’une bicouche de phospholipide obtenues par cette méthode pour fabriquer des
membranes supportées (principalement de DDPC [150]). Le dépot d’un plus
grand nombre de couches est délicat & cause de la faible interaction entre les
couches. Les couches déja déposées ont tendance & se redéposer sur l'interface
eau/air plutot que de former une nouvelle couche. On trouve néanmoins certains
travaux relatant ce type de dépot en utilisant des ions divalents : Zn>" ou Co?"
pour augmenter I’interaction entre des couches chargées négativement (DMPA).
Caseli et al. ont ainsi montré qu’il était possible de déposer plus de 13 couches de
DMPA sur des microbalances a quartz [149]. Toutefois ces résultats ne sont peut-
étre pas adaptables & tous les types de phospholipides. A notre connaissance,
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F1c¢URE 3.1 — Schéma de principe du dépot de multicouches de phospholipide
par la méthode de Langmuir-Blodgett. A) Le trempage et retrait successif d’'un
substrat & travers une interface eau/air recouverte d’'une monocouche de phos-
pholipide dont la pression est controlée permet d’ajouter une a une des couches
de phospholipide. B) La méthode de Langmuir-Sheaffer permet d’ajouter une
couche de molécule supplémentaire en faisant passer le substrat a travers 'in-
terface paralléelement & celle-ci.

aucun dépot de plus de deux couches de DPPC et de plus d’une couche de
DOPC n’a été obtenu par cette méthode.

Certaines équipes ont pallié cette difficulté en utilisant la méthode de Langmuir-
Sheaffer. Cette méthode consiste & transférer une couche supplémentaire en fai-
sant traverser le substrat & travers Iinterface eau/air parallélement & celle-ci
[150, 152]. A notre connaissance, il n’a jamais été montré qu’il était possible de
déposer plus d’une couche de phospholipide supplémentaire par cette méthode.

Nous avons essayé de déposer des multicouches de DOPC par la méthode de
Langmuir-Blodgett sur des galettes de silicium hydrophiles. Lors de nos tenta-
tives de dépot de la seconde couche, la premiére couche réintégrait systémati-
quement U'interface eau/air quelle que soit la pression appliquée sur le film.

La méthode de Lagmuir-Blodgett parait séduisante, au premier abord, pour
déposer les multicouches car elle est basée sur le transfert de couches de molé-
cules parfaitement continues et laisse espérer 'obtention de films sans défauts.
Malheureusement, elle présente des inconvénients difficiles & surmonter. Tout
d’abord, c’est une méthode lourde & mettre en ceuvre : la préparation et la ma-
nipulation de la cuve prennent beaucoup de temps et les dépots se font & des
vitesses de 'ordre de la dizaine de micrométres par seconde : il faudrait envi-
ron 20h pour déposer une vingtaine de couches sur un substrat d’un centimétre
carré. Cette méthode est donc inenvisageable pour des expériences routiniéres.
D’autre part, comme nous ’avons vu précédemment, la surface spécifique des
molécules de phospholipide dépend de 'hygrométrie. Il est donc peu probable
que le film conserve la continuité de ses membranes lors des immersions et re-
traits successifs si le film se dilate et se rétracte alternativement, créant ainsi
des réorganisations permanentes au sein du film. L’obtention de membranes sans
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défauts dans ces conditions semble pour I'instant peu probable.

Layer-by-Layer

La méthode du Layer-by-layer (LBL) est une autre méthode permettant de
réaliser des multicouches en empilant sur un substrat des couches de charge
opposées les unes sur les autres. Pour obtenir de telles structures, on trempe
successivement, le substrat dans la solution contenant les molécules chargées po-
sitivement, puis dans la solution contenant les molécules chargées négativement.
A chaque étape, une couche de charge opposée se forme sur la surface & cause de
I'interaction électrostatique entre la surface chargée et les nouvelles molécules en
solution de charge opposée. Découverte initialement avec des molécules chargées
amphiphiles, cette méthode a ensuite été principalement appliquée & des poly-
électrolytes [153], et beaucoup plus rarement & des phospholipides [132]. Cette
méthode a été utilisée pour réaliser des membranes supportées (par adsorption
d’une seule bicouche de phospholipide) dont on trouvera une revue dans [154],
mais beaucoup moins pour un nombre plus élevé de couches [132]. Le principal
inconvénient de cette méthode est la nécessité d’utiliser des couples de phos-
pholipide chargées et généralement une couche intermédiaire de polyélectrolyte
si I’'on veut réaliser plus d’une bicouche. Ceci limite de ce fait cette méthode a
la fabrication de films de composition trés spécifique. D’autre part, les études
réalisées sur ce type de structure ont montré qu’elles étaient moins ordonnées
que les structures réalisées par la méthode de Langmuir-Blodgett [149], ce qui
reste & vérifier pour le cas des phospholipides.

3.1.2 Les méthodes en une étape

Beaucoup de méthodes en une étape sont envisageables pour le dépot de
phospholipide. Nous ne parlerons dans cette partie que des méthodes qui ont été
employées pour ce type de molécule. On trouvera des caractérisations comparées
de ces méthodes par SAXS et EPR dans [155] et par microscopie optique et AFM
dans [113].

Evaporation de gouttes

L’étalement de gouttes est la méthode la plus simple. Une simple goutte de
phospholipide dissout dans un solvant organique est déposée sur le substrat. Si
la goutte mouille bien le substrat, elle s’étale pour former un disque bien défini.
Apreés séchage, un disque de phospholipide d’épaisseur plus ou moins homogéne
reste sur la surface. Cette méthode a 'avantage d’étre trés simple mais offre
peu de controle sur I’homogénéité du film et la reproductibilité de son épaisseur
[155].

Spin-coating

La technique du spin-coating consiste & étaler un film mince de liquide sur un
disque en la faisant tourner & une vitesse élevée. La force centrifuge est respon-
sable d’un écoulement du liquide vers I'extérieur du disque qui amincit le film. Le
spin-coating de solutions de phospholipide a été étudié par Estes et Mayer pour
Pappliquer & 1’électroformation [113]. Ils ont obtenu des films d’épaisseur bien
controlée qui donnent de bons résultats lors de 1’électroformation. Néanmoins,
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leurs observations au microscope & force atomique montrent que ’organisation
du film est tres fragmentée a ’échelle sub-micrométrique, ce qui n’en fait pas
un bon candidat pour servir de systéme modéle.

Dip-coating

La méthode du dip-coating consiste & tirer le substrat d’une solution de
phospholipide & une vitesse controlée. Un film de solution d’épaisseur uniforme
se dépose sur le substrat et laisse aprés séchage du solvant, un film d’épaisseur
homogene [155]. Cette méthode a 'avantage de permettre le dépot d’une large
gamme d’épaisseurs en variant les conditions expérimentales. Elle a été peu
utilisée pour déposer des films de phospholipide et ne donne pas toujours des
résultats homogenes [113] ni reproductibles [155]. Cette méthode sera décrite
plus en détail dans la suite de ce chapitre.

3.2 Les méthodes de caractérisation

Un film de phospholipide est une structure qui peut prendre des organisations
spécifiques & différentes échelles en fonction des conditions météorologiques et
de la maniére dont il a été fabriqué. Aucun outil ne permet de résoudre tous les
détails de cette structure simultanément. Pour chaque nature d’organisation que
I’expérimentateur cherche & décrire, il est donc nécessaire d’utiliser une méthode
adaptée.

A T’échelle nanoscopique, les molécules de phospholipide s’organisent les unes
par rapport aux autres suivant une phase qui dépend de I’équilibre thermo-
dynamique, mais qui est toujours lamellaire pour les phospholipides pouvant
mener a la formation de vésicules. Cette structure supramoléculaire peut étre
déterminée par des moyens d’analyse structurale classiques. On trouve dans
la littérature des caractérisations de films de phospholipide mono- ou multi-
couches utilisant des méthodes de diffraction comme la diffraction de rayons
X aux petits angles (SAXS) [146, 155] ou la diffraction de neutron aux petits
angles (SANS) [152]. Ces méthodes permettent de faire une mesure globale de
lorganisation des molécules les unes par rapport aux autres et d’obtenir des
informations comme ’épaisseur des couches de molécules, leurs distances, la
présence d’eau ou de solvant entre les couches, les fluctuations des molécules ou
des membranes, etc. Les méthodes spectroscopiques comme la résonance ma-
gnétique nucléaire (RMN) [156] ou la résonance paramagnétique électronique
(EPR) [155] permettent d’obtenir des informations sur l'orientation des molé-
cules qui informent sur la morphologie des défauts, la présence de molécules
étrangeéres ou la dynamique de ces molécules. Ces méthodes permettent généra-
lement de sonder la structure moyenne des films en réalisant une mesure globale
sur une grande surface. Généralement moins précises, des méthodes directes
d’observation peuvent donner des informations supplémentaires sur la nature
des réorganisations autour des défauts ou des frontiéres. Notamment en uti-
lisant la microscopie électronique & transmission (TEM) ou & balayage (SEM)
[157] qui permettent d’observer les ondulations des couches a plus grande échelle
ou la structure de la réorganisation des couches aux frontiéres des défauts.

A une échelle plus grande, mais toujours sub-micrométrique, I’épaisseur et
les propriétés optiques du film peuvent étre mesurées par la technique de I'el-
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lipsométrie qui mesure la dépolarisation de la lumiére réfléchie sur le film [158]
et les variations d’épaisseur par des méthodes de microscopie en champ proche
comme la microscopie & force atomique (AFM) qui sonde la surface avec une
pointe nanométrique [159, 160].

A Téchelle microscopique, 'organisation lamellaire des molécules de phos-
pholipide peut étre plus ou moins homogéne, cette structure peut étre stratifiée
et présenter des marches espacées par des distances micrométriques ou amorphe
si elle ne présente pas d’organisation claire & ces échelles. Cette organisation
est observable & travers la variation d’épaisseur du film avec des techniques de
microscopie optique comme la microscopie en réflexion [161], la microscopie en
fluorescence [161, 142], la microscopie & angle de Brewster [162], la microscopie
ellipsométrique [158]. Les défauts n’aboutissant pas & une variation d’épaisseur
peuvent étre localisés avec d’autres méthodes optiques comme la microscopie
en champ noir qui peut permettre de localiser des inhomogénéités d’indice dans
le film ou la microscopie en biréfringence qui est sensible aux variations des
propriétés optiques anisotropes du film. En ajoutant des sondes comme des
Quantum Dots (QD) dans le film qui vont se concentrer dans certains défauts
en fonction de leur affinité, il est également possible de localiser ces défauts.

A TDéchelle macroscopique, I’épaisseur, ou l'organisation du film, peut ne
pas étre uniforme en fonction des conditions de dépots du film. Ces variations
pourront étre quantifiées et cartographiées par des mesures locales multiples en
utilisant la méthode adaptée & la grandeur & mesurer ou simplement par des
mesures optiques globales comme I'imagerie en lumiére réfléchie, en champ noir
ou de fluorescence.

Les propriétés des films supportés peuvent faire également ’objet d’ana-
lyses comme la mesure du coeflicient de diffusion des phospholipides dans les
membranes par la méthode de recouvrement de fluorescence aprés photoblanchi-
ment (FRAP). Dans cette méthode, la fluorescence est détruite localement par
une excitation en lumiére intense et la diffusion des molécules ayant conservé
leurs propriétés de fluorescences est observée dans la zone éteinte par micro-
scopie [163, 164]. Les propriétés électriques du {ilm peuvent étre mesurées par
la spectroscopie d’impédance [165, 138], ce qui donne des informations sur la
conductivité et la capacité du film [165, 138] et les propriétés mécaniques a 1’aide
d’une machine de force [150] qui permet de sonder la force des interactions entre
les couches et leur cohésion.

L’ensemble de ces techniques de mesure permet de caractériser quasiment
toutes les caractéristiques d’un film. Toutefois, la plupart sont longues a mettre
en ceuvre et nécessitent un matériel cotiteux. Dans les paragraphes suivants,
nous détaillerons les méthodes utilisées pour nos expériences. Elles font partie
des plus simples et permettent une utilisation routiniére. Les deux derniéres
méthodes, basées sur la microscopie optique, ont fait 'objet de développements
spécifiques pour nos expériences.

3.2.1 Ellipsométrie

L’ellipsométrie est une méthode de caractérisation de couches minces diélec-
triques. Une source de lumiére plane monochromatique de polarisation controlée
(généralement un faisceau laser polarisé) est dirigée sur la surface & caractériser
avec un angle 6 et la polarisation de la lumiére réfléchie est mesurée (figure 3.2).
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Principe

FIGURE 3.2 — Principe de ellipsométrie. A) Schéma d’un ellipsométre sous sa
forme la plus simple. La lumiére d’un laser polarisé est réfléchie sur la sur-
face, puis analysée pour en mesurer lellipsité. B) La polarisation de la lumiére,
comme la variation de la polarisation de la lumiére peut étre décrite par les pa-
rameétres tan(y) et A qui représentent respectivement le rapport d’amplitude et
le déphasage des composantes paralléle (E,) et perpendiculaire (Es) du champ
électrique. On retrouve ces paramétres & partir de la forme de ellipse.

Une lumiére polarisée est composée d’un champ électrique transverse a la
direction de propagation de la lumiére qui peut s’exprimer en fonction de ses
composantes paralléle (p) et perpendiculaire (s) (vecteur de Jones) [144] :

B { Eysin Tewttotha ]

Ey cos Wetwt+e (3.1)

Lorsque cette lumiére est réfléchie sur un matériau plan et optiquement
isotrope, les composantes p et s du champ électrique sont réfléchies indépen-
damment, le champ électrique réfléchi devient :

_ | 0 )
ET_[ - ]EZ (3.2)

Our, = lé::“ exp(arg(Ep,.)—arg(Epi)) etrs = ||§':|| exp(arg(Es,) —arg(Esi))
sont les coeflicients complexes de réflexion sur la surface des composantes pa-
ralléle et perpendiculaire du champ électrique. La variation de la polarisation
de la lumiére peut alors étre caractérisée par :

" — tan Pe's (3.3)
Ts
Ou ¢ et A représentent respectivement le rapport des atténuations et la
différence de déphasage entre les composantes paralléle et perpendiculaire de
Ponde. Ce sont ces deux paramétres qui sont généralement mesurés en ellipso-
métrie de couches minces. On peut les mesurer directement sur la polarisation
de la lumiére réfléchie avec ’équation 3.1 (figure 3.2B) en utilisant une lumiére
polarisée linéairement & 45° comme lumiére incidente (figure 3.2A). En pratique,
les appareils utilisent des méthodes de mesures plus complexes qui utilisent des
polariseurs et des analyseurs tournant pour atteindre une plus grande précision
de mesure [166].
Ces paramétres peuvent étre calculés en suivant un modéle & partir des re-
lations de Fresnel et des distances de propagation de la lumiére dans la couche
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mince & mesurer en prenant en compte les réflexions multiples. Cela permet
d’identifier des paramétres de la couche comme son épaisseur et son indice de
réfraction. Le modéle peut également contenir plusieurs couches et peut éven-
tuellement tenir compte de caractéristiques optiques plus fines des matériaux
(anisotropie, conductivité, etc). Mais seulement deux paramétres peuvent étre
déterminés de cette maniére. Pour obtenir plus d’informations, il existe des el-
lipsométres qui font varier d’autres paramétres de mesures comme ’angle d’in-
cidence (ellipsométrie multi-angle) ou la longueur d’onde de la lumiére (ellipso-
meétrie spectroscopique) pour pouvoir augmenter le nombre degré de liberté du
modéle.

En pratique, la mesure de couches trés minces (c.-a-d., de l'ordre de quelques
nanomeétres) ne permet de déterminer que 1’épaisseur de la couche car Pangle
1) varie trés peu avec les paramétres et la mesure de l'indice n’est pas fiable. 11
faut utiliser alors I’ellipsomeétrie en concomitance avec d’autres méthodes pour
connaitre 'indice du matériau.

Ellipsométrie de couches de phospholipide

L’ellipsomeétrie de films de phospholipides est devenue assez courante dans la
littérature. Elle se rencontre dans différentes configurations comme silicium /phos-
pholipide/air [Seul90], silicium /phospholipide/eau [158] ou encore eau/phospho-
lipide/air [159]. L’indice des couches de phospholipides n’est pas isotrope et peut
varier en fonction des conditions de dépot et de I'environnement des couches
(hydratation par exemple). Néanmoins, on obtient une bonne approximation de
Pépaisseur en utilisant un indice isotrope moyen de 1,44 pour le DMPC [158].
Pour les mesures ellipsométrique sur silicium, nous avons utilisé un modéle a
deux couches prenant en compte ’épaisseur de la couche d’oxyde sur le silicium.

Méthode

Les mesures ellipsométriques de multicouches de phospholipides ont été réa-
lisées sur un ellipsométre Sentech SE 400 apparatus avec une source laser
hélium-néon (A = 632,8 nm) ayant un angle d’incidence de 72°C. Pour les
mesures sur substrat de silicium, le substrat vierge est d’abord caractérisé
pour connaitre sa conductivité et son indice de réfraction (typiquement ns; =
3,87) et 'épaisseur de la couche d’oxyde (typiquement 2,2 nm en prenant n =
1,46) en utilisant un modéle & une seule couche. On utilise ensuite un modéle
a deux couches pour mesurer I’épaisseur du film de phospholipide. Pour les
mesures effectuées sur des substrats de verre recouvert d’une couche d’ITO,
une premiére mesure est effectuée pour connaitre ’épaisseur et 'indice de la
couche d’ITO (typiquement 67 nm et n = 1,75) avec un modeéle & une couche
en prenant n = 1,5 pour le verre. Un modéle & deux couches est ensuite uti-
lisé pour mesurer I’épaisseur du film. Dans les deux cas, 'indice du film de
phospholipide est fixé a la valeur de 1,44.

Nous avons utilisé ’ellipsométrie pour mesurer I’épaisseur des couches de
phospholipides déposées sur des substrats de silicium et d’ITO. Lors de nos
expériences, nous avons pu remarquer que la qualité de ’ajustement des para-
métres diminuait pour les fortes épaisseurs. Pour les films épais, il serait pro-
pablement nécessaire d’utiliser un modéle plus fin des propriétés optiques du
phospholipide afin d’obtenir une mesure précise de ’épaisseur.
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3.2.2 Microscopie a force atomique

Le microscope & force atomique est un microscope 4 sonde balayée qui permet
de mesurer la topographie d’une surface a I’échelle nanométrique.

Principe

La pointe du microscope (sonde), qui va balayer la surface, est positionnée
au bout d’un levier flexible de taille microscopique (figure 3.3A). L’interaction
meécanique entre la pointe et la surface est mesurée par la déflexion du levier &
I’aide d’un laser se réfléchissant & son extrémité. La moindre variation d’angle
du levier se traduit par une déflexion du faisceau laser réfléchi, qui est mesurée
par un détecteur optique & quatre quadrants. L’échantillon est positionné avec
une précision sub-nanométrique sous la pointe & 'aide d’un actionneur piézo-
électrique ce qui permet de balayer la surface de 1’échantillon sous la pointe et
d’asservir la force entre I’échantillon et la pointe & une valeur bien précise.

Boucle
d'asservissement Sonde

Support
piezo-électrique

FIGURE 3.3 — Observation de couches de phospholipide par AFM. A) Prin-
cipe de fonctionnement d’'un AFM. B) image caractéristique en 3 dimensions
de couches stratifiées de phospholipide sur une galette de silicium. Les barres
d’échelle horizontale (x, y) et verticale (z) représentent 4 um et 40 nm respec-
tivement. Conditions : DOPS 10 mg/mL, in CHCl;:MetOH 9:1 sur une galette
de silicium.

AFM et phospholipides

L’AFM est une bonne technique de controle pour visualiser les films de phos-
pholipide déposés sur un substrat de silicium. Comme les méthodes optiques,
il offre la possibilité de voir 'organisation des films de phospholipide & 1’échelle
du nanométre sur l'axe vertical, de plus il permet d’obtenir une résolution na-
nométrique sur les axes latéraux, offrant une plus grande finesse d’analyse. En
revanche, il permet difficilement de mesurer ’épaisseur des films. La figure 3.3B
montre un dépét de DOPS sur un substrat de silicium. Contrairement au DOPC,
Le DOPS s’organise mal sur la surface et montre des strates formant des struc-
tures sub-micrométriques qui ne sont pas visibles avec les méthodes de micro-
scopie optique.
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3.2.3 Microscopie en réflexion

Sur les surfaces réfléchissantes comme le silicium, il est possible d’observer
lorganisation des films de phospholipide en utilisant un microscope standard
en réflexion. En effet, a l'instar de Pellipsométrie mais sans polarisation par-
ticuliére de la lumiére, les interférences constructives et destructives a travers
le film de phospholipide offrent un contraste autorisant & observer les varia-
tions d’épaisseur du film. La figure 3.4B montre une image typique de film de
phospholipide sur une galette de silicium propre sans traitement de surface. On
observe clairement 1’organisation stratifiée du film de phospholipide (figure 3.4).

