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AAT : Antigénes Associés a la Tumeur

AST : Antigéne Spécifique a la Tumeur

CD : Cellule Dendritique oDendritic Cell(DC)

C-M : Clausius-Mossotti

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CTU : Centrale Technologique Universitaire

D.U : Dipléme Universitaire

DEP : Diélectrophorese (p: positive, n: négative)
EOF :ElectroOsmotic Flowou Flux ElectroOsmotique
LOC :Lab On a Chipou Laboratoire sur puce
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MEMS : MicroElectroMechanical Systenasl microsysteme électromécanique
PDMS : PolyDiMéthylSiloxane
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Introduction générale

Aujourd’hui pas une seule semaine ne se passe gaes I'on parle des
nanotechnologies et de leur potentiel importantrgdausociété. Pourtant, si leur potentiel
semble tres prometteur, il faudra encore attendedqges dizaines d’années pour que leurs
applications se développent et se généralisent. mesotechnologies, bien que moins
médiatisées, sont en plein essor aussi bien dadadtrie que dans la recherche académique.
Elles sont déja présentes dans notre vie quotidieravec les microsystemes
électromécaniques (MEMS) que l'on peut retrouver paemple dans nos téléphones,
imprimantes, voitures... Cette importante croissaacpermis il y a une dizaine d’années
'émergence des BIO-MEMS (MEMS appliqués a la biodd et du concept plus complexe de
laboratoire sur puce (LOC). Ce dernier permet dgnér tous les appareils d’un laboratoire
sur une simple puce de quelques cm?. Notre traeasitue dans ce champ disciplinaire.

Notre sujet de recherche vient d'une demande dcidns pour obtenir en grande
guantité des hybridomes issus de la fusion entlales cancéreuses et cellules dendritiques.
Ces travaux s’insérent dans la recherche de ka datbtre le cancer par un procédé proche de
la vaccination, appelé aussi immunothérapie dueraricexiste actuellement des dispositifs
commercialisés, mais ceux-ci ne parviennent pasraglupe de facon importante des
hybridomes de qualités. L'idée était donc de sequla I'échelle des cellules, c'est-a-dire a
I'échelle microscopique, pour interagir sur elles fdcon précise, tout en bénéficiant de la
miniaturisation pour contrdler un grand nombre ddutes en parallélisant le dispositif. Si
nous savions a quelle échelle nous placer, nousmeencore choisir quelles forces utiliser
pour agir sur les cellules pour les déplacer, lexgy et les fusionner, car a I'échelle
microscopique le rapport des forces n’est pas Imengue celui présent a notre échelle. Nous
avons opté pour lI'emploi de la microfluidique polg transport des cellules, de la
diélectrophorese pour les positionner et de I'édasion pour les fusionner. Ce projet est a la
conjonction de savoir-faire dans les domaines deitaotechnologie, de l'interaction champs
électriqgues-cellules et de la biologie cellulaifdotre laboratoire possédait déja une
expérience sur la manipulation de cellules par ghagtectrique et la conception de
microsystémes. Cependant, nous n'avions pas a dposition I'équipement nécessaire
pour développer notre dispositif. Nous avons bémgfide la centrale technologique
universitaire (CTU) d’'Orsay qui dispose de tousdppareils nécessaire a I'élaboration d’'un
microsysteme complexe. Concernant les aspectsdiiples de cette recherche, jai pris
linitiative de m’inscrire @ un D.U de biologie médle a I'lFSBM pour étre a méme de
mieux comprendre ma thématique et ses enjeux. @esint cette formation que jai
rencontré mon tuteur, Mr Lluis Mir, directeur declierche au CNRS et responsable d’'une
equipe a lInstitut Gustave Roussy. Son équipe spsicialisée dans l'interaction champ
électrigue cellule et a développé des applicati@ties que I'électrochimiothérapie. Cette
équipe collabore avec SATIE depuis plusieurs anngéess avons donc mis en place un
partenariat sur ce sujet me permettant d’accédemaatériels biologiques, électroniques et
optiques de son laboratoire.
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Pour aborder au mieux ces travaux de recherches nous intéresserons dans un
premier chapitre a I'immunothérapie du cancer. Pappuyer ce chapitre, deux annexes
permettent de rappeler le fonctionnement de nogstése immunitaire (annexe 1) et de
décrire en détails la maladie cancéreuse (anngxedlchapitre | nous permettra de mieux
saisir I'intérét de 'immunothérapie du cancer @ittparticulierement I'utilité de fusionner
une cellule cancéreuse avec une cellule dendritiDaes un second chapitre nous discuterons
en détails des microsystemes et en particulier c&akés a la manipulation cellulaire. Nous
verrons aussi comment fabriquer un tel dispos#ifjai nous permettra de passer au troisieme
chapitre centré sur nos travaux. Dans ce chaptus parlerons de la mise au point de nos
microdispositifs, en suivant leurs conceptionseetd fabrications. Enfin, nous finirons sur la
présentation des résultats d’expérimentation bigleg mettant en évidence les phénoménes
de diélectrophorese et d’électrofusion.