A Bicouches de B

phospholipides

Fausses couleurs

Film fin
Film épais

Niveaux de gris originaux

FiGURE 3.4 — Observation de films de phospholipides par microscopie en ré-
flexion. A) Représentation schématique d’un film de phospholipide organisé en
multicouches sur un substrat de silicium. B) Image typique de microscopie en
réflexion d’un film de phospholipide sur silicium. Pour une meilleure visibilité,
I’image originale en niveau de gris a été convertie en fausses couleurs. Les zones
plus claires correspondent & des zones plus fines (bleu en fausses couleurs) et
les zones plus sombres correspondent & des zones plus épaisses (rouge en fausses
couleurs). Les barres indiquent la correspondance gris/couleur qui a été appli-
quée lors du traitement de 'image. EPC 10 mg/mL, in CHCl;:MetOH, la barre
représente 50 pm.

Cette méthode permet d’observer ’organisation de la stratification des couches
sur une large surface sans faire appel & un appareillage compliqué. Elle a beau-
coup été utilisée pour mesurer de faibles angles de contact de mouillage [57, 141]
ou I’épaisseur de films fins de lubrifiant [167]. Elle peut permettre des mesures
quantitatives si la source de lumiére et la chaine d’acquisition sont correctement
calibrées. Le contraste est assez faible pour les films ultra-minces et permet diffi-
cilement de distinguer les couches de phospholipides en dessous d’une trentaine
de nanométres d’épaisseur. En revanche, il est trés élevé pour les épaisseurs
comprises entre 50 et plusieurs centaines de nanométres et permet de distinguer
des variations d’épaisseur inférieures au nm. Pour augmenter le contraste pour
les faibles épaisseurs, on peut ajouter une couche diélectrique entre la couche &
mesurer et la surface réfléchissante [167].
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3.2.4 Microscopie en épifluorescence

Comme la microscopie en réflexion, la microscopie en épifluorescence per-
met d’observer 'organisation microscopique des films de phospholipide. Une
sonde fluorescente est mélangée au phospholipide, ce qui permet de visualiser la
quantité de phospholipide déposée en regardant 'intensité de fluorescence de la
surface. L’avantage de cette méthode est qu’elle peut donner plus facilement une
information quantitative sur I’épaisseur du film de phospholipide présent sur la
surface et produire ainsi une "carte" de ’épaisseur du film. Néanmoins, 'ajout
d’une sonde fluorescente dans le phospholipide peut perturber I’expérience et la,
photoextinction de cette sonde limite le temps des observations.

Pour obtenir des images indiquant directement 'information de ’épaisseur
du film, une calibration est nécessaire car l'intensité de fluorescence n’est pas
linéaire avec I’épaisseur du film. En effet, la lumiére excitatrice de la fluores-
cence comme la lumiére émise interfére dans le film si bien que l'intensité de
fluorescence résultante n’est pas une fonction monotone de I’épaisseur. Néan-
moins, pour les épaisseurs inférieures & la centaine de nanométre, cette fonction
peut étre approximée par une fonction monotone.

Nous avons calibré le systéme d’acquisition en comparant les mesures obte-
nues par épifluorescence et par ellipsométrie sur une série de films d’épaisseurs
variées (figure 3.5). Les films ont été produits par la méthode du retrait de
meénisque décrite dans chapitre 3.3, donnant un film d’épaisseur suffisamment
homogeéne a I’échelle microscopique et macroscopique. Pour chaque film d’épais-
seur fixée, I’épaisseur moyenne du film est mesurée par ellipsométrie. L'intensité
moyenne de fluorescence quant a elle est mesurée en prenant une photo en micro-
scopie d’épifluorescence dans des conditions identiques d’exposition et de réglage
du microscope (Objectif 10x, filtre de densité n°3, jeu de filtres FITC, exposition
300 ms sur une camera EMCCD Photonmax 512B (Roper) monté sur un micro-
scope Zeiss Axioobserver). Une fonction puissance de la forme e = A(E.f+ B)P
est ensuite ajustée sur les valeurs moyennes mesurées (e est I’épaisseur, f est
Iintensité de fluorescence, B est I'intensité du bruit de fond de la caméra, A,
D et E sont ajustés)(figure 3.5). Cette fonction permet de calculer 1’épaisseur
du film & partir de lintensité de la fluorescence en chaque point des images
prises dans les mémes conditions. Une correction spatiale de l'intensité de fluo-
rescence (ajustement bicubique) a été appliquée sur les images en fluorescence
pour compenser 'inhomogénéité du champ d’excitation (figure 3.6).

Les images de films prises sur les substrats de silicium font apparaitre les
mémes marches de phospholipides d’une hauteur de 5 + Inm que l’on ob-
serve avec les autres méthodes. La principale source d’erreurs dans ces mesures
d’épaisseur est imputée a la photoextinction du fluorophore avant la prise de
vue.

Cette technique d’observation permet d’établir des cartes en épaisseur sur
des surfaces de quelques centaines de pm 2 plusieurs mm?2. Sa résolution latérale
n’est pas aussi élevée que celle de ’AFM, mais elle est moins invasive puisqu’elle
ne met pas en jeu d’interaction mécanique avec le film. Elle est donc plus inté-
ressante que I’AFM pour observer I’organisation microscopique des films sur de
grandes surfaces.
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FiGUuRrE 3.5 — Fonction de calibration de ’épaisseur sur I'intensité de fluores-
cence. Les barres d’erreur représentent la déviation standard de l'intensité des
pixels de I'image (N = 10°) sur I’axe des abscisses des mesures ellipsométriques

(N = 10) sur axe des ordonnées.
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FIGURE 3.6 — Carte en épaisseur d’un film de phospholipide calculée & partir
d’une image en fluorescence en utilisant la fonction de calibration. A gauche :
Sans correction. A droite : Avec correction spatiale de 'intensité de fluorescence.
La correction est réalisée en divisant 1’épaisseur par une fonction bicubique
ajustée sur 'image normalisée par I'intensité moyenne de fluorescence. Le profil
est donné sur la ligne rouge. Conditions : DOPC 20 mg/mL, in CgH,,.
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3.3 Le retrait de ménisque

Pour trouver une alternative aux techniques généralement utilisées pour dé-
poser des films de phospholipide, nous avons mis au point une nouvelle méthode
basée sur le retrait de ménisque. Dans cette méthode, une goutte de solution
de phospholipide dans un solvant organique est déplacée & vitesse constante sur
un substrat. Comme nous le verrons par la suite, cette méthode permet de dé-
poser des films d’épaisseur homogéne, ce que nous cherchions initialement, mais
également de réaliser des motifs de phospholipide en utilisant des instabilités de
mouillage. Dans tous les cas, cette technique s’est révélée étre une méthode de
choix pour controler 'organisation microscopique du dépot de phospholipide.

3.3.1 Principe

Le principe de la méthode est schématisé en figure 3.7 Une goutte de 40
puL de solution de phospholipide dans un solvant organique est injectée entre
un substrat et une lame presque paralléle (figure 3.7). Nous appellerons par la
suite cette lame « pinceau ». Le pinceau est légérement incliné pour former un
ménisque bien défini & son extrémité. Dans notre configuration, le pinceau est
fixé et le substrat peut étre déplacé & une vitesse controlée grace & un étage de
translation linéaire. Lorsque le substrat est mis en mouvement par rapport au
pinceau, le ménisque se retire et laisse derriére lui un film de matiére dont les ca-
ractéristiques dépendent des conditions expérimentales. Pour bien controéler ces
conditions, la température du substrat est imposée par un systéme de controle
de température et la convection sur le ménisque est imposée par un flux d’air
aspiré par des canaux disposés sur le pinceau. Les détails de ce systéme sont
décrits dans ’encadré méthode.

Pinceau fixe . — Pompe avide

7=
en PTFE \’“ ( Goutte de phospholipide

en solution

film de phospholipide

Substrat
Etage de contréle en température
Etage a translation linéaire

4y

FIGURE 3.7 — Schéma de la machine de dépot.

Deux phénoménes peuvent étre responsables d’un dép6t de matiére sur le
substrat :
— A faible vitesse, le soluté est concentré en direction de la ligne de contact
A cause de ’évaporation du solvant a la surface du ménisque. En fonction
des conditions expérimentales, la matiére déposée dans ce régime peut
se présenter sous forme d’un film d’épaisseur uniforme ou sous forme de
motifs de géométrie variés en présence d’instabilités de mouillage.
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— A des vitesses plus élevées, I’évaporation n’est plus suffisante pour déposer
un film d’épaisseur importante, mais le solvant peut étre emporté par le
substrat a cause de sa viscosité. Aprés évaporation du solvant, il reste alors
sur le substrat un film d’épaisseur plus ou moins uniforme en fonction des
conditions expérimentales. Ce deuxiéme régime s’apparente a la méthode
du dip-coating dans une géométrie un peu particuliére.

Ces deux régimes sont expliqués et modélisés dans la section « dépot uni-
forme » et les instabilités qui apparaissent dans le régime & basse vitesse sont
décrites dans la section « dépot patterné ».

3.3.2 Mise en ceuvre

Machine de dépot

Deux machines de dépots ont été utilisées lors des expériences présentées par
la suite :

La premiére a été réalisée par le Dr. L. Malaquin au Laboratoire de Photo-
nique et Nanostructures du CNRS. Je remercie au passage Anne-Marie Aguyrie,
directrice de recherche au CNRS-LPN qui m’a permis d’utiliser la machine. Ce
premier systéme est monté sur un microscope droit, permettant de faire des
observations en réflexion et en fluorescence. La grande majorité des dépots et
mesures de la partie "Dépot de motifs" (chapitre 3.3.4) ont été réalisés sur cette
machine.

Nous avons construit une autre machine au laboratoire de 'ENS, dont les
caractéristiques ont été optimisées pour la fabrication de dépots uniformes (vi-
tesses maximum plus importante, jusqu’a 5 cm/s, meilleur controle de la hauteur
du ménisque et controle de la convection). Cette machine ne disposant pas de
systéme de vision, I'observation des dépots lors de leur fabrication n’est pas
possible. Toutes les expériences de la partie « Dépot uniforme » (chapitre 3.3.3)
ont été réalisées sur cette machine.

FI1GURE 3.8 — Photo de profil du pinceau supportant le ménisque. On peut
distinguer sous le pinceau les deux ménisques avant et arriére, ainsi que la piéce
fixée sur la lame contenant les canaux servant a controéler la convection.
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Méthode

La machine de dépoét fabriquée & 'ENS est basée sur un étage de translation
linéaire M-403.6PD fabriqué par la société PI (figure 3.7). Un module ther-
moélectrique & effet Peltier refroidi par un échangeur de température & eau
d’un coté et couvert d’une plaque en cuivre de 'autre est monté sur I’étage
de translation. La température est controlée par un contréleur PID commer-
cial (modéle 350B, Newport) branché sur le module Peltier et sur une sonde
de température insérée dans la plaque de cuivre. Le tout est commandé par
ordinateur a travers une interface Matlab ce qui permet de commander des
séquences de criblage de vitesses de dépot.

Le pinceau que 'on peut voir sur la figure 3.8 est constitué d’une lame de
téflon d’environ 2 cm de large qui supporte la goutte de solution. La hauteur
de la lame est réglée par un micromanipulateur qui est fixé sur le support de
I’expérience.

Pour générer le flux d’air qui contrdle la convection, la lame est surmontée
d’un canal de 3 mm de hauteur couvrant toute la largeur du pinceau. Ce
canal est relié par un capillaire de 1 m de long et 500 pm de diamétre interne
(tygon s54hl) a une pompe a vide suivie d’un pressiostat a vide. Le débit
d’air est directement controlé par la pression du vide en suivant la courbe de
calibration visible sur la figure 3.9.

350 y=-6x10"°X"+9.3x10°X + 025

O  mesures
—— fit quadratique

0 100 200 300 400 500 600
Dépression (mBar)

F1GURE 3.9 — Courbe de calibration du débit de gaz en fonction de la pression
de pompage. Les mesures de débits ont été réalisées par le chronométrage du
temps de pompage d’un volume d’air de 40ml.

3.3.3 Dépo6t uniforme

Dans les conditions expérimentales appropriées, il est possible de déposer
par la méthode du retrait de ménisque un film d’épaisseur homogéne. A pre-
miére vue, cette méthode s’apparente & la méthode du dip-coating qui est trés
largement utilisée dans l'industrie pour déposer des films minces [145]. Mais,
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contrairement & la situation du dip-coating classique, notre configuration expé-
rimentale fait entrer en jeu I’évaporation du solvant qui peut faire apparaitre
des effets surprenants.

Dans les paragraphes suivants, le phénoméne de dépot est étudié théori-
quement et expérimentalement. Deux régimes ont été identifiés en fonction de
I'importance relative de I’évaporation et des forces visqueuses. Les propriétés
des films ont été étudiées aux différentes échelles en fonction de la vitesse de
retrait et du régime de dépodt. Finalement, la stabilité du phénomeéne de dépot
est discutée, introduisant la possibilité de former des motifs en utilisant cette
méthode de dépot.

Modéle

Deux phénoménes différents peuvent étre responsables du dépot d’un film &
la surface du substrat. A faible vitesse, le soluté est concentré en direction de
la ligne de contact du ménisque & cause de ’évaporation du solvant. Il s’agit
du régime dit « d’assemblage convectif ». A plus haute vitesse, le solvant est
emporté par les forces visqueuses formant un film de solution qui, aprés séchage,
laisse sur le substrat un film de matiére séche. 1l s’agit alors d’un régime que
Pon appelle « Landau-Levich ». Un modéle théorique est décrit ci-dessous pour
expliquer quantitativement ces deux phénomeénes.

Dépét convectif

Aux faibles vitesses de dépot, le ménisque garde sa forme statique et aucune
raison hydrodynamique ne justifie un dépot de matiére sur le substrat. En re-
vanche, ’évaporation du solvant & la surface du ménisque est responsable de la
concentration du soluté en direction de la ligne de contact avec le substrat. Ce
phénoméne a été observé & l'origine sur des gouttes en train de sécher et est
devenu célébre comme étant responsable de la formation d’un anneau lorsque
Pon fait sécher une goutte de café [147]. Il a ensuite été largement étudié sur
des solutions de colloides, notamment pour le dépdt de couches minces auto-
organisées [168] [19]. Le dépot de molécules non volatiles par cette méthode a
aussi été étudié : 1) pour réaliser des réseaux de polyméres sans étape de li-
thographie en utilisant des instabilités de mouillage [20]; ii) pour fabriquer des
nano-composites en utilisant des molécules ayant des propriétés d’assemblage
supramoléculaire [169]. Malgré 'important effort expérimental réalisé sur ce ré-
gime de dépo6t, & notre connaissance seule une publication de Berteloot et al.
traite théoriquement du probléme de I’épaisseur du film déposé [170]. Leur mo-
déle fait une analyse microscopique des flux dans le ménisque et aboutit & une
dépendance de ’épaisseur oc v=2, ce qui est en contradiction avec nos résultats
expérimentaux.

Nous proposons ici un modéle plus simple permettant d’expliquer ’expé-
rience est nous discuterons plus tard des raisons de sa validité en tenant compte
des travaux de Berteloot et al.

Nous considérons dans ce modéle un bilan de matiére dans une boite entou-
rant le ménisque (voir figure 3.10). Cette boite doit étre suffisamment grande
pour inclure toutes les variations locales de concentration qui pourraient étre
provoquées par 1’évaporation de solvant. Trois phénoménes peuvent étre res-
ponsables d’un échange de matiére entre l'intérieur et extérieur de la boite : i)
L’évaporation du solvant, puis sa diffusion dans I’atmosphére environnante est
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FI1GURE 3.10 — Schéma du modéle de dépot par évaporation.

responsable d’un flux de volumique de solvant Q¢vap sortant de la boite. ; ii) Le
dépot de soluté sur le substrat sortant de la boite & la vitesse de déplacement
du substrat est responsable d’un flux sortant de molécule de soluté J¢;ip,. ; iii)
Un flux volumique de solvant Qsoipant €t un flux moléculaire de soluté Jsopute
en provenance du reste de la goutte peut apparaitre par convection. En régime
de dépot permanent, la conservation de la quantité de matiére dans la boite
impose :

Qévap = Qsolvant (34&)
inlm = Jsoluté (34b)
Si la concentration C de la solution est homogéne aux frontiéres de la boite

et suffisamment faible pour négliger le volume de soluté par rapport au volume
de solvant, Jsopute peut étre lié & Qsovant par la relation :

Jsoluté = C-Qsolvant (35)

Et connaissant les propriétés physiques de la molécule déposée, I’épaisseur e
du film peut étre liée & Jy, :
hpv
M,

Ou p est la densité du film, v la vitesse du substrat et M., la masse molaire
de la molécule en solution. En insérant (3.4) et (3.5) dans (3.6), on en déduit
une expression de ’épaisseur du film en fonction des données du probléme :

ch évap —
e = 762 p’l} L
P

inlm = (36)

(3.7)

Landau-Levich

Pour des vitesses plus importantes, la forme du ménisque ne peut plus étre
assimilée au ménisque statique. En effet, les forces capillaires ne sont plus suffi-
santes pour retenir la solution dans la goutte et un film de solution est entrainé
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FIGURE 3.11 — Organisation du modéle de Landau-Levich. A) Dans sa configu-
ration historique. B) Adaptée pour notre géomeétrie.

sur le substrat. Ce phénoméne est bien connu et trouve de nombreuses appli-
cations industrielles dans ’enduction de films ou fibre [57] [145]. Le phénomeéne
physique a été décrit pour la premiére fois par Landau, Levich et Derjaguin
[171] [172] puis repris dans de nombreux travaux pour affiner sa description
et I’étendre a différentes géométries [145] [173]. Dans le probléme décrit ini-
tialement, qui correspond & la technique du dip-coating, une plaque est tirée
verticalement d’un container & vitesse constante (figure 3.11). Le modéle de
Landau-Levich décrit la dynamique du ménisque pour trouver une relation entre
la vitesse de retrait et ’épaisseur du film déposée sur la plaque :

e =0.94k"1Ca?3 (3.8)

Ou k! est la longueur capillaire qui représente la longueur caractéristique
résultant de la compétition entre les forces capillaires et 1a force gravitationnelle :

k= /L (3.9)
P9
Ou v est la tension de surface, p est la densité du liquide et g est I’accélération
gravitationnelle.
Ca est le nombre capillaire qui représente Deffet relatif entre les forces vis-
queuses et les forces capillaires :

Ca="1 (3.10)
Y
O 7 est la viscosité du liquide et v représente ici la vitesse de la plaque.
Dans ce modéle, I’épaisseur du film est calculée a partir de I’équation diffé-
rentielle décrivant ’hydrodynamique de la partie dynamique du ménisque.
Dans la situation décrite par Landau, le liquide est retenu dans le container
par la gravité. Dans notre cas, le substrat est horizontal et la gravité ne peut pas
retenir le liquide, mais au contraire tend a étaler la goutte sur le substrat. La
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force qui retient la goutte sous le pinceau provient de la pression capillaire due
au confinement des ménisques. Bien que l'origine de cette force soit différente,
le probléme peut étre décrit de maniére similaire. En effet, dans le modéle de
Landau, I’hydrodynamique du ménisque est traitée en négligeant la gravité et
la solution de ’équation différentielle est liée au reste du probléme & travers la
courbure du ménisque a la frontiére entre la partie dynamique du ménisque et
sa partie statique. Ce raccordement peut étre résumé par la relation [145] :

CCL2/3

C=134 (3.11)

Ou C est la courbure locale a la frontiére. En utilisant cette relation, on
peut déduire ’épaisseur du film déposé dans notre géométrie si 'on connait
la courbure du ménisque a sa ligne de contact dans la situation statique. Le
paragraphe suivant traite ce probléme.

Meénisque statique

Avant le dépot, une goutte de solution de phospholipide est déposée entre
le pinceau et le substrat. La tension présente & la surface de la goutte tend
4 minimiser sa surface de contact avec lair. Ainsi, la goutte vient s’aligner
sous ’aréte du pinceau la plus proche du substrat, minimisant ainsi la surface
du ménisque. Pour cette raison, le pinceau doit avoir une légére inclinaison de
maniére a ce que aréte du coté du dépot soit ’aréte la plus proche du substrat.
Une fois la position de la goutte fixée, la forme du ménisque est alors régie par
la loi de Laplace :

P= (3.12)

==

Ou 7 est la tension de surface, P est la pression locale a l'intérieur de la
goutte relativement & la pression atmosphérique et R est le rayon de courbure
local du ménisque que ’on peut lier & la courbure par la relation C' = 1/R.

A Déquilibre, la pression dans la goutte est uniforme, hormis sa composante
hydrostatique. La pression peut donc s’exprimer & une hauteur z comme :

P =Fy —pgz (3.13)

Ou P, est la pression & la base de la goutte relativement & la pression ex-
térieure, p est la densité du liquide et g est 'accélération gravitationnelle. En
remplacant cette expression de P dans (3.12), on obtient I’équation :

P
C:f—ﬁg (3.14)

Ou C est la courbure et £~ ! est la longueur capillaire définie par (3.9).