Nous avons eu le souci d’écrire ce rapport de thessi bien pour un lecteur n’ayant

gue peu de connaissances dans le domaine, qu'aialsgié recherchant des informations
précises sur le domaine de la fusion cellulairepsize.
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I. Chapitre I : L'immunothérapie du cancer

A. Introduction :

Ce chapitre sur I'immunothérapie associé aux armméxXsysteme immunitaire) et Il
(cancer) comporte une soixantaine de pages, cepgqut sembler au premier abord
étrangement long. Mais j'ai fait ce choix pour gurs raisons. Tout d’abord, jai eu la
chance de suivre et de valider un Dipléme Univairsitde Biologie Médicale a I'lFSBM I
me semblait donc logique de présenter de faconoéppdie ces deux thématiques que sont
limmunité et le cancer. J'ai d’autre part constgtéil n’existait pas (ou tout du moins je ne
I'ai pas trouvé) un document synthétisant la maachncer’ qui soit a la fois compréhensible
par le plus grand nombre, tout en ne perdant pasésacité scientifique. C'est donc
délibérément que jai pris le parti de rédiger éuine partie sur le cancer expliquant et
sensibilisant le lecteur a cette maladie si commledont les enjeux ne s’arrétent pas
seulement a la soigner. Pourquoi dans une theseit?simplement parce que la thése est un
document officiel, consultable par tous, et scfepiement validé. Enfin, je n’ai jamais perdu
de vue mon objectif de présenter 'immunothérapiecdncer, mais quoi de mieux pour
l'introduire qu’un rappel, certes un peu long, Eusystéme immunitaire et le cancer ? Ce sont
donc toutes ces raisons qui m’ont poussé a réedigaerhapitre et ces annexes, chapitre et
annexes qui ne seront bien sdr pas exhaustifs,jenbéspere instructifs.

Pour faciliter la lecture de ce document, nous avplacé en annexe les parties
décrivant le systeme immunitaire (Annexe |) etdaaer (Annexe Il). Le lecteur pourra ainsi
les consulter pour approfondir ces connaissances d®s différents domaines. Nous
commencons donc directement ce chapitre sur utermant novateur contre le cancer :
immunothérapie du cancer.

L’'immunothérapie du cancer consiste a réactivesylgeme immunitaire pour lutter
contre le cancer. On peut d'ailleurs se demanderqumi notre systéme immunitaire ne nous
défend pas efficacement contre le cancer ? Toubtodh rappelons-nous qu’une cellule
cancéreuse est issue d'une cellule de notre c@&lpes.est donc quasiment identique a une
cellule saine, ce qui rend la différence entreoiees le non-soi trés faible. D’ou la question :
le systéme immunitaire voit-il la tumeur comme wmps étranger ou comme du soi ? [18].
De plus, au cours de son développement, la tumaumettre en place (par pressions
sélectives) destratagemegpour parer le systeme immunitaire. Notre systanmaunitaire est
alors mis en défaut. L'avancement de nouvelles affeirtiquesforcant le systeme
immunitaire a continuer sa lutte contre le canséua espoir.