Comme le ménisque avant est accroché sur un angle, sa forme n’est pas
contrainte et peut prendre différentes géométries & 1’équilibre en fonction de
la pression dans la goutte. Cette pression est alors définie par les contraintes
imposées sur le ménisque arriere (figure 3.12). En exprimant la courbure de ce
ménisque en coordonnées cartésiennes, (3.14) se réécrit :
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FI1QURE 3.12 — Ménisque statique.
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92— 31 2 3.15
=R Sy (3.150)
Pg z . o\ —3

Pour la partie inférieure et la partie supérieure du ménisque respectivement.
La frontiére entre les deux parties étant le point ot la surface du ménisque est
verticale. En intégrant ces deux équations, on obtient :

P
792: — 557 T Cte=(1+ £%)73 (3.16a)
P 1

Les constantes peuvent étre déterminées en utilisant les conditions aux li-
mites aux lignes de contact, c’est-a-dire I'angle de contact 05 du liquide sur le
substrat et I'angle de contact 6, du liquide sur le pinceau (¢ = —tané, pour
z=_0et Z=tan6, pour z = h). (3.16) devient alors :

by

2%+ cosf, = (14 22)77 (3.17a)

v T 92
P,
J(Z*h) —
v

52 (22 — h?) — cos b, = —(142%)72 (3.17b)

On détermine P, par la différence entre (3.17a) et (3.17b) au point de raccord
entre les deux équations. Ce point correspond & l’endroit ou la tangente au
ménisque est verticale (2 — 00) :

h2

P, = % (2,(2 — cos ), — cos 95> (3.18)

Ce qui nous permet d’obtenir & partir de (3.14) et (3.18) l’expression de la
courbure du ménisque en fonction de z :

h cos 0, + cos z
_ _ _ A 1
2k~1 h K2 (8.19)

C
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Meénisque dynamique

En utilisant expression de la courbure de ’équation (3.19), on obtient a
partir de 'équation (3.11) une expression de ’épaisseur du film de liquide dé-
posé :

h

erio = 1,34 Ca?/? 3.20
Ha c059p+cosﬁs—2fj—iz ( )

Qui correspond au dép6t d’un film de matiére séche d’épaisseur :

MwC
€sec = €liq (321)
p
Ou M, est la masse molaire de la molécule en solution, C' est sa concentration
et p est la densité de la matiére séche. Ce régime de Landau-Levich domine
lorsque la quantité de solvant tiré par le substrat est plus grande que la quantité
de solvant qui s’évapore, c.-a-d. lorsque la relation suivante est vérifiée :

h 772/3U5/3
(2 — 22732) ’72/3Qé'uap

Aux vitesses intermédiaires, un film de liquide préconcentré par I’évaporation
est tiré par le substrat, ce qui dépose un film sec plus épais que celui prévu par
les équations (3.20) et (3.21).

> 1,34 (3.22)

Caractérisation

Une goutte de phospholipide est tirée sur le substrat de silicium & une vitesse
constante v, & température controlée et a convection forcée controlée. A basse
vitesse (v < v*), un film de phospholipide est déposé derriére le ménisque. Pour
v > v*, un film liquide est tiré par le substrat, formant un film de phospholipide
sec aprés évaporation du solvant. La figure 3.13 montre 1’épaisseur du film dé-
posé en fonction de la vitesse (I’épaisseur est mesurée pour chaque vitesse par
ellipsométrie).

Méthode

Toutes les expériences présentées par la suite ont été réalisées a 27°C avec
une solution de phospholipides composée a 98% de DOPC et 2% de NBD-PC
(Aventi Polar Lipids) dissous dans du n-octane (Sigma) & une concentration
de 20 mg/mL, a lexception des points verts de la figure 3.13 (12 mg/mL).
Tous les dépots ont été réalisés sur des substrats de silicium [100] dopé Bore
1-10 Q.cm (Siltronix). Les substrats sont clivés pour obtenir la taille désirée
et utilisés tels quels aprés un simple rincage a I’acétone et a ’'isopropanol.
Aprés avoir placé le substrat sur ’appareil, le pinceau est positionné a la
hauteur voulue et une goutte de 40 pL de solution de phospholipide est injectée
entre le substrat et le pinceau a I’aide d’une pipette. Ensuite, le programme de
dépot est lancé le plus vite possible pour minimiser ’évaporation du ménisque
avant le dépot. Avant chaque dépot, une étape de pré-dépot est réalisée pour
éviter les artefacts dus & I’évaporation du ménisque avant le lancement du
programme (dépot de 7 mm a 1 mm/s).

On peut voir sur la courbe de la figure 3.13A que I’épaisseur e présente
un minimum aux environs de la vitesse v* qui sépare les deux régimes. Un
ajustement sur une loi e = Av® a été réalisé sur les données expérimentales
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FiGURE 3.13 — Epaisseur du film déposé en fonction de la vitesse de dépot.
DOPC 20 mg/mL in CgH,5. en rouge : d = 0,75 mm, ®cony = 0,5 sces, en vert,
d = 0,3 mm, Pcony = 0,5 sces, en bleu : d = 0,75 mm, Peony = 3,5 sces

pour les deux régimes. Cet ajustement indique que 1’épaisseur e du film varie
comme e x v~ 5! et e oc hv®™ pour (v < v*) et (v > v*) respectivement.
La figure 3.13B montre que pour v < v*, la méme dépendance a la vitesse est
observée (e oc v* avec a &~ 1,1) quelles que soient les conditions expérimentales.
En revanche, le pré-facteur augmente avec une augmentation de la convection
forcée (points bleus) et diminue pour une hauteur de ménisque plus petite et une
concentration plus faible (points verts). Pour toutes les conditions décrites ici,
Pépaisseur du film est homogene a I’échelle macroscopique (typiquement £3%).
Tous ces résultats montrent que I’épaisseur du film peut étre contrélée avec
une bonne précision entre approximativement 20 nm et 200 nm en changeant
simplement la vitesse de dépot v. Ceci est illustré par la figure 3.13C qui montre
le dépo6t d’un film sur un substrat en augmentant la vitesse de dépot par palier.

Ces résultats expérimentaux mettent en évidence les deux régimes de dépots
attendus théoriquement dans les paragraphes précédents.

A basse vitesse (v < v*), le régime d’évaporation domine. Les données expé-
rimentales donnent un exposant de v (o =~ v~!!) en bon accord avec le modéle
présenté & la page 147 (équation 3.7) qui prédit une épaisseur déposée e oc v 1.
De plus, lestimation de Qepep & partir des ajustements sur I’équation 3.7 (fi-
gure 3.13B) montre que Qevap suit Pévolution attendue lorsqu’on varie la hau-
teur du ménisque d et le flux de convection ¢.on, (Table 3.1) : lorsque d diminue,
la vitesse d’évaporation du ménisque diminue (Q¢yqp diminue) car sa surface di-
minue et lorsque ’on augmente le flux de convection ¢¢op., le ménisque s’évapore
plus vite (Qevap augmente).

A haute vitesse v > v*, le régime Landau-Levich domine. Les données ex-
périmentales donnent un exposant de v (a o< v>7®) qui est également en bon
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TABLE 3.1 — paramétres « (exposant de v) et Qevep (flux d’évaporation 2D)
déterminé par ajustement des données expérimentales (figure 3.13B) pour dif-
férentes valeurs de la hauteur du ménisque d et de flux de convection P.ppny

d (I)conv « Qévap
(mm) (sces) (um?/s)
0,75 0,5 -1,14 273
0,75 35 1,18 372
0,3 0,5 1,14 128

accord avec le modeéle de Landau-Levich présenté a la page 151 (équation 3.20
et 3.20) qui prévoit une épaisseur déposée e o< v2/3. la courbe en pointillés sur
la figure 3.13 représente ’équation 3.20 en utilisant les paramétres physiques
du n-octane pour 7, v (valeurs de Guena et al. [23]) et p (donnée Sigma). Une
différence significative est observée pour le pré-facteur, qui est approximative-
ment 2,3 fois supérieur pour I'expérience. Cette augmentation de la quantité de
matiére déposée pourrait étre due & un effet Marangoni solutal a la surface du
ménisque. En effet, comme nous 'avons fait remarquer pour le régime d’évapo-
ration, I’évaporation du solvant est responsable de la concentration de la matiére
en direction de la ligne de contact. Ce gradient de concentration est responsable
d’un flux de liquide par effet Marangoni en direction de la ligne de contact [174].

BEN

} —

FIGURE 3.14 — Schéma des flux observés dans le ménisque aprés ajout de par-
ticules dans la solution.

En ajoutant des particules dans la solution, nous avons pu observer ex-
périmentalement un flux qui prenait la forme d’un vortex sous le ménisque
dont la vitesse pouvait atteindre plusieurs millimétres par seconde & la surface
du ménisque (figure 3.14). Dans le cas de tensioactif dans ’eau, cet effet est
connu comme pouvant étre responsable d’un facteur d’épaississement de la loi
de Landau-Levich de 1 & 2,5 [175].

Organisation microscopique du film

La figure 3.15 montre 'organisation microscopique respective des filins obte-
nus pour le régime de Landau-Levich et le régime d’évaporation par microscopie
en fluorescence (voir chapitre 3.2.4).

Pour les deux régimes, on observe une organisation stratifiée avec une hau-
teur de marche caractéristique de 5+1 nm, qui correspond & I’épaisseur d’une
bicouche de phospholipide. La hauteur de ces marches est en accord avec les ob-
servations réalisées en utilisant d’autres techniques d’observation comme I’AFM
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[148] ou la microscopie en réflexion (voir chapitre 3.2.3) et indique que le film
est organisé en une multicouche sur le substrat de silicium [146]. Dans la plu-
part des cas, la variation de ’épaisseur du film ne dépasse pas 1’épaisseur d’une
bicouche sur toute la surface d’une image (800 um x 600 pum) ce qui montre la
bonne homogénéité du film & 1’échelle micrométrique (figure 3.16).

En revanche, chacun des deux régimes présente une organisation spécifique.
Quelle que soit la vitesse v de dépot, les films obtenus dans le régime de Landau-
Levich présentent de larges zones d’épaisseur homogéne contenant quelques dé-
fauts d’épaisseur plus importante (points blancs). Au contraire, les films obtenus
dans le régime d’évaporation sont composés de petits domaines contenant de
nombreux défauts de plus faible épaisseur (points noirs). Si ’on mesure le profil
de ces défauts (inserts sur la figures 3.16A-B) ou que 'on analyse I’histogramme
des images (figures 3.16C), on peut en conclure qu’ils représentent une variation
d’épaisseur d’au moins 20 nm sur une distance caractéristique de 8 um pour les
points blancs comme pour les points noirs. Malheureusement, la résolution et
la dynamique de la méthode de mesure ne sont pas suffisantes pour pouvoir
décider de la morphologie exacte de ces défauts.

Par contre, nous avons remarqué que 'organisation du film est fortement
altérée par ’humidité relative de ’air comme ’avaient déja remarqué Spangen-
berg et al. [148] ou de sa concentration en solvant. Si le RH augmente (ou la
concentration en solvant), le film gonfle et les trous disparaissent, ou de nou-
velles couches apparaissent & la surface du film. Au contraire, si le RH ou la
concentration en solvant dans D'air baisse, le film se rétracte et les trous gran-
dissent, ou de nouveaux trous apparaissent dans le film. Dans une gamme de
variations raisonnables de concentration en eau ou en solvant, les transforma-
tions subies par le film sont réversibles et les défauts apparaissent toujours aux
mémes emplacements. Ces observations tendent & montrer que la présence de
ces défauts est inhérente & la fabrication du film, mais sont nucléés par un phé-
noméne étranger i l'organisation moyenne de la membrane, peut-étre par la
présence de particules ou d’une organisation interne particuliére de la structure
lamellaire. Au-deld de l'origine de ces points de nucléation, les différences d’or-
ganisation du film entre les deux régimes pourraient trouver leur origine dans
la différence de la dynamique de séchage du film. En effet, le séchage du film
est plus lent dans le régime d’évaporation, & cause de la proximité du ménisque.
L’observation du film lors du dép6t a montré que, dans le régime d’évaporation,
le séchage complet du film était effectif & une distance d’approximativement 1
mm du ménisque. Le temps nécessaire pour atteindre cette position est généra-
lement de plusieurs secondes ce qui doit permettre au film d’atteindre un état
stable avant I’évaporation compléte du solvant. Comme la surface spécifique par
molécule dépend de la présence de solvants, le film se rétracte a la fin du pro-
cessus de séchage. Si aucune réorganisation n’est possible entre les couches de
phospholipides, cela méne a la formation de trous.

Ces variations d’organisation pourraient mener & la modification des proprié-
tés du film. Une meilleure compréhension de ’organisation de ces films, de leur
controle et de leurs propriétés pourrait trouver des applications intéressantes
non seulement pour la fabrication des vésicules, mais aussi pour la fabrication
de biocapteurs & partir de biomembranes.
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F1cURE 3.16 — Comparaison de l'organisation microscopique du film entre les
deux régimes. A) En Landau-Levich (2445 um/s). B) En convectif (92 pm/s).
Les inserts indiquent le profil des défauts marqués par les fleches blanches. C)
Comparaison de la distribution des épaisseurs sur les images. Mémes conditions
que la courbe rouge sur la fig. 3.13.
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FIGURE 3.17 — Apparition des défauts en régime d’évaporation. Lors du dépot,
les trous dans le film n’apparaissent pas immédiatement. Cette série d’images
montre 'apparition des défauts sur une zone donnée lorsqu’elle s’éloigne du
ménisque. Sous les images sont indiqués le temps aprés passage du ménisque
et la distance de I'image au ménisque. La barre représente 100 um. EPC 12
mg/mL in CgH,4, 25°C, 45 pm/s.

impédance

En complément des observations microscopiques, nous avons mesuré 'im-
pédance de linterface silicium /film/électrolyte pour caractériser la qualité des
films déposés a I’échelle de la membrane. Ce type de mesure a déja été utilisé
pour caractériser la qualité de membranes supportées, et notamment la den-
sité de défauts dans la membrane [165, 138]. Nous proposons ici d’étendre les
modeéles utilisés pour les membranes supportées a des multicouches de phospho-
lipides pour quantifier la quantité de défauts de ces structures.

Caractérisation.

Nous avons mesuré avec le montage illustré sur la figure 3.18B les spectres
en impédance d’une série de film de 10, 20, 28 et 100 couches d’épaisseur respec-
tivement. Toutes les mesures ont été réalisées & polarisation nulle pour des fré-
quences allant de 1 & 10* Hz. Les spectres obtenus sont présentés en figure 3.18C.
L’impédance du silicium natif a montré un spectre caractéristique d’une simple
capacité. L’ajustement sur la 'expression Z = 1/jCw donne une capacité de
0,29 uF/cm?. Pour toute la série d’épaisseurs mesurées, 'impédance & haute
fréquence augmentait avec 'augmentation du nombre de couches déposées. A
basse fréquence, I'impédance était peu modifiée jusqu’a 20 couches d’épaisseur,
mais au-dela, elle baissait rapidement jusqu’a des valeurs de plus d’un ordre de
grandeur en dessous de l'impédance de I’électrode seule.

La valeur de la capacité de I’électrode seule était assez faible en compa-
raison de celles des électrodes en silicium généralement utilisées pour ce type
de caractérisation (1,4 uF dans [165]). Ceci s’explique par le fait que ’électrode
semi-conductrice utilisée était faiblement dopée. La jonction silicium /électrolyte
étant en régime de déplétion a polarisation nulle [165], (dans cette situation, les
porteurs majoritaires dans le silicium (trous) sont repoussés par Uinterface) une
zone de charge d’espace isolante vient s’ajouter & ’épaisseur de la couche d’oxyde
pour former la capacité de la jonction. L’épaisseur de cette zone isolante étant
d’autant plus élevée que le silicium est faiblement dopé, la capacité de 'inter-
face en régime de déplétion peut donc étre beaucoup plus faible que la capacité
de la couche d’oxyde seul [176]. Cette forte impédance de I’électrode masque
I'impédance du film ce qui explique les faibles variations d’impédance observées
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FiGure 3.18 — Impédance mesurée des structures multicouches déposées en
Landau-Levitch. A) Schéma de la mesure : Le film, déposé sur une électrode en
silicium, est recouvert d’une cellule en PDMS remplie par ’électrolyte (solution
de HEPES 50 mM + 100 mM NaCl). Le spectre d’impédance est mesuré a
Paide d’un amplificateur synchrone (Lock-in) détectant le courant mesuré par un
potentiostat commandé par un générateur. Le tout est controlé par ordinateur.
B) Schéma électrique équivalent d’une membrane supportée par une électrode
de silicium (haut) [165] et modéle extrapolé pour une membrane comportant
plusieurs couches de phospholipides (bas).
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Méthode

Cellule de mesure. La cellule de mesure est réalisée avec un bloc de téflon
contenant un trou de 1 cm qui définit la surface de mesure (0,79 cm)’ et
contenant un joint pour I’étanchéité. Deux petits trous on été réalisés dans
le bloc pour placer 1’électrode de référence (Leak-Free Reference Electrode
690053 (Ag/AgCl), Harvard Apparatus) et la contre-électrode (fil de platine)
Ce bloc est fixé sur le substrat de silicium a I’aide de pinces puis rempli par
I’électrolyte pour la mesure.

Mesure. La mesure est réalisée avec un potentiostat analogique « fait mai-
son » dont le potentiel est imposé par un générateur de fonction (Agilent
33220A). Le signal du courant provenant du potentiostat est comparé au
potentiel appliqué par un détecteur synchrone (Stanford Research Systems
SR530) (figure3.18). Le tout est controlé par ordinateur a travers l'interface
Matlab pour obtenir les spectres d'impédance.

Films et solution. Les films mesurés sont obtenus par la méthode du retrait
de meénisque en régime de Landau-Levich (voir chapitre 3.3.3). L’électrolyte
utilisé était une solution de 10 mM de HEPES contenant 50 mM de NaCl (pH
7,5).

Modélisation.

Comme l'illustre la figure 3.18B, le schéma électrique d’une membrane en
solution est constitué d’une capacité C,,, qui dépend principalement de 1’épais-
seur de la membrane, en paralléle avec une résistance R,,, qui dépend de la
conductivité naturelle de la membrane et de sa densité de défaut [165]. Lorsque
cette membrane est supportée sur une électrode, I'impédance de 'interface élec-
trode/électrolyte vient s’ajouter en série avec celle de la membrane. Cette se-
conde impédance est également composée d’une capacité C; et d’une résistance
R; en paralléle, cette derniére étant généralement négligeable par rapport au
reste du circuit si les conditions de polarisation de 'interface ne font pas in-
tervenir de réactions électrochimiques. Il peut étre nécessaire de prendre en
compte la résistance de l’électrode et de ’électrolyte R, mais ces résistances
étaient négligeables dans notre cas.

La mesure du spectre d’'impédance de la structure compléte permet de me-
surer, par ajustement sur le modele, la capacité C,, et résistance R,, de la
membrane. Cette résistance décroit si le nombre de défauts augmente.

Pour un film contenant plusieurs couches de phospholipides, on peut s’at-
tendre & obtenir une impédance totale contenant un ensemble d’impédances
élémentaires de membranes en série (figure 3.18B). Les impédances élémen-
taires ont alors toutes la méme capacité C,, et une résistance R,,; qui dépend
de la quantité de défauts contenus dans la couche i. L'impédance totale Z de la
structure peut alors s’exprimer en fonction de la fréquence telle que :

1 Rmi
Z = - 2

i<n

De la méme maniére, un ajustement sur la mesure devrait permettre de
retrouver les différents paramétres de cette expression en connaissant le nombre
de couches contenues dans le film. Pour les films ayant peu de couches (n <
28), nous avons réalisé un tel ajustement! en fixant les valeurs de Cy; a la

1. L’ajustement a été réalisé sur le module de la fonction de transfert en utilisant 1’al-
gorithme itératif de Levenberg-Marquardt implémenté dans la toolbox « curve-fitting » de
Matlab.
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valeur mesurée pour le silicium seul et C,,, & la valeur de 0,71 uF/cm?, mesurée
dans [165]. La figure 3.18D montre la série des résistances R,,; obtenues. On
peut tout de suite remarquer que ces distributions ne sont pas superposables et
que le nombre de défauts de chaque couche dépend de I’épaisseur totale. Si le
modéle est cohérent, un film contient plus de couches de forte résistivité dans
I’absolu, mais relativement plus de couches de faible résistivité. Toutefois, pour
confirmer ce modéle, il faudrait d’une part faire ’expérience avec un nombre plus
faible de couches pour confirmer la nature discréte de ’évolution de I'impédance
avec le nombre de couches, et d’autre part faire des expériences témoins en
induisant artificiellement des défauts ou en mesurant la densité de défauts par
une autre méthode (par exemple EPR ou RMN) pour confirmer que la forme
caractéristique des spectres obtenus provient bien de la variation de résistivité
des couches individuelles de phospholipide.

Pour les spectres obtenus avec les épaisseurs importantes (n > 28), ce mo-
déle, ainsi que n’importe quel modéle n’impliquant qu’un ensemble de résistances
et de condensateurs en série avec ’électrode, n’est plus applicable. En effet, pour
que I'impédance de la structure passe en dessous de I'impédance de I’électrode
seule aux basses fréquences, soit 'impédance de ’électrode est perturbée par
la présence du film, soit "impédance du film est négative dans cette gamme de
fréquences. Nous n’avons pu élucider I'origine de ce comportement étrange.

Les résultats de ce modéle sont & prendre avec précaution car aucune expé-
rience témoin ne permet d’en confirmer la pertinence. Mais nous avons montré
que cette méthode de caractérisation par spectroscopie d’impédance de films
de phospholipide multicouches pouvait donner des informations sur la structure
intime du film. Mieux comprise, elle pourrait offrir un outil intéressant de test
de la qualité de ce type de film et d’un point de vue plus fondamental, pourrait
permettre d’obtenir des informations sur ’évolution de l'organisation interne
des structures multicouches dans des phénomeénes tels que 1’électroformation.

Stabilité du dépot

Toutes les observations décrites auparavant ont été obtenues en utilisant du
n-octane comme solvant qui est en situation de mouillage total avec le substrat
de silicium. Nous avons remarqué qu’en utilisant un solvant en situation de
mouillage partiel avec le substrat, par exemple le chloroforme, aucun dépot
n’était obtenu dans le régime d’évaporation dans la plupart des conditions (dans
certains cas extrémes néanmoins, un dépot instable a pu étre observé) Cette
observation explique les démouillages que nous observions lors de nos premiers
dépots & aide d’une pipette sur les substrats de silicium fonctionnalisés (voir
chapitre 2.2.3) et indique qu’il est préférable que le solvant soit en situation
de mouillage total sur le substrat pour obtenir des dépots de qualité, méme en
régime Landau-Levich, pour éviter les effets de bord ou la nucléation de trous
dans le film a partir de défauts.

En situation de mouillage total, le film déposé est stable et d’épaisseur ho-
mogeéne uniquement dans certaines conditions. A faible concentration (< 10
mg/mL), ou & haute température (>30°C), la ligne de contact du ménisque
devient instable et des motifs en forme de bandes paralléles & la ligne de contact
sont formés. Ce phénoméne est similaire & celui observé avec des solutions de
polymére [20] et sera étudié plus en détail par la suite. A faible température,
c.-a~d. significativement plus faible que la température ambiante, I’épaisseur du
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film devient trés inhomogéne et anormalement importante. Cela peut s’expli-
quer par la condensation d’eau provenant de I’humidité de 1’air sur le ménisque
comme ’a déja observé Malaquin et al. [19]. I est donc possible de déposer un
film uniforme en utilisant le n-octane comme solvant dans les conditions assez
restrictives énoncées ci-dessus. Ces conditions changent d’un solvant & ’autre
et ne sont pas toujours reproductibles (il semble que le taux d’humidité dans
Pair ait également son importance). Le dépot de film uniforme en régime d’éva-
poration nécessite donc des précautions importantes relatives aux conditions de
dépot. Ceci explique peut étre qu’aucune publication & notre connaissance ne
relate cette méthode de dépot.

3.3.4 Dépoét de motifs par instabilité de mouillage

A plus faible concentration, le dépdt de phospholipide sur les galettes de
silicium n’est pas uniforme et des instabilités spatiotemporelles apparaissent sur
la ligne de contact. Les instabilités observées dépendent fortement I’ensemble
des conditions expérimentales, c.-a-d de la concentration, la température, la
vitesse de dépot, la hauteur du ménisque, la nature du solvant, etc.

Pour clarifier les conditions de ces instabilités, nous les avons classées les
unes par rapport aux autres.

En supposant que le dépot du film respecte toujours le bilan de matiére du
modele présenté pour les films uniformes (équation 3.7 page 147), on peut re-
présenter pour une épaisseur donnée, I’ensemble des conditions expérimentales
sur un espace a deux dimensions coordonné par la concentration et le produit
V.Qevap. Nous pouvons alors placer les instabilités observées sur ce diagramme
de phase. La figure 3.19 montre approximativement la position des différentes
instabilités observées lors de nos expériences sur un tel diagramme de phase
et la figure 3.20 montre des images typiques de microscopie en réflexion de ces
instabilités. Toutes les instabilités ne peuvent étre obtenues pour un solvant
donné car la variation de la vitesse d’évaporation sur une large gamme implique
P'utilisation de différents solvants ayant différents paramétres d’évaporation. Le
diagramme de phase est donc donné & titre indicatif pour donner la position
relative des instabilités les unes par rapport aux autres, mais il n’est pas repré-
sentatif du comportement du dépot pour un solvant donné.

En observant le comportement du ménisque lors du dépot, certains compor-
tements caractéristiques du ménisque ressortent derriére I’apparente complexité
du diagramme de phase présenté. La figure 3.21 en donne une représentation
schématique. Le comportement du ménisque peut étre divisé en deux régimes
distincts : i) & forte concentration, le dépdt apparait directement & partir de
la ligne de contact ; ii) a faible concentration, un film ultrafin vient s’intercaler
entre le film déposé et la ligne de contact du ménisque.

A forte concentration de phospholipide (C' 2 1 mg/mL)

Nous avons déja vu qu’a trés forte concentration (C' 2 10 mg/mL), il était
possible d’obtenir des films uniformes (figure 3.21A et 3.20E). Dans certaines
conditions, par exemple si la température est élevée ou pour des solvants s’éva-
porant facilement, le dépot n’est pas uniforme et des bandes de plus fortes épais-
seurs, orientées dans la direction de déplacement du dépot, sont présentes sur le
film (nous avons observé ces instabilités pour le chloroforme, le pentane, ’hexane
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F1GURE 3.19 — Diagramme de phase des instabilités de mouillage en fonction
de la concentration de phospholipide dans le solvant et du produit de la vi-
tesse de dépot et de la vitesse d’évaporation. Ce diagramme est donné a titre
indicatif pour positionner les instabilités les unes par rapport aux autres. Il a
été construit par le recollement d’expériences effectuées sur plusieurs solvants,
toutes les instabilités n’apparaissant pas pour un solvant donné. La position des
frontiéres indiquées ici est approximative et peut varier fortement d’un solvant
a lautre.
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F1GURE 3.20 — Images typiques de microscopie en réflexion des instabilités ren-
contrées. Conditions de concentration, solvant, température et vitesse de dépot :
A)EPC 25 mg/mL, Chloroforme, 15°C, 540 um/s (barre 250 um) B) EPC 12
mg/mL, Octane, 25°C, 20 um/s (barre 50 pm) C) EPC 25 mg/mL, Chloro-
forme, 25°C, 1000 pm/s (barre 250 pm) D) EPC 1 mg/mL, heptane, 40°C, 30
pum/s (barre 50 pm) E) EPC 12 mg/mL, nonane, 40°C, 20 pm/s (barre 50 um)
F) EPC 25 mg/mL, Chloroforme, 10°C, 150 pm/s (barre 250 pm) G) EPC 1
mg/mL, heptane, 40°C, 40 pm/s (barre 50 pm) H ) EPC 1 mg/mL, heptane,
40°C, 50 pm/s (barre 50 pm) I) EPC 1 mg/mL, heptane, 30°C, 25 pm/s (barre
50 pm) J) EPC 12 mg/m, décane, 48°C, 35 um/s (barre 50 um) K) EPC 0,1
mg/mL, heptane, 20°C, 10 um/s (barre 50 um) L) EPC 1 mg/mL, heptane,
40°C, 200 pm/s (barre 20 pm)
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DA/

F1GURE 3.21 — Schéma illustrant les différents régimes caractéristiques de dépot.
A forte concentration, le film est formé directement & partir de la ligne de contact
(A-C). Le dépot peut étre continu (A), discontinu (B) ou d’épaisseur inhomogéne
(C). A faible concentration, un film ultramince vient s’intercaler entre la ligne
de contact et le film déposé (D-F). Le film déposé peut également étre continu
(D), mais aussi discontinu (E) ou instable (F).

et ’heptane). Le plus souvent, leur organisation est chaotique (figure 3.20C) ou
dendritique, et dans de plus rares situations, des bandes bien paralléles peuvent
étre obtenues (observé uniquement pour le chloroforme), figure 3.20A).

Pour des concentrations intermédiaires (1 < C < 10 mg/mL), le dépot
devient discontinu (figure 3.21B), menant a la formation de motifs de phospho-
lipide en forme de bandes transverses a la direction de dépot (figure 3.20E).
Nous avons observé cette instabilité pour tous les solvants testés. Lorsque la
vitesse de dépot est trés lente, les bandes obtenues ont tendance & étre laté-
ralement inhomogeénes (figure 3.20E) et peuvent former, & faible concentration,
des gouttes régulieres (figure 3.20G). Cette instabilité peut également se coupler
avec les instabilités longitudinales pour des vitesses de dépot élevées et & vitesse
d’évaporation élevée (figure 3.20C).

En faisant varier la vitesse de dépot dans la gamme de conditions ou ap-
paraissent ces instabilités, nous avons pu observer que ’épaisseur des bandes
déposées ne variait pas (la couleur de la lumiére réfléchie par les bandes obser-
vée par microcopie en réflexion ne variait pas). Nous avons alors mesuré par
analyse d’image les caractéristiques géométriques de ces bandes, ce qui nous a
permis de constater que la période des bandes variait peu (figure 3.22B) mais
que la largeur des bandes diminuait avec la vitesse de dépot (figure 3.22C).
Pour vérifier que le comportement du dépot respecte le modéle des films uni-
forme (équation 3.7 page 147), nous avons alors mesuré ’épaisseur moyenne du
dépot en en fonction de la vitesse de dépot (nous avons déterminé I’épaisseur des
bandes par comparaison de leur couleur avec celle de dépdts uniformes d’épais-
seur connue : cf. chapitre 3.2.3). Le comportement mesuré était alors similaire
a celui des dépots uniformes du chapitre 3.3.3 (figure 3.22D).

Nous avons également réalisé des observations en fluorescence pour essayer de
comprendre comment se formait I'instabilité. La figure 3.23 montre I’évolution
du ménisque observé par microcopie d’épifluorescence. Ces mesures indiquent
qu’il n’y a pas de pré-concentration du phospholipide avant la zone de l'instabi-
lité. 11 est probable que le contenu du ménisque soit circulé par effet Marangoni,



3.3. LE RETRAIT DE MENISQUE 165

A B

H € 15

: g

2 0 10

| & )

©

£ g

i "8_ 5

q

0 20 40 60
vitesse (um/s)
C D
s € 103
805 >
@ c
£04 &
o >
[]
£ 0.2 é
3 01 § 1
S © 10
©
S % 20 40 60 10" 102
vitesse (um/s) vitesse (um/s)

FIGURE 3.22 — Caractéristiques géométriques d’instabilités transversales (fi-
gure 3.21B). (Dépot d’EPC 12 mg/mL dans du nonane a 40°C) A) photo en
réflexion typique du dépot pour une vitesse de 20 pm/s : Il apparait des bandes
de phospholipide de largeur I, de période p et ayant une épaisseur homogéne
d’environ 120 nm sur toute la largeur de la bande (couleur bleu turquoise) On
extrait de ces images les caractéristiques géométriques des motifs déposés (1 et
p) en mesurant la position des extrema de la fonction d’auto-corrélation du gra-
dient de chaque image. La barre représente 20 um B) Période p des motifs en
fonction de la vitesse de dépot. C) facteur de remplissage du dép6t sur la surface
(I/p) D) En considérant ’épaisseur du dépot parfaitement homogéne sur toute
la largeur des bandes, on en déduit ’épaisseur moyenne du dépot sur toute la
surface en fonction de la vitesse de dépot. La conservation de la matiére dans la
goutte est respectée comme l'indique 'ajustement sur ’équation 3.7. L’ajuste-
ment donne un paramétre d’évaporation @Q,qp de 88 pm?/s. Les barres d’erreur
représentent la déviation standard sur ’ensemble des images mesurées (N=30).
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comme nous 1’avions observé pour les dépots uniformes. Cette circulation peut
empécher la pré-concentration du phospholipide qui devrait apparaitre & cause
de I’évaporation du solvant dans la zone de la ligne de contact. Ce méme effet
Marangoni pourrait étre responsable de la formation de I'instabilité & cause du
fort gradient de concentration présent en limite de la zone instable. Plus d’ex-
périences, ainsi qu'une étude théorique approfondie seraient nécessaires pour
confirmer ces hypothéses.
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FIGURE 3.23 — Suivi par microscopie en fluorescence de la formation des insta-
bilités transversales. A) Image typique extraite de la vidéo du meénisque suivi
par son dépot de phospholipide en forme de bandes. La fluorescence est concen-
trée sur la zone instable. (DOPC 3 mg/mL contenant 2% de NBD-PC avec de
Poctane pour solvant, dépot a 20°C et 5 um/s) B) Suivi dans le temps du profil
de fluorescence du ménisque sur un cycle de l'instabilité. Chaque courbe est
espacée de 300 ms. La courbe en gras correspond au profil juste avant que le
ménisque se brise. On peut remarquer sur la courbe suivante qu’il n’y a pas de
fluorescence avant le point de brisure qui correspond au bout du ménisque (La
ligne grise indique la position de la ligne de contact lorsqu’elle est en position de
retrait). Le phospholipide n’est donc pas pré-concentré avant de la zone instable.
La barre représente 20 pum.

A faible concentration de phospholipide (C <1 mg/mL)

A faible concentration de phospholipide dans le solvant, le comportement de
la ligne de contact change et devient de nouveau stable. Dans cette situation,
le film déposé apparait & une certaine distance du ménisque. Entre le film et
le ménisque, un film de liquide ultrafin, quasiment invisible en réflexion donc
d’épaisseur probablement inférieure & 30 nm, transporte la matiére du ménisque
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vers le film déposé (figure 3.21D, 3.20I et 3.24). Nous avons pu observer dans
ce film, la présence d’un important flux de matiére dans la direction du dépot
lorsqu’une particule le traverse. Un film uniforme peut alors de nouveau étre
obtenu (figure 3.20I) dans cette autre conformation du ménisque.
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F1GURE 3.24 — Image de microscopie en réflexion du ménisque lors d’un dépot
stable & basse concentration. Le film déposé est séparé du ménisque par un film
ultra-mince (fleche rouge) dans lequel le flux est trés important. Dépot d’EPC
1mg/mL dans I'heptane & 50°C et 80 pum/s. La barre représente 50 pm et la
fléche noire représente la direction de déplacement du substrat.

Lorsque la vitesse de dépot est suffisamment lente, le début du film n’est
pas stable (figure 3.21F) et aboutit a la formation de gouttes (figure 3.20J) ou
de doigts (figure 3.20K). Nous avons utilisé les dépot visibles sur la figure 3.21J
pour faire gonfler les vésicules du chapitre 2.4.3 (p. 124).

De méme, & haute vitesse, des instabilités transversales peuvent également
apparaitre (figure 3.20L) ; celles-ci n’ont pu étre observées que pour des épais-
seurs de dépot trés faibles.

Pour dans la limite supérieure en concentration de cette gamme d’instabili-
tés, le film ultrafin devient instable et le ménisque oscille entre un comportement
de film fin (figure 3.21D) et un comportement de dépdt direct de bandes trans-
versales (figure 3.21B). Ce phénomeéne aboutit a la formation de bandes & deux
marches visibles sur la figure 3.20G-H.

A notre connaissance, ce type d’instabilité sur un dépot de matiére par retrait
de ménisque, impliquant la présence d’un film ultramince au bout du ménisque,
n’a jamais été observé auparavant. La présence d’un film ultramince a déja été
observé sur le mouillage d’alcanes sur des substrats de silicium [177], mais a
été peu étudié. Nous pensons qu’il est généré par la pression de disjonction
provoquée par les interactions moléculaires & longues portées entre le substrat
et le liquide. Cette surpression, présente sur les premiers nanométres du liquide
au contact de la surface, pourrait expulser la matiére du ménisque lorsque la
concentration en phospholipide & la ligne de contact est suffisamment faible pour
que le liquide reste en situation de mouillage total.
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3.3.5 Dépodt de motifs par guidage capillaire

Lorsque le solvant ne mouille que partiellement le substrat, aucun dépot n’est
généralement observé avec la méthode du retrait de ménisque. Néanmoins, il est
possible de forcer le dépot en jouant sur les propriétés de mouillage du substrat.
En gravant le substrat de maniére & obtenir des trous avec des flancs verticaux,
un dépot est possible dans ces structures. Lorsque le ménisque est balayé sur
la surface, les arétes des structures provoquent des discontinuités locales de
I’angle de contact dont la conséquence est ’accroche de la ligne de contact sur
les arétes. Aprés le passage du ménisque, une partie de la solution est retenue
dans les trous comme schématisé sur la figure 3.25. Aprés évaporation compléte
du solvant contenu dans ces gouttes microscopiques, un dépot de phospholipide
reste au fond des trous. Cette méthode s’apparente & ’encrage de tampon de la
lithographie par tamponnage de canaux [178], & la différence que la matiére est

ici préconcentrée avant le dépot.
ﬁ
-

—

F1GURE 3.25 — Schéma de principe du dépdt local de phospholipide par ca-
pillarité : lorsque la ligne de contact est déplacée sur une surface contenant
des structures, elle s’accroche sur les arétes et forme au passage des gouttes
emplissant les trous. Aprés séchage complet des gouttes, il reste un dépot de
phospholipide au fond des trous. La fleche indique la direction de déplacement
du substrat.

Méthode

Les substrats de silicium sont clivés dans des galettes [100] dopées P (10
Q.cm) pour obtenir des carrés d’environ 3 cm x 3 cm. Les motifs sont définis
par une étape de photolithographie en utilisant la résine AZ5214E en négatif
(cf. Annexe B.1) puis gravés sur 400 nm de profondeur par gravure séche RIE
(Nextral NE 100, 2 min. avec 10 sccm de SFy & 50 W et 30 mTorr). La résine
restante est éliminée dans un bain d’acétone puis d’isopropanol sous ultrason
5 min. respectivement. Avant utilisation, les substrats sont nettoyés 20 min.
dans un mélange « piranha » d’H,SO, concentré/H,0, 50% 2/1 vol/vol pour
éliminer les résidus organiques issus de I’étape de photolithographie. Aprés un
dépot, les substrats peuvent étre réutilisés une ou deux fois aprés un simple
ringage au chloroforme puis a I'isopropanol. Les dépots ont été réalisés avec
la machine du LPN pour les observations in situ et avec la machine de ’'ENS
pour les autres dépots, comme décrit dans la section 3.3.1.

Nous avons essayé, comme solvant du phospholipide, le chloroforme et le
trichloréthyléne. Le chloroforme s’évaporant trés vite, il a tendance & créer des
instabilités longitudinales comme nous ’avons noté dans la section précédente.
Nous avons également observé ce phénoméne lors des dépots sur les structures :
la quantité de matiére déposée dans les structures présentant des inhomogé-
néités importantes formant des lignes paralléles & la direction de déplacement.
Le trichloréthyléne, qui s’évapore moins vite, s’est avéré étre un meilleur choix
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F1GURE 3.26 — Dépdt local de phospholipide par capillarité. A gauche : Image
de microscopie en réflexion pendant le dépot. La fleche représente la direction de
déplacement du substrat. A droite : évolution de la forme de la ligne de contact
au passage des structures. Les lignes représentent les positions successives de la
ligne de contact autour des microstructures tous les 100 ms (la fleche indique
le sens de déplacement de la ligne). Conditions de dépot : DOPC 0,16 mg/mL
dans du trichloréthyléne a 15°C et 10 pm/s. La barre représente 50 pm.

pour ce type de dépot. La figure 3.26 montre une image en réflexion de la ligne
de contact lors du dépot. On observe trés clairement ’accrochage de la ligne
de contact sur les arétes des structures et les gouttes de solution restantes au
fond des trous (de couleur jaune sur la figure 3.26A). En observant les positions
successives de la ligne de contact, on peut voir que la ligne de contact suit pro-
gressivement le contour des microstructures jusqu’a former une constriction qui
se brise, séparant le ménisque du liquide remplissant le trou.

Aprés le séchage complet du solvant et dans les conditions adéquates, le
fond des trous est rempli d’une couche de phospholipide uniforme. Nous avons
aingi obtenu des dépots trés homogénes sur des surfaces de plusieurs centimétres
carrés pour des structures de 6, 12 et 24 um de diamétre. La figure 3.27 montre
le profil d’épaisseur d’un de ces dépots. Pour un dépot a 15 pm/s, 25°C & une
concentration de 0,5 mg/mL, L’épaisseur moyenne de phospholipide dans les
trous était de 72 pm (maximum local de la distribution).

Bien que la ligne de contact ne laisse pas de matiére derriére elle comme
c’est le cas pour les solvants mouillant totalement le substrat, I’évaporation du
solvant reste responsable d’une pré-concentration du soluté au niveau de la ligne
de contact. Pour mettre en évidence ce phénoméne, nous avons mesuré ’'intensité
de fluorescence moyenne de dépots contenant des phospholipides fluorescents en
fonction de la vitesse de déplacement du ménisque pour les structures de 12 pum.
On observe alors une dépendance de la fluorescence proche de v~1 (figure 3.28).
Comme cette expérience n’a pas été calibrée en épaisseur, on ne peut rien en
conclure sur la dépendance précise de ’épaisseur, mais la tendance observée
pour les autres types de dépots est respectée.

Stabilité du dépot

A Tinstar du dépot uniforme, 'obtention de dépots de bonne qualité sur les
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F1cURE 3.27 — Cartographie de ’épaisseur de phospholipide déposée réalisée &
partir d’'une image de microscopie en fluorescence. Le profil en bas est mesuré
sur la ligne rouge. La barre représente 50 pum.

microstructures demande certaines précautions :

A forte concentration (> 5 mg/mL) ou si le substrat n’est pas parfaitement
propre, un dépo6t peut apparaitre entre les structures et a haute température,
des instabilités transversales peuvent également apparaitre comme c’est le cas
lorsque le substrat est en situation de mouillage total (cf. section précédente).
Il est probable que ces phénoménes apparaissent lorsque la concentration au
niveau de la ligne de contact est trop importante et change les propriétés de
mouillage du solvant. Il est intéressant de noter ici que les instabilités générées
sur les microstructures ont une période qui se synchronise sur la période des
microstructures (figure 3.29). Si lorientation du ménisque est alignée avec un
plan cristallin du réseau de structure, les instabilités transversales suivent ces
plans avec une grande robustesse. Cette propriété pourrait étre utilisée pour
guider les instabilités répertoriées au chapitre précédent et obtenir ainsi une
plus grande régularité dans le dépot.

A vitesse élevée, des gouttes satellites peuvent apparaitre derriére chaque
structure. Ces gouttes sont formées lors du décrochage entre le ménisque et la
structure et attribuées a une instabilité de Rayleigh-Plateau, comme on peut
Pobserver lors du décrochage d’une goutte pendante [57]. Sur les structures de
grandes tailles (24 pm et 12 pm dans une moindre mesure), les gouttes de solvant
déposées se déforment, surtout & haute température. Ces déformations ménent
a des dépots inhomogénes, voire provoquent le démouillage de la goutte en son
centre, ne laissant aprés séchage qu’un anneau contre le bord de la microstruc-
ture. Ce phénomeéne est certainement da & un effet Marangoni solutal. Si c’est le
cas, ce probléme devrait pouvoir étre limité en utilisant un solvant s’évaporant
moins vite (au prix d’une vitesse de dépot réduite).

De méme que pour le dépo6t de phospholipide uniforme, les bonnes conditions
de dépot sur des microstructures semblent aussi dépendre de maniére importante
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F1GURE 3.28 — Image en fluorescence du dépot de phospholipide aprés séchage
complet du dépoét. Les molécules de phospholipides sont présentes de maniére
homogene dans les trous et absentes sur le reste du substrat. La barre représente
200 pm, les trous font 12 um de diamétre et 400 nm de profondeur pour un de
dépot de DOPC a 4 mg/mL + 2% NBD-PC dans du trichloréthyléne a 24°C
et 80 um/s. En bas : En faisant varier la vitesse de dépot, on remarque que
Iintensité de fluorescence est proportionnelle & l'inverse de la vitesse & une
vitesse vg = 200um/s pres.



172 CHAPITRE 3. LE DEPOT DE FILMS MULTILAMELLAIRES

de la température de la piéce et/ou du taux d’humidité de Pair.

La méthode présentée dans cette derniére section a ’avantage de pouvoir
combiner un controle de la forme du motif déposé, tout en gardant une bonne
organisation microscopique (la plupart de nos dépodts étaient uniformes a la
couche prés et sans défauts apparents sur les images prises par microscopie
en fluorescence). Néanmoins, tous les motifs ne sont pas réalisables par cette
méthode et 'obtention de bandes, par exemple, reste réservée aux instabilités
(qui peuvent éventuellement étre contraintes par des structures). Un gonflement
a été réalisé sur des motifs de 6 um de diamétre et & donné de moins bons
résultats que le gonflement réalisé & partir de motifs déposés par les instabilités.
La qualité de la surface gravée et la présence des flancs du trou pourraient
étre mises en cause. Dans tous les cas, il serait nécessaire de faire davantage
d’expériences pour confirmer les résultats de ces gonflements.

FI1GURE 3.29 — Guidage des instabilités par structuration de surface : La to-
pologie de la surface contraint les instabilités. Conditions de dépot : DOPC 12
mg/mL dans du trichloréthyléne 4 20°C et 80 pm/s. La barre représente 50 pm.
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3.4 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté une nouvelle méthode pour déposer
des films de phospholipide sur un substrat.

Nous avons tout d’abord introduit et développé des méthodes de caractéri-
sation simples qui peuvent étre utilisées de maniére routiniére pour caractériser
la morphologie des films. La microscopie en réflexion a permis de visualiser,
sans ajout de sonde et sur de grandes surfaces, les variations d’épaisseur de la
structure stratifiée des films. La microscopie en fluorescence nécessite 'ajout
d’une sonde fluorescente dans le film, mais a permis d’obtenir simplement une
mesure quantitative de 1’épaisseur du film & I’échelle microscopique. Les me-
sures obtenues par ces deux méthodes sont en accord avec les mesures par mi-
croscopie & force atomique, qui permet en sus d’avoir une résolution latérale
sub-micrométrique.

Ces méthodes de caractérisation nous ont permis de montrer pour la pre-
miére fois que la méthode du retrait de ménisque permettait d’obtenir des films
avec un bon controéle de I’épaisseur a ’échelle macroscopique comme & 1’échelle
microscopique, ce qui était 1’objectif recherché. Nous avons expliqué par des
modéles théoriques simples le comportement du dépot qui se divise en deux
régimes, suivant 'importance relative de I’évaporation du solvant et des forces
visqueuses. D’autre part, nous avons observé des différences d’organisation du
film & I’échelle microscopique que nous avons attribué a la dynamique de sé-
chage du film. Ces résultats offrent de nouvelles perspectives pour le controle
de lorganisation de ce type de films.

Nous avons ensuite mis en évidence que cette méthode de dépot permettait
également d’obtenir des motifs de phospholipide de tailles micrométriques en
utilisant des instabilités de mouillage. Ces motifs ont présenté des formes variées
avec sous certaines conditions une qualité d’organisation sans précédent. Plus
particuliérement, I’électroformation de motifs de phospholipides en ilots a permis
d’obtenir des vésicules avec une distribution de taille plus ramassée que les autres
méthodes de dépét.

Pour finir, l'utilisation de substrats contenant des microstructures nous a
permis d’obtenir des dépots de phospholipides suivant des motifs préétablis par
photolithographie en utilisant le retrait de ménisques en condition de mouillage
partiel. Cette technique offre un meilleur contréle de la régularité du dépot mais
a donné de moins bons résultats aprés électroformation des vésicules. Il est &
noter que de tels substrats peuvent également servir & contraindre les instabilités
pour les rendre plus réguliéres.

L’ensemble de ces résultats devrait permettre un meilleur controle du phéno-
méne d’électroformation et pourraient également trouver des applications dans
d’autres domaines nécessitant le controle du dépdt de phospholipides comme les
biocapteurs & membrane supportée ou la préparation de substrats de culture
cellulaire.

En introduisant la méthode du retrait de ménisque pour le dépot de molé-
cules ayant des propriétés d’auto-organisation, cette étude pourrait également
intéresser d’autres domaines pour fabriquer, par exemple, de nouveaux capteurs
utilisant les propriétés physiques de molécules auto-organisées.
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Chapitre 4

De la vésicule a la cellule
artificielle

U-DELA des applications classiques des liposomes comme I’étude des proprié-
tés des membranes [80, 84, 88, 89|, leur utilisation comme compartiment
pour isoler des molécules d’intérét [77, 95] ou encore leur utilisation comme
vecteur thérapeutique [74], la recherche sur les liposomes se tourne de plus en
plus vers la construction de cellules artificielles. Ces objets artificiels qui repro-
duisent le fonctionnement des cellules vivantes pourrait, d’une part contribuer &
développer de nouvelles technologies pour créer de nouveaux bioréacteurs mieux
controlés et plus efficaces que leurs analogues vivants [99] et d’autre part devrait
permettre de faciliter la compréhension des principes généraux de la matiére vi-
vante [78].

En effet, les mécanismes qui régulent I’expression des génes et leurs mainte-
nance au travers des divisions cellulaires sont encore mal compris et constituent
un défi important de I’épigénétique qui cherche & déchiffrer les facteurs non gé-
nétiques qui régulent 'expression des génes et permet leur héritage [179]. Un
exemple manifeste de ce paradigme est la variabilité significative que l'on peut
observer sur le profil d’expression de cellules génétiquement identiques [180].
Par exemple, de nombreuses espéces de bactéries commutent de maniére sto-
chastique leurs phénotypes pour s’adapter aux variations aléatoires de leur en-
vironnement [181]. Ainsi, pour décrypter les mécanismes de régulation génétique
face au microenvironnement de la cellule, la possibilité de construire des sys-
témes d’expression bien définis dans des modéles de cellules artificielles comme
les liposomes géants est donc reconnue comme un défi expérimental important.

Dans ce chapitre, nous présenterons deux méthodes visant la construction
de cellules artificielles :

La premiére utilise la méthode de I’électroformation pour fabriquer des vé-
sicules contenant un brin d’ADN génomique de 70 pum de long. Pour encapsuler
un objet aussi grand, dont la taille peut étre plus importante que la vésicule
elle-méme, une méthode de compaction de PADN a été utilisée.

La seconde méthode permet de générer un grand nombre de liposomes qui
encapsulent un systéme de transcription et de translation composé uniquement
d’un mélange de facteurs purifiécs (PURESYSTEM, Post Genome Institute). Les
liposomes ont été obtenus par transfert de micro-gouttes encapsulant le systéme
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d’expression et couvertes de phospholipide & travers une interface huile/eau.
L’analyse des images acquises a permis de suivre quantitativement la translation
et l'expression de protéines en temps réel et & partir de matrices d’ADN et
d’ARNm dans de nombreux liposomes simultanément. Cette deuxiéme méthode
a été développée dans le cadre d’une collaboration avec l'université de Kyoto
pour le projet ICORP. Nous avons analysé, interprété les données et réalisé
tous les programmes d’analyse d’image et de traitement & ’ENS. La partie
expérimentale a été réalisée par le Dr. Hirohide Saito & 'université de Kyoto.
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4.1 Insertion d’ADN génomique

Dans la nature, jusqu’a 2 m d’ADN génomique peuvent étre conditionnés
pour entrer dans un espace réduit de taille micrométrique comme le noyau des
cellules eucaryotes ou la capside des virus [182]. D’autre part, la préparation de
cellules artificielles contenant des matériaux génétiques est d’un grand intérét
pour étudier et comprendre ’auto-organisation hiérarchique et la régulation des
génes dans les systémes vivants complexes [78]. Pourtant, le double défi de i)
préparer des vésicules monodisperses et ii) insérer de PADN génomique long a
I’intérieur des vésicules n’a encore jamais été atteint jusqu’a présent.

On peut néanmoins citer le travail de Nomura et al. qui ont encapsulé un
complexe histone/ADN de grande taille par une méthode de transfert [183].
Toutefois, les vésicules qu’ils ont obtenues étaient de mauvaise qualité : multi-
lamellaires et non sphériques.

Comme nous ’avons vu précédemment, il est envisageable d’obtenir des vé-
sicules monodisperses en utilisant la méthode de 1’électroformation (chapitre 2).
Nous proposons dans les paragraphes suivants une nouvelle méthode pour insé-
rer des ADN longs pendant 1’électroformation en utilisant une méthodologie de
compaction de ’ADN schématisée sur la figure 4.1.

ADN
décompacte

\/_F 1

Spm @
Compacte
4 -~
/—\ @ . Lot

FIGURE 4.1 — Insertion d’ADN génomique lors de ’électroformation. 1) I ADN
est tout d’abord compacté en ajoutant dans la solution un contre-ion multiva-
lent. 2) Lors du processus d’électroformation, la taille de ’ADN compact est
suffisamment réduite pour permettre a la molécule d’entrer dans les vésicules
en formation. 3) Apres I’électrogonflement, des brins d’ADN compacts sont en-
fermés dans certaines vésicules. 4) Une méthode adéquate pourrait étre utilisée
pour décompacter PADN et ’étudier dans sa conformation étirée.

Jusqu’a présent, les techniques habituelles pour inclure PADN dans des vé-
sicules produites par électroformation (Injection [184] électroporation, insertion
pendant le gonflement [185]) ont été limitées & l'insertion de brins d’ADN trés
courts (jusqu’a quelques milliers de paires de bases maximum). Ceci est di au
fait que ’électroformation ne permet pas d’ingérer des objets de taille plus im-
portante. Pour insérer des molécules d’ADN plus longues, nous avons utilisé
le fait que les molécules uniques d’ADN double-brins se replient de maniére
réversible en présence de contre-ions multivalents. Dans cet état ils prennent
une forme compacte trés dense [186] dont la taille est suffisamment petite pour
entrer dans les vésicules lors de leur fabrication.

La figure 4.2 montre la compaction d’un monobrin d’ADN en présence de
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spermine (Spm**). Sans spermine ou & faible concentration de spermine, ’ADN
est dans son état naturel de pelote. Si I'on augmente la concentration de sper-
mine, ’ADN subit une transition de phase du premier ordre autour de 5 uM
et passe brusquement dans son état compacté. Le condensat d’ADN obtenu a
une forme toroidale de 90 nm de diamétre (figure 4.2). Aux concentrations in-
termeédiaires, il y a coexistence entre des molécules & 1’état compacté et & ’état
décompacteé.

C
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Spermine (M)

F1GURE 4.2 — Compaction d’une molécule d’ADN T4 unique (166000 paires de
base, 0,1 uM dans 10 mM de tampon Tris-HCl, pH = 7,4) par la spermine
(Spm4+). Sans spermine, toutes les molécules sont dans un état décompacté
et se présentent sous forme de pelotes allongées. Aprés un ajout suffisant de
spermine, toutes les pelotes se replient dans un état compact dense. A) Image
de microscopie en fluorescence d’une molécule I’ADN décompactée en I’absence
de spermine. La barre d’échelle représente 5 um. B) Image de microscopie en
fluorescence d’une molécule d’ADN compactée aprés ajout de 10 pm de sper-
mine. La barre d’échelle représente 5 pm. C) Taille du grand axe de la molécule
d’ADN observée par microscopie en fluorescence en fonction de la concentration
de spermine. Extrait de [187]. D) Image de microscopie électronique en trans-
mission (TEM) la molécule I’ADN compactée. La barre d’échelle représente 50
nm.

Pour pouvoir insérer des brins ’ADN T4 lors de ’électroformation de vési-
cules, nous avons ajouté 10 uM de spermine de maniére a compacter la totalité
des brins d’ADN qui peuvent entrer dans cet état dans les vésicules lors du
gonflement.
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Méthode

La solution de gonflement des vésicules contenant les molécules I’ADN T4
double-brins (166 Kb) compactées a été obtenue par l'ajout successif de i)
1 mM de tampon Tris-HCI (pH = 7.4) pour maintenir le pH ii) 10 uM de
spermine (spm*") pour la compaction iii) 1 uM de colorant fluorescent DAPIT
pour marquer ’ADN iv) 1 uM d’ADN dans une solution standard de gon-
flement & 0,1 M de sucrose. Cette solution a été utilisée pour faire gonfler
pendant 2 heures un film de phospholipide par la méthode classique (voir cha-
pitre 1.3.4). Le film a été réalisé & partir d’une solution d’EPC (10 mg/mL)
contenant 4% de PE-FITC comme marqueur fluorescent. Pour les observa-
tions aprés le gonflement, la solution contenant les vésicules a été extraite de
la cellule de gonflement et mélangée (1/2 vol/vol) avec une solution de glucose
ajustée en osmolarité (110 mOsm). Aprés 2 heures de décantation, les vési-
cules ont été observées sur un microscope inversé & épifluorescence Axiovert
200 (Zeiss) avec un objectif 100x & huile et un jeu de filtres DAPI. De cette
maniére, il était possible de distinguer les vésicules (fluorescence jaune) et les
ADN compactes (fluorescence bleu). Les vidéos de la figure 4.3 ont été prises
a l’aide d’une caméra EMCCD (Hamamatsu) puis numeérisées.

La figure 4.3 montre des images typiques de microscopie en fluorescence de
vésicules contenant les molécules d’ADN compact. Dans cette figure, une molé-
cule I’ADN compact est visible sous la forme d’un point bleu (fluorescence du
marqueur DAPI) se déplacant librement dans une vésicule fluorescente jaune
(fluorescence du phospholipide marqué a la fluorescéine contenue dans la mem-
brane de la vésicule). Pour confirmer que ce résultat n’est pas une interférence
entre le DAPI et le phospholipide, nous avons réalisé la méme expérience sans
marqueur fluorescent dans la membrane et en replagant le DAPI par du YOYO
(1 pm). L’expérience a donné des résultats similaires. Le rendement de 'inser-
tion d’ADN était faible (environ 1%) lors de nos expériences. Il pourrait étre
augmenté dans une certaine mesure en utilisant une concentration d’ADN plus
élevée, mais le colit du matériel génétique rendrait ce type d’expérience trées cher.
D’autre part, les conditions de cette expérience sont & la limite des possibilités
du protocole standard de I’électroformation qui limite & 50 mM la concentration
en sel de la solution de gonflement [113].

En conclusion, nous avons montré la possibilité d’inclure des fragments
d’ADN long (166 Kb) dans les vésicules lors de l’électroformation en rédui-
sant leur taille par une technique de compaction. L’ADN double-brin contenu
dans les vésicules obtenues était sous forme compacte. Mais il est envisageable
de le décompacter en utilisant la méme méthode avec une molécule appropriée
permettant de décompacter ’ADN par un stimulus extérieur [188], en changeant
la composition du contenu de la vésicule & la fin de 1’électroformation [113] ou
par 'adjonction aprés formation d’un facteur porigéne comme la gramicidine A
[95]. Un tel objet permettrait par exemple d’étudier l'effet du confinement sur
la transcription d’ADN long & travers des expériences sur molécules uniques.

4.2 Suivi de 'expression de GFP dans des GUV

L’encapsulation de réseaux génétiques dans des vésicules artificielles est une
voie prometteuse pour construire des cellules artificielles. Comme nous ’avons
vu au chapitre 2.1, de nombreuses méthodes existent pour fabriquer des vési-
cules. Mais la possibilité d’encapsuler des systémes d’expression génétique dans
des GUV avec ces techniques reste difficile. L’équipe de Szostak a incorporé
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F1GURE 4.3 — Inclusion d’ADN génomique dans une vésicule géante fabriquée
par électroformation. A) Photo en fluorescence d’une vésicule contenant un ADN
long compact (fleche rouge). B) La ligne blanche représente la trajectoire du
mouvement brownien de cette ADN sur 10 s. C) Enregistrement a intervalles
réguliers de la vésicule illustrant le mouvement de ’ADN. La barre d’échelle
représente 20 pm



4.2. SUIVI DE L’EXPRESSION DE GFP paANs DEs GUV 181

avec succes différents réseaux génétiques dans des micro-compartiments, mais
les vésicules obtenues étaient petites (environ 10 pm), sans forme bien définie et
sans phospholipides dans la membrane [189, 190]. Par contre, il a été récemment
montré que des micro-gouttes d’eau dans I’huile contenant des phospholipides
[191] pouvaient étre utilisées comme précurseur pour générer des GUV encapsu-
lant des systémes d’expression génétiques [91, 108, 133]. En utilisant ce principe,
Libchaber et al. ont encapsulé des systémes d’expression provenant d’extraits
cellulaires dans des liposomes qui maintenaient une expression génétique pen-
dant environ deux jours [91]. Ils ont utilisé pour cela une étape de centrifugation
pour récolter les liposomes, qui méne 4 un rendement trés faible de production
de vésicules et une dispersion des liposomes obtenus dans le milieu.

Pour outrepasser les problémes mentionnés ci-dessus, nous avons développé
une méthode avec laquelle un grand nombre GUV encapsulant un systéme d’ex-
pression peut étre généré. Il est basé sur le transfert spontané de gouttes d’eau
dans l'huile & travers une interface eau/huile. Sous des conditions optimisées,
des centaines de liposomes peuvent étre générés et localisés sous l'interface. Ceci
permet le suivi de I'expression de protéines en temps réel avec un microscope
confocal. Nous avons appliqué cette méthode pour étudier la dynamique d’un
systéme de translation et d’expression dans les liposomes générés. 1l en est res-
sorti que les profils d’expression montrent une variabilité significative entre les
liposomes.

4.2.1 Encapsulation et suivi du systéme d’expression dans
les liposomes

La figure 4.4 décrit le principe de la méthode utilisée. Le systéme d’expres-
sion génétique est tout d’abord assemblé et émulsifié dans une solution d’huile
minérale contenant des phospholipides (de 'EPC). Cette émulsion est ajoutée
dans une phase huileuse qui est placée sur une phase aqueuse dans une chambre
d’observation & 37°C (figure 4.4A). En quelques minutes, la plupart des gouttes
coulent au fond de la phase huileuse et sont spontanément transférées & tra-
vers I'interface eau/huile pour former des liposomes juste en dessous de 'inter-
face [108]. Comme la plupart des liposomes restent attachés a 'interface, il est
possible de caractériser simultanément un nombre important de liposomes par
microscopie confocale (Figure 4.4B). Comme systéme d’expression et de trans-
lation, nous avons choisi un systéme de translation et d’expression sans extrait
cellulaire. Ce systéme artificiel a ’avantage d’étre reconstitué a partir de facteurs
d’expression purifiés avec des concentrations bien définies (PURE system, Post
Genome Institute). Comme le systéme ne contient pas d’ARNase, aussi bien
des fragments d’ARNm que des fragments d’ADN peuvent étre utilisés comme
matrice pour I’expression. Les conditions du tampon ont été optimisées pour
générer un grand nombre de liposomes qui soient stables et typiquement, 400
liposomes sont formés sur une image de microscopie confocale (500x500 pm).
Une fois encapsulé, le systéme reconstitué peut exprimer de la GFP dans les
liposomes : par exemple, si des fragments codant 'EGFP sont insérés dans le
systéme d’expression, ils seront transcrits et translatés en protéines EGFP aprés
une heure d’incubation a 37°C alors qu’aucune fluorescence n’est observée en
labsence de fragments d’ADN (figure 4.4C).

Aprés la formation des liposomes sous linterface, une série d’images est
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FIGURE 4.4 — Protocole expérimental. A) Schéma de principe de l’expérience.
Avant D'expérience, le microscope confocal est réglé pour prendre des images
juste en dessous de 'interface entre la phase aqueuse "extérieure" et la phase
huileuse contenant 1’émulsion et les phospholipides. Aprés la préparation de
I’émulsion & partir du systéme d’expression et de I’huile minérale contenant
le phospholipide (& 0°C), celle-ci est immédiatement ajoutée dans la chambre
d’observation & 37°C ou la réaction s’initie. B) Schéma de principe du trans-
fert spontané des gouttes a travers l'interface eau/huile. Aprés avoir coulé, les
gouttes d’eau dans 'huile recouvertes d’une couche de phospholipide sont trans-
férées spontanément & travers 'interface pour former des vésicules géantes qui
restent juste en dessous de linterface. C) A gauche : Image en contraste de
phase différentiel d’un liposome géant aprés sa formation. A droite : Image en
fluorescence d’un liposome exprimant la GFPuv & prés 1 h. d’incubation. La
barre d’échelle représente 50 pum.
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acquise & intervalle régulier sur une méme région. La figure 4.6A montre une
séquence typique d’image de ’expression de 'EGFP dans les liposomes. Comme
les liposomes sont générés environ une minute aprés l'introduction de ’émulsion
dans la chambre d’observation, il y a une incertitude d’environ une minute sur
la détermination du temps de réaction dans les liposomes. Une faible fluores-
cence est observée dans les liposomes aprés 20 minutes & 37°C. Celle-ci augmen-
tant progressivement avec le temps pour atteindre un plateau aprés environ 75
minutes. Pour établir ’expression génétique dans chaque liposome individuel-
lement, nous avons développé un programme d’analyse d’image qui détecte les
liposomes (figure 4.6B), mesure leurs tailles et leurs intensité de fluorescence
(figure 4.6C) sur l’ensemble de la succession d’image.

4.2.2 Suivi des vésicules par analyse d’image

Les images acquises par microscopie confocale sont fortement bruitées et les
liposomes observés sont agrégés. Nous avons donc utilisé pour la détection des
liposomes le programme d’analyse de forme utilisant la méthode de la transfor-
mée décrit au chapitre 2.1.3. En utilisant cette technique, certains liposomes peu
contrastés, trop agrégés, non sphériques, ou parasités par d’autres liposomes de
plus petite taille ne sont pas détectés, mais tous les liposomes détectés corres-
pondent & de vrais liposomes et 50 & 100% des liposomes générés sont détectés
en fonction de la qualité de I'image analysée.

Une fois les vésicules détectées sur toutes les images d’une séquence, un autre
programme est chargé d’établir la correspondance entre les liposomes détectés
sur chaque image. Malgré les précautions expérimentales, des mouvements de
convection restent présents dans la cellule d’observation et déplacent la posi-
tion des vésicules d’une image sur 'autre. Ces mouvements sont imprévisibles a
priori et varient avec le temps. Néanmoins, leur répartition spatiale est relative-
ment continue & ’échelle d’une paire d’images. Il est donc possible d’anticiper la
position approximative des liposomes sur une image & partir de la position des
mémes liposomes sur 'image précédente et d’établir la correspondance entre les
liposomes d’images consécutives.

Détection des mouvements

La méthode retenue a donc été de trouver I’ensemble des déplacements des
vésicules entre deux images de maniére & ce qu’une fonction suffisamment conti-
nue puisse approximer ces déplacements.

Détection des déplacements possibles. L’ensemble des déplacements
possibles est tout d’abord collecté : le déplacement entre la vésicule ¢ sur I'image
a et la vésicule 5 sur 'image a + 1 est retenu si la position des deux vésicules
est suffisamment rapprochée et leurs tailles sont suffisamment proches. Si I'on
doit trouver le déplacement de n vésicules, on obtient de cette maniére m > n
déplacements possibles, mais au plus n de ces déplacements sont valables.

Calcul des déplacements probables. Ensuite, on calcule les paramétres
d’une fonction suffisamment continue qui approxime le déplacement sur le meilleur
ensemble de n déplacements parmi les m déplacements, en cherchant & minimi-
ser 'erreur d’approximation. Il n’existe pas d’algorithme permettant de trouver
la solution exacte de ce probléme. Mais nous proposons ci-dessous une méthode
heuristique qui donne de bons résultats dans notre cas.
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Soit une vésicule ¢ sur 'image a, défini par sa position (24, Yai) et sont rayon
Tq;. Le déplacement de ce centre par rapport a I'image suivante est défini par
ses composantes (dq;, dyq;). On cherche donc le déplacement tel que :

Tat1,i = Tayi + dTay
k) El ) 4‘1
Yat1,i = Ya,i + AYayi (4.1)

Dans la suite du développement, les indices a ne sont plus notés pour alléger
I’écriture.

Soit (fx(xi,yi), fy(xi,yi)) les fonctions approximant le couple (dzi,dyi).
L’erreur de 'approximation est définie comme la différence entre le vecteur
approximé et le vecteur réel :

| fe(za,vi) — dag
CT fy(y) — dys (4.2)

On cherche donc les fonctions f pour atteindre le minimum :

min 3 il = <%, + < (1)
JasrJy )
K2

€

On choisit les fonctions f comme des bi-polyndmes pour leur linéarité :

fm:u1+u$2x+...+ummn+uy2y+...+uynyn (44)
‘fy:Ul+U12x+"'+vxnmn+vy2y+""‘v"Uynyn ’

Alors (4.2) peut s’écrire sous forme matricielle :

Ex1 Exm —
6yl e gy’rn
E
ri1 ... 1 7
'1:1 ... xm
Uq Uzl et Uz uyl e uyn x'n xn
V1 Uzl Uzp Uyl ot Uyn yi ym
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U . .
L %1 Ym |
X
dey -+ drg,
— 4.5
D
Donc: E=UX—-D (4.6)

On vérifie bien que minimiser E? est équivalent & (4.3). On peut ajouter une
matrice de pondération W & (4.6) pour pouvoir sélectionner les données & n
dimensions sur les m dimensions de E :

Donc: E=UWX - WD (4.7)
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Cette matrice est alors une matrice diagonale telle que W ; = 1 si le dépla-
cement ¢ est sélectionné et W; ; = 0 sinon.

Le carré de E est minimal lorsque grad(E?) = 0. On peut montrer que dans
ce cas :

U=(X'WX)'X'Wy (4.8)

On obtient de cette maniére la fonction f(x,y) = UX approximant les
couples (dz, dy) si ’ensemble des déplacements valables est connu. Pour trouver
I’ensemble des déplacements valables, on part de I’hypothése que les déplace-
ments non valables suivent une loi d’espérance nulle et que suffisamment de
déplacements sont valables pour que la fonction approximée soit en moyenne
plus proche des déplacements valables que des déplacements non valables. Cette
hypothése a d’autant plus de chances d’étre respectée si i) le nombre de dépla-
cements total est grand pour une méme proportion de déplacements valables ;
ii) la proportion des déplacements valables est importante; iii) la fonction peut
approximer avec une bonne précision les déplacements. Dans ce cas, les dépla-
cements ayant les résidus les plus grands sont en majorité des déplacements
non valables : on refait alors I’approximation en donnant un poids nul aux n
déplacements ayant les résidus les plus grands. Ce calcul est itéré jusqu’'a ce
que I'ensemble des déplacements valables converge. Alors, cet ensemble est 1’en-
semble des déplacements valables. Cet algorithme ne converge pas vers la bonne
solution si les hypothéses de départ ne sont pas respectées.

En pratique, cet algorithme a bien fonctionné en utilisant une fonction d’ap-
proximation bicubique pour toutes les suites d’images que nous avons analysées,
sauf lorsque la fonction bicubique ne pouvait pas approximer correctement les
déplacements. La figure 4.5 montre les résidus suivant 'axe x aprés une ap-
proximation sur une paire d’images typique. On peut remarquer que la fonction
d’approximation suit la zone de plus forte densité de points.

Sélection sur les déplacements probables. Une fois que le déplacement
probable de chaque vésicule est calculé & partir de la fonction de déplacement
approximée, ce déplacement est comparé avec I’ensemble des déplacements pos-
sibles de chaque vésicule. Seul le déplacement possible le plus proche du déplace-
ment probable est alors retenu. Il arrive que sur une paire d’images, une vésicule
ne soit détectée par le programme de détection de forme que sur une des deux
images. Dans ce cas, le déplacement sélectionné est erroné et lie deux vésicules
différentes plus éloignées. Pour éviter cette situation, un dernier test est réa-
lisé sur 1’écart entre le déplacement sélectionné et le déplacement probable de
la vésicule pour éliminer les déplacements qui s’éloignent trop du déplacement
approximeé.

Une fois ce travail réalisé, ’ensemble des suites de déplacements est rangé
dans une structure de données ou sont également stockées les propriétés de
la vésicule (diameétre, position et intensité de fluorescence moyenne). On peut
tracer & partir de cette structure les graphes de suivi visibles sur la figure 4.6B-C.

4.2.3 Expression de GFP et variabilité dans les liposomes

A partir des courbes obtenues par analyse d’image, on observe effectivement
que dans chaque liposome, I'expression d’EGFP atteint un plateau aprés 75 a
90 minutes de réaction en fonction des liposomes. Ce profil cinétique est trés
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FIGURE 4.5 — Détection des déplacements sur des paires d’images. A) Le déplace-
ment le plus probable est approximé entre chaque paire d’images & ’aide d’une
fonction bicubique. Les traits noirs et rouges représentent respectivement les
déplacements approximés et les déplacements sélectionnés par ’approximation.
Lorsqu’une vésicule n’est pas présente sur une des deux images, ce deuxiéme
déplacement est écarté (déplacement sélectionné qui s’éloigne trop du déplace-
ment approximeé) les croix rouges représentent les centres des vésicules dont le
déplacement a été retenu. B) Résidu de Papproximation du déplacement sur
I’axe x pour une paire d’images typique. Les points rouges et noirs représentent
respectivement les déplacements retenus et écartés par 1’algorithme d’approxi-
mation. On peut remarquer que les déplacements retenus sont répartis sur une
surface de plus forte densité de ’espace analysé. C’est cette zone plus dense qui
est détectée par 'algorithme.
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FIGURE 4.6 — Le suivi de vésicule permet la mesure de ’expression de géne
sur un nombre important de vésicules. A) Enregistrement a intervalles régu-
liers d’images en microscopie confocale du systéme d’expression de génes. Le
plan focal est positionné juste en dessous de 'interface eau/huile. B) Suivi des
vésicules par analyse d’image : chaque cercle correspond & la détection d’une
vésicule (une couleur par image) et les lignes rouges suivent la trajectoire des
centres. C) Fluorescence moyenne d’eGFP dans les vésicules individuelles en
fonction du temps. La couleur correspond 2 la taille des vésicules.
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similaire & ceux obtenus en éprouvette. Néanmoins, une variabilité importante
est observée entre chaque liposome individuel. Cette variabilité se retrouve dans
toutes les expériences similaires que nous avons observées. En regardant plus
attentivement la figure 4.6B, les gros liposomes tendent & montrer une expres-
sion plus importante en moyenne. Cette corrélation est observée pour toutes les
expériences, mais rarement de maniére aussi prononcée et elle est partiellement
due & un artefact de la mesure de fluorescence (Lors d’expériences témoins,
les petites vésicules formées a partir de GFPuv commercial paraissent moins
fluorescentes que les grosses). A notre connaissance, c’est la premiére fois que
Pexpression de protéines peut étre suivie en paralléle sur un grand nombre de li-
posomes individuels et que la variabilité entre des modéles de cellules artificielles
génétiquement identiques.

Variabilité de ’expression : expression vs. translation
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FIGURE 4.7 — Suivi comparé des systémes de transcription et d’expression :
Fluorescence moyenne dans chaque vésicule en fonction du temps (en haut) et
fluorescence moyenne sur toutes les vésicules aprés 80 min (A) et 100 min (B)
en fonction de la concentration de la matrice.

Nous avons suivi I’expression de protéines dans les liposomes en utilisant dif-
férentes matrices (ADN et ARNm) a diverses concentrations (figure 4.7). Nous
avons tout d’abord préparé de TARNm d’EGFP in vitro et étudié si cette ma-
trice pouvait étre utilisée avec le systéme d’expression PURE dans les liposomes.
Les liposomes contenant le systéme d’expression avec PARNm ont commencé 4
exprimer une fluorescence mesurable aprés 10 minutes d’incubation et saturaient
aprés un temps typique de 60 minutes (figure 4.7A, en haut). Inversement, les
liposomes contenant de PADN comme matrice commencaient & exprimer une
fluorescence mesurable aprés 20 minutes d’incubation et la saturation n’était
atteinte qu’aprés 70 minutes (figure 4.7B, en haut). Ceci montre que ’expres-
sion ’EGFP peut étre mesurée en temps réel pour des matrices d’ADN et
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d’ARNm, permettant de distinguer la contribution de la transcription et de
la translation dans le processus d’expression du géne. En répétant 'expérience
pour différentes concentrations d’ADN et d’ARNm, des profils similaires ont
été obtenus. En mesurant 'intensité de fluorescence aprés 90 minutes 4 37°C on
observe une augmentation de la production moyenne d’EGFP avec I’augmenta-
tion de la concentration de la matrice pour 'ADN comme pour ’ARNm. Cette
augmentation sature pour les concentrations importantes. Les barres d’erreur,
qui indiquent la déviation standard observée sur la population de liposomes
indiquent qu’il y a une variabilité significative entre les liposomes individuels.
La variabilité observée est plus importante dans le cas de 'expression & partir
de PADN que dans le cas de PARNm. Cela montre qu’une variabilité intrin-
séque émerge dans ces modéles de cellules artificielles et provient de I’étape de
transcription comme de I’étape de translation.

Calibration de la fluorescence des protéines : cinétique quantitative

Il peut étre intéressant d’accéder a la quantité de protéine exprimée dans
chaque liposome. Pour cela, nous avons d’abord préparé de ’ADN codant de
la GFPuv et suivi sa cinétique d’expression dans les liposomes (figure 4.8A).
Nous avons observé que 'intensité de fluorescence de la GFPuv est détectable
a partir de 20 minutes d’incubation et augmente sans atteindre le point de sa-
turation dans le temps de lexpérience. Pour quantifier la quantité de GFPuv
exprimée dans les liposomes, nous avons encapsulé directement la protéine a
différentes concentrations puis mesuré l'intensité de fluorescence de chaque li-
posome individuel obtenu. Pour chaque concentration, les intensités mesurées
sont distribuées sur une gamme assez large, ce qui pourrait étre attribué a une
adsorption partielle des protéines sur la membrane. Pour obtenir la concentra-
tion correspondant & une certaine intensité, les données obtenues expérimenta-
lement sur ’ensemble des concentrations sont ordonnées suivant leur intensité
de fluorescence. Sur ce nouvel ensemble de donnée, la moyenne et ’écart-type
de la concentration et de l'intensité de fluorescence est calculée pour chaque
paquet de 700 données. Ce calcul nous permet d’attribuer une concentration de
GFPuv avec une barre d’erreur correspondant & une déviation standard pour
une intensité de fluorescence donnée (figure 4.8B). En utilisant cette courbe de
calibration, nous avons calculé la concentration de GFPuv dans les liposomes
en fonction du temps, en indiquant par la couleur la probabilité normalisée de
trouver une vésicule pour chaque valeur de concentration (figure 4.8C). Ces ré-
sultats montrent que nous pouvons suivre quantitativement dans le temps la
réaction d’expression génétique dans les liposomes.

4.2.4 Conclusion

Dans cette étude, nous avons successivement montré que i) une quantité
suffisante de systéme d’expression génétique a été encapsulée dans des vésicules
synthétiques pour exprimer les génes étudiés; ii) la dynamique et la cinétique
d’expression d’un grand nombre de liposome a été analysée quantitativement
par microscopie dans une chambre ou les liposomes sont maintenus sous une
interface eau/huile.

Pour préparer des vésicules synthétiques qui contiennent des macromolé-
cules biologiques, la méthode du gonflement naturel a été largement utilisée et
la reconstruction de la transcription et de la translation a déji été rapportée.
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FIGURE 4.8 — Quantification de expression de protéines. A) Fluorescence
moyenne dans chaque vésicule en fonction du temps. La couleur correspond a la
taille des vésicules. B) Concentration de GFPuv dans les liposomes en fonction
de l'intensité de fluorescence. Les barres d’erreurs correspondent & la déviation
standard sur un jeu de 700 mesures. C) Densité de probabilité de trouver une
vésicule exprimant une certaine concentration de GFPuv en fonction du temps.
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Pourtant, seulement 30 & 40% des liposomes encapsulaient les macromolécules
désirées et une faible population d’entre eux montrait un niveau d’expression
raisonnable. Ces faibles rendements étaient un obstacle pour analyser la ciné-
tique d’expression dans de nombreux liposomes. Nous pensons que les analyses
quantitatives & haut débit deviendront essentielles pour construire et évaluer les
modeéles de cellules artificielles. Dans notre méthode, nous utilisons la microsco-
pie confocale pour analyser simultanément une grande quantité de liposomes.
Ainsi, cette méthode nous a permis d’étudier la dynamique de la localisation
des protéines ainsi que la dynamique des vésicules elle-méme en prenant des
séquences d’images de plusieurs liposomes individuellement.

En utilisant la méthode présentée ci-dessus, nous avons encapsulé les trois
matrices ADN EGFP, ADN GFPuv et ARNm EGFP & différentes concentra-
tions et analysé les cinétiques d’expression des protéines correspondantes a dif-
férentes concentrations. Les matrices d’ADN comme les matrices d’ARN ont
exprimé la protéine GFP. La transcription et la translation initiée par PADN
ont montré plus de variabilité que la translation initiée par ’ARNm, indiquant
que la transcription contribue & augmenter la variabilité de l’expression géné-
tique encapsulée dans des liposomes individuels. Nous avons également pu faire
une courbe de calibration pour évaluer la concentration des protéines dans les
liposomes et quantifier la probabilité d’expression génétique en employant de
I’ADN de GFPuv et sa protéine recombinante. Comme le systéme est totale-
ment artificiel, la concentration des réactifs peut étre changée a souhait et 1’ex-
périence répétée de maniére reproductible. Ce systéme peut donc permettre de
faciliter I'investigation de la relation entre le nombre de molécules et la variabi-
lité de 'expression génétique. En plus, la corrélation entre la taille des vésicules
et lefficacité de 'expression génétique peut étre analysée dans notre systéme,
bien que nous n’ayons pas trouvé de forte corrélation dans les conditions de nos
expériences.
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4.3 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons introduit deux nouveaux outils pour la fa-
brication de cellules artificielles. Tout d’abord, nous avons introduit une nou-
velle méthode basée sur la compaction de ’ADN permettant I'insertion de brins
d’ADN génomique pendant 1’électroformation des vésicules. Malgré un rende-
ment d’encapsulation faible, nous avons obtenu des vésicules d’une qualité sans
précédent contenant un unique brin d’ADN de cette longueur (166 kb). Dans un
deuxiéme temps, nous avons développé un outil informatique d’analyse d’image
permettant de suivre I'expression de protéines fluorescente dans un nombre im-
portant de vésicules uniques simultanément. Cet outil a été utilisé pour analyser
des observations en microscopie confocale d’expériences de transcription et de
translation dans des liposomes fabriqués par une méthode de transfert et conte-
nant un systéme minimal d’expression génétique. Les résultats de ’analyse ont
permis de quantifier la concentration de protéines exprimée et a permis d’iden-
tifier une variabilité du niveau d’expression des protéines entre les vésicules.



Conclusion générale

Cette thése a permis de développer de nouvelles méthodes de dépots et de
formation de motifs d’intérét biologique sur des substrats solides. Les phéno-
meénes physiques mis en jeu dans ces méthodes ont été analysés pour mieux en
cerner les contraintes et optimiser les paramétres de procédé. L’introduction de
la micro-aspiration en microfluidique nous a conduits & assembler des dispositifs
de facon simple et réversible permettant ainsi de produire des surfaces fonction-
nalisées avec des motifs micrométriques en controlant spatialement la mise en
contact des solutions sur les surfaces. De cette maniére, des protéines ont pu
étre déposées localement avec une résolution importante. La circulation de dif-
férentes solutions et ’application successive de ces dispositifs a permis en plus
de créer des motifs de compositions variées ou des gradients de concentration
sur les surfaces. Ces dispositifs ont également été utilisés avec des protocoles
de chimie de surface plus complexes, liant de maniére covalente les protéines
sur le substrat. En se basant sur cette méthode d’assemblage réversible, nous
avons aussi démontré une nouvelle approche de microcontact printing, le mi-
crocontact printing multi-couleurs qui est plus souple que d’autres méthodes
de dépots, puisqu’elle permet de créer des motifs de composition hétérogéne a
I’aide du transfert moléculaire par un tampon.

L’utilisation de la micro-aspiration a également permis le transport de ma-
tiéres & travers les dispositifs, offrant un moyen simple d’évacuer 'air contenu
dans des espaces confinés a travers leurs parois. La réversibilité des dispositifs
associée au controle du transport de la matiére a ainsi permis de réaliser des
motifs en volume composés de matériaux exotiques.

Toutefois, les méthodes de transfert ou de moulage ne permettent pas tou-
jours de respecter lorganisation interne de la matiére déposée. Ce constat a
été établi en étudiant I’électroformation de vésicules unilamellaires géantes de
taille controlée 4 partir de motifs de phospholipide déposé sur une électrode. Le
processus de formation de ces vésicules est trés sensible a organisation du film
précurseur et nous avons montré que le controle de la taille des vésicules par une
approche « motif » doit passer par un controle fin de leur structure interne. Pour
mieux controler Iorganisation des films déposés, nous avons étudié la méthode
du retrait de ménisque qui a été appliquée pour la premiére fois & ce type de
dépot. Cette approche a permis d’obtenir des films multilamellaires de phos-
pholipide avec un contréle de I’épaisseur sans précédent. De plus, nous avons
montré que ce type de dépot peut étre utilisé pour créer des motifs, soit en gui-
dant le dépot avec un substrat pré-structuré, utilisant les propriétés capillaires
du ménisque, soit par ’émergence d’instabilités de mouillage sur un substrat
plan qui permettent d’obtenir une grande variété de motifs dont ’organisation
& échelle micrométrique a une homogénéité sans précédent. L’utilisation de ces
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motifs pour la fabrication de vésicules a montré certains avantages en comparai-
son des motifs obtenus par d’autres méthodes. Néanmoins, il serait nécessaire de
faire plus d’expériences pour aboutir & la production de vésicules unilamellaires
géantes monodisperses. Clairement, cet objectif ne pourra étre réalisé qu’avec
une meilleure compréhension des phénoménes mis en jeu dans la dynamique
microscopique de la ligne de contact soumise a 1’évaporation.

L’utilisation de ces dép6ts dans les applications biologiques, permet un contréle
statique du support de culture cellulaire. Par exemple, la croissance de neurones
sur ces substrats a été guidée par la présence des motifs et la culture de cellules
dans des dispositifs réversibles a également été démontrée. L’utilisation de ces
systémes devrait permettre a 'avenir de combiner un controéle statique par des
fonctionnalisations de surfaces complexes et le contréle dynamique du microen-
vironnement lors des cultures cellulaires, offrant un outil souple et performant
a I’étude du comportement des cellules.

Quant & elle, la fabrication de motifs en volume est particuliérement adaptée
A la fabrication de dispositifs microfluidiques composites, mariant des matériaux
biocompatibles dont les propriétés sont difficilement compatibles avec les techno-
logies traditionnelles de fabrication. La fabrication de dispositifs composés d’un
sandwich verre/PDMS/verre, utilisant une technique de transfert du PDMS, a
permis de fabriquer des canaux de moins d’un micrométre d’épaisseur, pouvant
contraindre sur deux dimensions la culture de bactéries E-Coli, permettant le
suivi de cellules individuelles sur de trés grandes populations de bactéries.

Cette méthode de transfert, inspirée du microcontact printing, a également
permis d’obtenir des réseaux de vésicules monodisperses par électroformation
de vésicules géantes & partir de motifs de phospholipide. Le caractére mono-
disperse de ces vésicules est perdu aprés extraction des vésicules de la cellule
de gonflement et une autre approche est nécessaire pour obtenir des vésicules
monodisperses en solution. Par exemple, 'utilisation d’un masque en silice a
permis d’obtenir un controéle sans précédent de la taille de vésicules extraites
de la cellule de gonflement. Les dépots de motifs de phospholipide utilisant des
instabilités de mouillage sont prometteurs car ils ne générent pas de vésicules de
petite taille comme le font les motifs déposés par les autres méthodes. D’autre
part, nous avons montré qu’il était possible d’encapsuler de 'TADN génomique
dans ces vésicules, en utilisant une méthode de compaction de ’ADN par des
ions multivalents. L’ensemble de ces techniques pose les bases de la compré-
hension du phénoméne d’électroformation, méme si celui-ci n’est toujours pas
totalement élucidé.

Enfin, les méthodes acquises pour I’étude des vésicules ont permis ’analyse
d’expériences d’expression et de translation de protéines dans des liposomes
réalisés par une méthode de transfert. L’outil développé a permis de mesurer la
cinétique d’expression et d’identifier une certaine variabilité d’expression entre
les liposomes. Une analyse plus approfondie des données a permis d’en discu-
ter l'origine. Ce type d’analyse devrait permettre & terme de comprendre les
meécanismes régissant la régulation de ’expression génétique.

La fabrication de motifs de matiére sur une surface est un art impliquant plu-
sieurs disciplines. La fabrication d’assemblages réversibles efficaces nécessite une
bonne connaissance de leur mécanique. Le controle des fluides dans les systémes
micrométriques nécessite la compréhension de la mécanique des fluides et des
phénomeénes de capillarité. D’autre part, certains matériaux comme le PDMS
laissent facilement diffuser les petites molécules dont une grande quantité peut
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étre solubilisée dans le matériau. Ces phénoménes posent des difficultés tech-
niques, mais peuvent étre avantageusement utilisés lorsqu’ils sont bien compris.
Par exemple, la coexistence sur une surface de zones vierges et de zones com-
portant de la matiére lors de la création de motifs peut poser des problémes de
mouillage pour les matériaux visqueux, mais ces propriétés de mouillage peuvent
également étre utilisées pour la formation de motifs qu’il serait impossible de
réaliser par une méthode de moulage ou de transfert direct. Nous avons proposé
dans ce manuscrit des modéles pour décrire certains de ces phénomeénes, mais
de nombreux comportements restent & comprendre. Leur compréhension sera
nécessaire 4 I'amélioration des technologies de fabrication de motifs.

Pour finir, les perspectives des thémes abordés dans ce travail sont mul-
tiples. Nous avons montré 3 travers différentes démonstrations les possibilités
de la micro-aspiration. Celle-ci permet de réaliser des motifs de protéines de
différents types. La croissance des cellules peut étre contrainte par ces motifs
et la fabrication de gradients de concentration de protéines sur une surface per-
mettra de guider la croissance ou le déplacement des cellules par chemotaxie.
Ce controle statique pourra étre bien évidemment complété par un controle
dynamique en utilisant des dispositifs microfluidiques. L’avantage de la mé-
thode d’assemblage réversible repose sur sa capacité & pouvoir s’adapter a des
substrats complexes et fragiles, sans les détériorer. La réversibilité des assem-
blages permet alors de réaliser de nombreux types d’analyse : in situ, sur cellule
unique ou sur I’ensemble d’une culture. Il est également envisageable de réali-
ser des expériences de microfluidique directement sur des tissus vivants, ce qui
offrirait aux biologistes un outil inédit d’étude du comportement des cellules
in vivo. Ces nouveaux outils devraient ouvrir la porte a de nouvelles possibili-
tés expérimentales en biologie cellulaire ou la mise & disposition d’outils pour
controler le microenvironnement devient indispensable pour étudier le dévelop-
pement des cellules et pouvoir les conditionner afin d’étudier des mécanismes
plus fins. Ce conditionnement de I’expérience est également nécessaire pour les
expériences in vitro ou la compartimentation des réactions biochimiques de-
vient mieux controlée dans les vésicules. Les dépots de motifs de phospholipide
multicouches pourraient offrir une alternative aux membranes supportées et la
fabrication de vésicules de tailles controlées & partir de ces films sera utile pour
étudier in wvitro des mécanismes tels que la chemotaxie ou le rythme circadien,
en étudiant le comportement de systémes minimaux reconstitués.
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Annexe A

Autres applications de la
microaspiration

A.1 Gravure locale par assemblage réversible

Les assemblages réversibles par micro-aspiration peuvent étre utilisés de ma-
niére plus générale & des traitements chimiques de surface pour les localiser sur
des zones de taille micrométrique. Pour illustrer ces possibilités, nous avons
appliqué cette idée a la réalisation de micro-gravure chimique. Cette approche
est intéressante face aux méthodes de lithographie classique, lorsque la surface a
graver est incompatible avec les procédés classiques. Par exemple, si elle contient
des molécules sensibles.

La figure A.1A montre la gravure de tranchés concentriques de 100 pm de
large dans une couche de résine AZ9260 de 10 pm d’épaisseur avec un mélange
de développeur AZ 400K:eau DI 4:1 (Clariant). Pour réaliser ces tranchés, le
développeur a été simplement circulé pendant 5 min sur la couche de résine en
utilisant des canaux scellés réversiblement. La résine présente sous les canaux
est gravée alors que le reste de la couche est protégé par le dispositif.

Nous avons gravé de maniére similaire une galette de silicium en utilisant une
solution de KOH (50%wt & 70°C pendant 90 min)(figure A.1B). Nous avons pu
observer dans ce cas que la solution de gravure pouvait s’infiltrer entre le PDMS
et le silicium, altérant la surface aux environs de la zone gravée. Cette derniére
expérience pointe les limites de la méthode dans certaines circonstances.
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FIGURE A.1 — Gravure réalisée avec des assemblages réversibles. A) Dissolution
d’une couche de 10 pm d’AZ9260. La barre représente 100 pm. B) Gravure d’une
galette de silicium par écoulement d’une solution de KOH. La barre représente
200 pm.
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A.2 Ciristallisation de protéines sur puce.

Dans un dispositif similaire & celui présenté au second paragraphe du cha-
pitre 4.1.2 (p. 42), l'utilisation d’une cellule de diffusion a été testée pour cris-
talliser la protéine lysozyme. 4 cellules contenant des chambres de différents
volumes pour les protéines (4, 7, 11 et nl) et des chambres contenant un méme
volume d’agent précipitant ont été remplies en utilisant des canaux d’aspira-
tion. Aprés ouverture des vannes séparant les chambres, les liquides ainsi mis
en contact ont commencé & diffuser. Aprés 48 h, des cristaux de lysozyme ont
été observés dans la zone de diffusion : un petit cristal pour la chambre de 11
nl, plusieurs cristaux de taille moyenne pour la chambre de 15 nl (figure A.2)
et aucun cristal dans les autres chambres. Ce résultat illustre les possibilités de
criblage de telles cellules. En bénéficiant de volumes morts réduits, la technique
de la micro-aspiration donne une alternative simple pour la réduction des cotts
des systémes intégrés de criblage de conditions de cristallisation des protéines.

F1GURE A.2 — Cristal de lysozyme observé en microscopie en transmission dans
la zone de diffusion de la chambre de protéine de 15 nl. La barre d’échelle
représente 20 pm.

Meéthode

Cristallisation de protéines. La méthode de diffusion a été utilisée lors des
expériences de cristallisation de protéines. La solution de protéine lysozyme
de 40 mg/mL a été solubilisée dans 0,1 M de tampon acétate (pH 4,5) et
une solution de 2,5 M de NaCl en présence de 0,1 M de tampon acétate (pH
4,5) a été utilisée comme agent précipitant. Aprés injection, le dispositif a été
placé dans une atmosphére saturée en eau pour éviter ’évaporation de 1'eau
a travers le PDMS.
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Annexe B

Procédés technologiques de
microfabrication

B.1 Photolithographie

AZ5214E

I’AZ 5214E, fabriquée par Clariant, est une résine photosensible inversible,
c.-a~d. qui peut étre positive ou négative en fonction de la maniére dont elle est
utilisée. Elle est généralement utilisée en positive avant une étape de gravure
en profitant du meilleur de sa résolution et en négative pour faire du lift-off de
dépots métalliques ou autres (retrait de la matiére aprés dépot par dissolution
de la résine) en profitant du profil particulier de ses flancs dans ce cas qui
permettent un retrait aisé de la matiére aprés dép6t. Elle permet de réaliser des
motifs de 1 & 3 um d’épaisseur. Les recettes suivantes ont été optimisées pour
les conditions du laboratoire pour réaliser des structures de 1,4 pm d’épaisseur
ayant une résolution inférieure & 2 pm.

Le procédé optimal est le suivant pour 'utilisation sur des substrats de verre
ou de silicium :

1. Plasma air 2 min 500 mTorr (Harrick plasma cleaner).

2. Exposition au TMCS (Sigma) 5 min.

3. Recuit sur plaque chauffante 2 min & 125 °C.
4. Laisser refroidir 2 min.
5

. Spin coating de la résine 30 s & 3000 rpm (accélération 2000 rpm.s~!)
aprés une premiére étape d’étalement de 5 s & 500 rpm (accélération 200
—1
rpm.s” ).

6. Recuit sur plaque chauffante 60 s & 125 °C pour substrat silicium et lamelle
de verre fine et 90 s pour lame de verre épaisse.

7. Laisser refroidir 2 min.
Ensuite, en positif :

1. Exposition avec le masque en contact 8 s a 40 mW /cm?
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2. Tremper dans une solution de développeur AZ MIF768 (Clariant) pur
environ 30 s. (attendre que la résine disparaisse a U'ceil dans les motifs
puis attendre 5 s supplémentaires puis tremper immédiatement dans un
bain d’eau DI donne de bons résultats)

En négatif :
1. Exposition avec le masque en contact 2,5 s a 40 mW/ cm?

2. Chauffage sur plaque chauffante 45 s & 125 °C pour substrat silicium et
lamelle de verre fine et 80 s pour lame de verre épaisse

3. Laisser refroidir 2 min
4. Exposition sans masque 10 s a 40 mW /cm?

5. Tremper dans une solution de développpeur AZ MIF768 (Clariant) pur
environ 30 s. (idem positif)

AZ9260

L’A7Z 9260 (Clarient) est une résine épaisse positive. Elle permet de réaliser
des structures entre 5 et 20 pm d’épaisseur en une seule couche et plus de 100 pm
d’épaisseur en plusieurs couches. Aprés I’étape de photolithographie, cette résine
peut étre fluée, c.-a-d. aprés un recuit au dessus de sa température de fusion,
la résine se liquéfie et les angles des structures s’arrondissent sous l'effet de
la tension de surface. Cette technique peut avantageusement étre utilisée pour
fabriquer des canaux ayant des profils arrondis. Elle est par exemple utilisée
pour réaliser les moules des vannes en lithographie molle multicouche, la forme
arrondie des vannes permettant une meilleure étanchéité lorsque le canal est
pincé.

Le procédé de fabrication est le suivant pour réaliser des structures de 10
pum de hauteur sur un substrat de silicium. Pour d’autres épaisseurs, on se
reportera a la documentation constructeur pour adapter les temps de recuit et
d’insolation :

. Plasma air 2 min 500 mTorr (Harrick plasma cleaner).
. Exposition au TMCS (Sigma) 5 min.

1
2
3. Chauffage sur plaque chauffante 2 min & 110 °C.
4. Laisser refroidir 2 min.

3

. Spin-coating de la résine 60 s & 2000 rpm (accélération 300 rpm.s~1)
aprés une premiére étape d’étalement de 5 s & 500 rpm (accélération 100
-1
rpm.s” ).

6. Recuit sur plaque chauffante 3 min 30 & 110 °C §’il n’y a qu’une couche &
déposer et 4 min 30 4 110 °C g’il y a plusieurs couches & déposer.

7. Laisser refroidir 5 min (Ce temps de repos est nécessaire pour laisser la
résine se réhydrater. Il doit étre augmenté pour des couches plus épaisses,
jusqu’a 4 h. pour 100 um d’épaisseur).

8. Exposition avec le masque en contact 35 s & 40 mW /cm?

9. Si plus d’une couche doivent étre déposées, reprendre a I’étape 5.



B.2. LITHOGRAPHIE MOLLE 205

10. Tremper dans une solution de développeur AZ AZ400K!/eau DI (1/4
vol/vol) environ 2 min pour une couche. (Attendre que la résine disparaisse
a Poeil dans les motifs puis attendre 30 s supplémentaires)

11. Rincer a ’eau DI.

12. Optionnellement, Recuire 6 min. & 90°C pour fluer la résine.

SU8

La SUS8 est une résine époxy, épaisse et négative. Elle est déclinée en plu-
sieurs versions en fonction de la gamme d’épaisseur désirée, le dernier chiffre
donnant I’épaisseur nominale en micromeétres (SU8 2002, 2005, 2010, 2050 et
2100). Apres ’étape de photolithographie, cette résine ne peut pas étre fluée
et difficilement dissoute car le polymére dont elle est constituée est réticulé et
chimiquement résistant. En revanche, elle peut étre photolithographiée successi-
vement sur plusieurs couches ce qui permet de réaliser des structures complexes
en trois dimensions.

Le procédé de fabrication est le suivant pour réaliser des structures de 6
um de hauteur sur un substrat de silicium. Pour d’autres épaisseurs, on se
reportera aux documentations du constructeur pour adapter les temps de recuit
et d’insolation. :

—_

Plasma air 2 min 500 mTorr (Harrick plasma cleaner).

Spin coating de la résine 30 s & 2000 rpm (accélération 500 rpm.s—!)
Recuit sur plaque chauffante 2 min & 65 °C.

Recuit sur plaque chauffante 4 min & 95 °C.

Recuit sur plaque chauffante 2 min & 65 °C.

Laisser refroidir 2 min.

Exposition avec le masque en contact 7 s & 40 mW /cm?

Recuit sur plaque chauffante 2 min & 65 °C.

© X N o U W

Recuit sur plaque chauffante 3 min & 95 °C.

H
e

Recuit sur plaque chauffante 2 min & 65 °C.

—_
—_

. Tremper dans une solution de développeur « SU8 developer » pure environ
17 s.

12. Rincer & l’isopropanol.

B.2 Lithographie molle

Le terme de lithographie molle regroupe I’ensemble des technologies de fabri-
cation de motifs en utilisant les propriétés hyper-élastiques et conformationnelles
des élastomeéres, que ce soit pour le moule ou pour l'objet moulé (Moulage de
PDMS [15], microcontact printing (uCP) [11], lithographie molle multicouche
(MLSL) [48], micro-moulage capillaire (MIMIC) [17], lithographie par nanoim-
pression molle (soft-NIL) [63] etc.). Les paragraphes suivants décrivent les pro-
cédés technologiques des techniques utilisées lors de cette thése, & savoir le mou-
lage de PDMS pour réaliser des microcanaux ou des tampons de microcontact

1. Clariant
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printing, la lithographie molle multicouche qui permet de réaliser des dispositifs
microfluidiques contenant des vannes et le microcontact printing pour imprimer
des motifs micrométriques de molécules sur une surface.

Moulage de PDMS

Le moulage du PDMS permet de fabriquer simplement et rapidement des
piéces micro-usinées. Il profite de la grande élasticité du PDMS qui permet un
démoulage aisé, sans risque de détériorer les structures [15].

Pour fabriquer les piéces, un mélange de polymére PDMS - Généralement
du RTV615 qui est biocompatible (General Electrics) - et d’agent réticulant est
tout d’abord mélangé. Ce mélange peut étre fait & la main (vigoureusement avec
une touillette pendant 3 min.) ou a l'aide d’un mélangeur planétaire qui évitera
la formation de bulles pendant le mélange (Par exemple Uni-cyclone UM-103S).
La proportion de réticulant va définir I’élasticité de l’élastomere final (10 :1
wt 1wt pour obtenir un module de Young de 0,7 MPa [31]). Le mélange est
versé dans le moule et laissé reposé environ deux heures pour laisser remonter
les éventuelles bulles. Pour certaines microstructures profondes, il est nécessaire
de réaliser un dégazage du PDMS sous vide modéré pour éliminer les bulles
restées dans les structures et éviter la croissance de nouvelles bulles lors de la
cuisson (15 min & 150 mBar). Le PDMS dans son moule est ensuite cuit & 80 °C
pendant 45 minutes (pour une couche de 1 cm d’épaisseur), puis laissé refroidir
a D’air libre. Le démoulage se fait & la main sans précautions particuliéres.

Préparation du moule. Les moules sont généralement réalisés a partir de
structures fabriquées par photolithographie sur une galette de silicium. Pour le
moulage, la galette est fixée au fond d’une boite de pétrie a I'aide de rubans
adhésifs. Comme les structures de résine sont relativement fragiles, il est préfé-
rable de réaliser un traitement anti-adhésif avant le moulage, par exemple une
exposition de 5 min & des vapeurs de TMCS suivi d’un recuit de 10 min. dans
I’étuve & 80°C. Si une étape de plasma est utilisée avant le traitement au TMCS
pour augmenter la densité de groupement méthyl qui se fixe sur la surface, on
pensera A attendre 24 & 48 h. avant d’utiliser le moule, le temps que les groupes
réactifs résiduels soient désactivés, pour éviter que le PDMS se lie chimiquement
a la surface.

Fabrication de microcanaux en PDMS sur verre. Une fois le bloc de
PDMS démoulé, des accés aux chambres et aux canaux sont réalisés en pergant
le bloc de PDMS avec une aiguille plate de diamétre adapté

Lithographie molle multicouche

Pour réaliser des dispositifs plus complexes, plusieurs couches de PDMS mou-
lées peuvent étre superposées : c’est la lithographie molle multicouche. D’autre
part, en étalant le PDMS sur le moule par spin-coating, il est possible de réaliser
des couches minces de PDMS entre les canaux, qui peuvent étre déformés par la
pression appliquée dans un canal. On réalise ainsi des micro-vannes et pompes
péristaltiques qui ont beaucoup été utilisées dans les dispositifs microfluidiques
en PDMS [48]. Le procédé suivant permet de réaliser des dispositifs contenant
des vannes fonctionnelles :
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Moulage de la couche inférieure. Le moule utilisé est réalisé par photo-
lithographie sur une galette de silicium. Aprés moulage d’une couche de 1 cm
de PDMS, les dispositifs sont découpés a la taille voulue a ’aide d’un scalpel
et les trous de connexion fluidique sont réalisés a 1’aide d’un emporte-piéce de
taille adaptée (Une aiguille de seringue a téte plate pour les connexions avec les
tubes tygon).

Moulage de la couche supérieure. Un traitement antiadhésif est appliqué
pour un démoulage plus aisé (par exemple une exposition de quelques minutes
a des vapeurs de TMCS). La couche de 10 um d’épaisseur de PDMS est déposé
par spin-coat (60 s & 5000 rpm) d’un mélange de PDMS:réticulant (15:1), puis
recuit 4 min & 95°C sur plaque chauffante.

Assemblage. Avant assemblage, la couche supérieure et la couche inférieure
sont traitées par un plasma d’air pendant 30 s, puis laissées sous vide pendant
5 min pour dégazer le PDMS et éviter ainsi la présence de bulle d’air entre
les deux couches aprés agssemblage. La couche inférieure est ensuite alignée puis
déposée sur la couche supérieure en appliquant une légére pression. La structure
est chauffée telle quelle pendant 3 h dans une étuve & 80°C pour obtenir un bon
collage des deux parties.

Les dispositifs sont ensuite découpés et les trous de connexion de la couche
supérieure sont réalisés avec 'emporte-piéce. Le dispositif est finalement collé
sur une lame de verre aprés un méme traitement plasma.

B.3 Traitements de surface

Silanisation

L’opération de silanisation est 'opération de greffage d’un silane, une molé-
cule portant une fonction -Si(EtOH),, (ethoxysilane), -Si(MetOH),, (méthoxy-
silane) ou -SiCl,, (chloroysilane), sur une surface comportant des terminaisons
-SiOH (silanol). Cette opération est trés sensible a la présence d’eau qui pro-
voque la condensation des monomeéres de silanes en oligoméres. Pour cela, le
solvant utilisé (toluéne) est anhydre et sur tamis moléculaire. Lors de la mani-
pulation des bouteilles de silane, qui sont souvent fournies par le fabricant sans
septum, ’eau vient immanquablement polluer le liquide et nous avons remar-
qué que la qualité de la fonctionnalisation se dégradait rapidement avec 1’age
des bouteilles. Pour éviter ce phénomeéne, il est préférable de diviser le stock de
silane ou de le transférer dans une fiole munie d’un septum. L’étape d’activa-
tion de la surface a généralement été réalisée par plasma car c’est la méthode
la plus simple qui donne de trés bons résultats si la surface n’est pas polluée.
Neéanmoins, elle peut étre remplacée par une étape d’oxydation au piranha qui
donne de meilleurs résultats si la surface est polluée par des molécules orga-
niques. D’autres procédés plus complexes existent, mais n’ont pas été utilisés.
Le procédé que nous utilisons est le suivant :

1. Nettoyage des substrats a l'acétone puis & lisopropanol dans un bain a
ultrasons

2. Activation de la surface par plasma air (Harrick plasma cleaner) 2 min a
500 mTorr, puissance maximuimn.

3. Trempage de ’échantillon pendant 40 min dans une solution de 2 vol% de
silane contenant 1,5 %vol de butylamine dans du toluéne anhydre. Cette
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étape est réalisée dans un bocal en verre de forme adaptée a I’échantillon,
fermé hermétiquement pour empécher ’eau de pénétrer et trempé dans
un bain & ultrasons.

4. L’échantillon est ensuite rincé deux fois au toluéne puis & I’eau ultra-pure.

Conjugaison des protéines et polypeptides par le marqueur
Cy3

Ce protocole est inspiré du manuel du kit de fluorescence et du guide d’uti-
lisation des colonnes de chromatographie. Il a bien fonctionné pour marquer la
BSA et la PORN

Materiel :

— environ 250 mL de tampon bicarbonate (Na,HCO,) ajusté a pH 9 avec

de la soude.

— kit de fluorescence orange 548 (Fluka)

— Colonnes de chromatographie jetable Sephadex G25 PD10

Protocole :

— Préparer 8 mL de solution de la protéine dans le tampon a 2mg/mL.

— Ajouter 400 uL de tampon dans le réactif fluorescent.

Meélanger le réactif et la protéine puis attendre une heure.

— Rincer une colonne PD 10 avec 5x5 mL de tampon.

— Faire passer le produit 2,5 mL de produit fluorescent dans la colonne.
Eluer avec 3,5 mL de tampon.

— Récupérer le produit de la colonne entre 2 et 6 mL.

— Rincer la colonne avec 25 mL de tampon.

— Recommencer la procédure pour le reste de la solution.

La solution finale contient environ 1,4 mg/mL de protéine fluorescente.



Annexe C

Méthodes pour 'expression
de protéines

Préparation de ’ADN

Les ADN matrices codant 'EGFP et la GFPuv ont été préparés par PCR.
Tous les primers utilisés proviennent de Hokkaido System Science. L’ADN ma-
trice est préparé par une PCR & 2 étapes : dans la premiére étape, la séquence
contenant la zone de fixation au ribosome (séquence SD) est ajoutée a ’extré-
mité 5’ de ’ADN. Ensuite, les séquences de régulation contenant un promoteur
T7 sont ajoutées lors de la seconde PCR. Pour préparer ’ADN codant PTEGFP,
le vecteur pEGFP-N1 (Clontech) a été utilisé comme matrice mére et sa phase
ouverte de lecture (ORF) avec les séquences SD est amplifiée par les primers
EGFP fwd et EGFP rev. Aprés la premiére PCR, la seconde PCR a été réalisée
en utilisant les primers T7 fwd et EGFP rev. L’ADN amplifié est ensuite purifié
sur gel d’agarose (SEAPLAQUE GTG AGAROSE, FMC bioproducts) suivi par
une précipitation dans I’éthanol. L’ADN codant la GFPuv a été préparé i partir
de vecteurs GFPuv (Clontech) comme matrice d’origine et les fragments ont été
amplifiés en utilisant les primers GFPuv fwd et GFP rev de la méme maniére
que pour 'EGFP. Les primers utilisés ont les séquences suivantes :

primer EGFP fwd : 5-AAGGAGATATACCAATGGTGAGCAAGGGCGA-
G-3’

primer EGFP rev : 5-TATTCATTACCCGGCGGCGGTCACGAA-3’

primer T7 fwd : 5’-GAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACA-
ACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATA-
TACCA-3

primer GFP uv fwd : 5-AAGGAGATATACCAATGAGTAAAGGAGAAG-
AAC-¥

primer GFP uv rev : 5-TATTCATTATTTGTAGAGCTCATCC-3’

Préparation de PARN

I’ARN codant 'EGFP est préparé in vitro en utilisant le kit MEGAs-
cript (Ambion) en suivant les instructions du fabricant. Aprés transcription,
du TURBO DNase (Ambion) est ajouté pour éliminer ’ADN pouvant contami-
ner I’expérience. L’ARN généré a été purifié par RNeasy MinEluteTM Cleanup

209
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Kit (QIAGEN) en suivant les instructions du fabricant.
Préparation de la protéine recombinante GFPuv
La protéine recombinante GFPuv a été achetée chez Clontech.
Test de translation in vitro

Les réactions de translation encapsulées dans les liposomes ont été réalisées
en utilisant le PURESYSTEM classic II 96 (Post Genome Institute, Co., Ltd.
JAPAN). Le systéme est composé de 2 solutions A et B. Briévement, la solution
A contient 100 mM Hepes-KOH (pH 7.6), 200 mM L-Glutamic acid Monopo-
tagsium salt, 4 mM spermidine, 26 mM Mg(OAc)2 , 2 mM DTT, 112 OD/ml
tRNA mix, 20 ug/mL 10-formyl-5,6,7,8-tetrahydrofolic acid, 4 mM ATP, 4 mM
GTP, 2 mM CTP, 2 mM UTP, 40 mM creatine phosphate et 0.6 mM des 20
amino-acides. La solution B contient les ribosomes et différents facteurs protéi-
niques, comme de la polymerase d’ARN T7, IF 1-3, EF-G, EF-Tu, EF-Ts, RF
1-3 et RRF.

Préparation de I’huile minérale contenant des phospholipides

Une solution d’EPC (10 mM dans un mélange de chloroforme/méthanol 2/1
vol/vol) est versée dans une éprouvette. Le solvant est ensuite évaporé sous un
flux d’azote puis séché sous vide pendant 10 min. pour laisser un fin film de lipide
au fond du tube. 500 puL d’huile minérale (Nakarai Tesque, Inc., JAPAN) est
ajouté sur le film avant de plonger le tube dans un bain & ultrasons pendant 60
min. 4 50 °C. Ensuite, la solution est mélangée avec un vortex pendant 20 s. Pour
toutes les expériences, la solution de phospholipide est utilisée dans les quelques
heures qui suivent sa préparation. La concentration finale de phospholipide était
de ordre de 0,5-0,75 mM.

Préparation et observation de l'interface eau-huile.

La chambre d’observation est constituée d’une piéce de PDMS contenant un
trou cylindrique de 4mm de diamétre et 5mm de profondeur collé sur une lame
de microscope propre. 10 uL de solution extérieure (Solution de PURESYSTEM
9.6/0.4 A/B) sont étalés au fond de la chambre d’observation pour former une
couche mince de liquide qui est couverte par ’huile minérale contenant 0,5-
0,75 mM d’EPC (10 pL). La chambre est ensuite placée sur I’étage controlé en
température d’un microscope inversé Axiovert 100 (Zeiss) équipé d’un module de
microscopie confocal LSM 510 (Zeiss) et d’une unité de controle de température
(Tokai Hit, JAPAN). La chambre est incubée pendant 10 min. avant le début
de ’expérience.

Préparation des liposomes avec les réactifs d’expression

2,5 uL de solution intérieure est émulsifiée dans 50 puL d’huile minérale en
aspirant alternativement le liquide avec une pipette. L’émulsion obtenue est
ajoutée dans la chambre d’observation sur les deux couches de liquide déja pré-
sentes juste aprés sa préparation. Aprés quelques minutes, les gouttes d’eau
dans I'huile sont transférées spontanément & travers 'interface pour former des
liposomes. Le systéme d’expression est maintenu dans la glace avant 1’émulsifi-
cation et 'expression des génes est initiée dans la chambre d’observation qui est
maintenue & 37 °C. Pour générer des liposomes stables & 'interface eau/huile,
les solutions intérieures et extérieures sont composées comme suit : 1) Solution
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extérieure : 5 uL de solution A, 4,6 uL. d’eau déionisée, 0,4 pL de Pure mix; ii)
solution intérieure : 5 puL de solution A, 2 puL d’eau déionisée, 2 puL de solution
B et 1 uL. de matrice d’ADN ou d’ARN.

Suivi en temps réel de ’expression des protéines

Des centaines de liposomes géants (de taille > 1 pm) contenant la solution
d’expression génétique sont générés a U'interface eau/huile. Ceci nous a permis
de suivre I'expression génétique dans de nombreux liposomes simultanément.
Pour visualiser ’expression d’EGFP ou de GFPuv dans les liposomes, la micro-
scopie confocale a été utilisée pour observer la fluorescence (excitation 488 nm
et observation a 505-530 nm).
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Nomenclature

uCP  microContat Printing

AFM microscopie a force atomique (Atomic Force Microscopy)
BSA  albumine de sérum bovin (Bovine Serum Albumin)

DI déionisé

DOPC 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phophocholine

DOTAP 1,2-Dioleoyl-3-Trimethylammonium-Propane

EPR résonance paramagnétique électronique (Electron Paramagnetic Reso-
nance)

FITC Fluoresceine Iso Thio Cyanate

FRAP récupération de fluorescence apres photo-décoloration (Fluorescence Re-
covery After Photo-bleaching)

GFP  protéine fluorescente verte (Green Fluorescent Protein)
GOV  vésicule oligolameélaire géante (Giant Oligolamelar Vesicle)
GUV  vésicule unilamellaire géante (Giant Unilamelar Vesicle)

HF acide fluoridrique

ITO oxyde d’'indium étain (Indium Tin Oxyde)

LBL layer-by-layer

LOV grande vésicule oligolamellaire (Large Oligolamellar Vesicle)
LPN Laboratoire de Photonique et Nanostructures

LUV grande unilamellaire vésicule (Large Unilamelar Vesicle)

MCuCP  microContat Printing multi-couleur (MultiColor microContat Prin-
ting)

MEMS Micro Electro Mechanical System

MIMIC micromoulage capillaire (MIcroMolding In Capilaries)

MLV  vésicule multilamellaire (MultiLamelar Vesicle)

MVV  vésicule multivésiculaire (MultiVesicular Vesicle)

NBD-PC 1-oleoyl-2-12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]dodecanoyl-sn-
glycero-3-phophocholine
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OVL
PA
PBS
PC
PE
PET
PI
PORN
PS
PTS
RMN
SAM
SANS

SAXS

SCCS

SEM
SOV
SUV
TEM

uv

NOMENCLATURE

vésicule oligolamellaire (OligoLamellar Vesicle)

Acides Phosphatidiques

Solution saline tamponnée au phosphate (Phosphate-Buffered Saline)
PhosphatidylCholines

PhosphatidylEthanolamine

poly(éthyléne téréphtalate)

PhosphatidylInositol

polyornitine

PhosphatidylCholines

phényltriméthoxysilane

Résonance Magnétique Nucléaire

Monocouche auto-assemblée (Self-Assembled Monolayer)

diffraction de neutron aux petits angles (Small Angle Neutron Scatte-
ring)
diffraction de rayon X aux petits angles (Small Angle X-ray Scattering)

centimeétre cube standard par seconde (Standard Cubic Centimeter per
Second)

microscopie électronique & balayage (Scanning Electron Microscopy)
petite vésicule oligolamellaire (Small Oligolamellar Vesicle)
petite unilamellaire vésicule (Small Unilamelar Vesicle)

microscopie électronique & transmission (Transmission Electron Micro-
scopy)

vésicules unilamellaire (Unilamellar Vesicle)
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électroformation, 80
influence de la surface, 103
influence de la température, 101
influence du temps de gonflement,
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évaporation, 146
uCpP, 7

acide fluoridrique, 106

ADN, 177

analyse d’image
analyse des contours, 93
détection de contours, 90, 91
par transformée, 90
post-traitement, 94, 99
prétraitement, 91, 99
suivi, 183
transformée, 96

assemblage convectif, 146

Assemblage réversible, 11
caractérisation, 20
Modéle, 12
pour la culture cellulaire, 35
Principe, 12
simulation, 16

A75214, 203

A7.9260, 204

café, 146
capillaire
longueur, 148
nombre, 148
pression, 149
cellule artificielle, 175
condensation, 161
controle
de I’épaisseur d’un film, 151
Controle de la taille
instabilités de mouilllage, 124
masquage de 1’électrode, 115
micro-contact printing, 115

Controle indirect des liquides
caractérisation, 49
théorie, 45

controle indirect des liquides, 39
moulage, 55

dépot
Si0,, 115
colloides, 146
dépot de phospholipides, 129
évaporation de gouttes, 133
convectif, 146
deep coating, 134
effet du mouillage, 160
Landau-Levich, 147
Langmuir Blodgett, 131
Layer-by-layer, 133
méthode, 131
méthodes couche par couche, 131
micro-contact printing, 115
organisation, 153
patterné, 161
spin coating, 133
stabilité, 160
uniforme, 145
deep-coating, 145
diffraction de neutron, 134
diffraction de rayons X, 134

ellipsométrie, 135

facteur d’épaississement, 153

film de phospholipides
caractérisation, 134
Organisation microscopique, 155

fonctionnalisation, 7
du silicium, 104

gravure
5i0,, 106, 115
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Résumé

Ce travail de thése a eu pour objectif de développer de nouvelles méthodes de
dépots et de formation de motifs pour mieux controler 'organisation de molécules
d’intérét biologique sur des substrats solides.

Dans la premiére partie du manuscrit, nous présentons une méthode originale,
la micro-aspiration, permettant de réaliser des assemblages réversibles de canaux
microfluidiques sur un substrat et servir a guider les liquides. Nous avons étudié
les propriétés de ces systémes avec des modéles physiques simples et appliqué ces
phénoménes a la micromanipulation de liquides, le dépot de protéines a diverses
concentrations sur un substrat, la fabrication de motifs de polyméres, nanoparticules,
gels, etc.

Dans la seconde partie, nous avons exploré de nouvelles méthodes de dépot de
films de phospholipides multicouches sur des substrats solides et les avons appli-
quées a la fabrication de vésicules unilamellaires géantes de taille controlée. Tout
d’abord, 'adaptation de techniques conventionnelles (micro-contact printing, mou-
lage, etc.) a permis d’obtenir des motifs de phospholipides de taille micrométrique.
Les dépots ont ensuite été réalisés par retrait d’un ménisque en situation d’évapora-
tion (assemblage capillaire). Nous avons identifié deux régimes de dépot en fonction
de I'importance relative des forces visqueuses et de I’évaporation, permettant un
controle de I'épaisseur du film jusqu’a 200 nm a la bicouche pres. L’émergence d’in-
stabilités de mouillage ou le guidage sur micro-structures ont permis en outre de
réaliser des motifs variés. En utilisant des substrats comme électrodes, ces différents
niveaux d’organisation ont permis d’obtenir par électroformation des vésicules uni-
lamellaires géantes de taille controlée. L’ensemble de ces travaux ouvre de nouvelles
voies a la réalisation de surfaces et de motifs micrométriques d’intérét biologique.

Summary

The objective of this work was to develop new methods of deposition and pat-
terning in order to better control the organisation of molecules of biological interest
on a solid substrate.

In the first part of the manuscript, we present an original method, the micro-
aspiration, which allowed us to reversibly assemble microfluidic channels and to
guide liquids through it. We have studied the properties of these systems with simple
physical models and fabricated patterns of polymers, nanoparticles, gels, etc.

In the second part, we explored new deposition methods of multilayered phos-
pholipid films on solid substrates and applied it to the fabrication of giant unila-
mellar vesicles of controlled size. First, the adaptation of conventional techniques
(microcontact printing, molding, etc.) allowed us to obtain phospholipid patterns of
micrometric size. The deposition has been realized afterward using a receding me-
niscus under evaporation (capillary assembling). Two deposition regimes have been
identified depending on the relative importance of evaporation and viscous forces,
allowing a control of the film thickness up to 200 nm with a bilayer resolution. The
appearance of wetting instabilities or the guidance with microstructures allowed us
to obtain patterns of various shapes. By using these substrates as electrodes, we
obtained giant unilamellar vesicles of controlled size by electroformation. All these
results open new perspectives for the fabrication of surfaces and micro-patterns of
biological interest.