L IFSBM (Institut de Formation Supérieur BioMédidaltrmation rattachée a la faculté de médecinésPér
Orsay.
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B. Cancer et systeme immunitaire, une histoire compliquée

Le systeme immunitaire, qu'il soit adaptatif ou n@nbesoin pour étre activé de
détecter un antigene. Existe-t-il seulement degemes tumoraux, et si oui, quelles cellules
sont a méme de les détecter ?

1. Antigenes tumoraux ?

Dans I'annexe Il, nous avons vu que la cellule éaguse se distingue d’'une cellule
saine par I'apparition de mutations dans son gén@es mutations vont donc entrainer un
changement dans la synthése des protéines. Deunwipi@es peuvent alors se produire. Soit,
la protéine est mutée, dans ce cas, elle poureavé® comme un antigene par le systéme
immunitaire. Ce type d’antigéne est appelé antigemécifique de la tumeur (AST). Ces
antigénes seront propres a chacun des patientdls apendent des mutations apportées a
leur génome. Sinon, la protéine peut étre anormai¢raxprimée, entrainant du coup une
présentation antigénique particuliere. Ces antigéoat du soi, et de ce fait ne devraient pas
induire de réaction immunitaire. Pourtant, dansaies cas, ces antigénes n’ont aucun rapport
avec la cellule dont est issue la tumeur. On pesi eetrouver des antigenes testiculaires ou
embryonnaires. C’est I'expression aberrante dean@igenes qui permettra d’enclencher une
réaction immunitaire. Ces antigenes ne sont doscepalusifs a la cellule cancéreuse, c’est
pourquoi on les appelle des antigenes associéduamieur (AAT). Enfin, pour les tumeurs
induites par un virus oncogéene (comme papillomayjrdes antigenes viraux pourront étre
exprimeés. Ces antigénes ne sont pas, a proprentedési marqueurs tumoraux, mais ils leurs
sont fortement liés. Tous ces antigenes sont piEsenia le complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe 1. Cette préséion pourra entrainer une
reconnaissance des antigénes par les lymphocytesriFigure I-1).

2. Le systéme immunitaire contre les tumeurs
L’histoire de la lutte du systéme immunitaire cengs tumeurs commence a la fin du
XIX M sjecle [56]. Le Dr William Coley (1862-1936), chigien et chercheur contre le
cancer s'intéresse alors au dossier d’'un patianfframt d’'un sarcome a la joue. Le sarcome
est énorme (la taille d’'un ceuf), les chirurgiensta@at tout de méme de I'exciser. L'ablation

Figure I-1 : Type d’antigénes tumoraux pouvant étrereconnus par les lymphocytes T cytotoxiques
(LTC)(inspiré de [Abbas][9].

15



est tellement importante que les chirurgiens nant pas a refermer la plaie ! Ironie du sort,
et c’'est pourtant ce qui sauvera par la suite kepa malgré cette opération, la tumeur
progresse et les médecins décident d’'une opérdéda derniére chance. Malheureusement,
I'opération est un échec, car les chirurgiens ivant a enlever qu’une partie de la tumeur.
En plus, suite a I'opération la plaie va s'infect&a des bactéries (Streptococcus pyogenes).
Le patient fait alors de fortes poussées de fidtmngement, a chacune de ses poussées, sa
tumeur diminue et va méme finir par disparaitrelegooit dans cette guérison extraordinaire
un lien entre infection (activation du systéme inmiteire) et régression de la tumeur. Avant
de se lancer dans des tests cliniques, il veusas que le patient est bien guéri de son
cancer et part a sa recherche. Aprées plusieursisesnal finit par le retrouver en pleine
forme avec pour seule trace de son cancer, unsegyrsatrice (son opération remontait a 7
ans). Du coup, Coley infecte ses patients (un cermpblr un médecin) avec la méme souche
bactérienne. Les résultats sont mitigés : d'ung, jdan’est pas simple de provoquer une
infection chez un patient déja mal en point et apst patients décedent des suites de
l'infection. Par contre, pour les patients ayan¢ wéaction importante, il remarque bien une
diminution de la tumeur. A ce moment précis, orsaié pas qui est le tueur de tumeurs. Est-
ce la bactérie qui sécréte une molécule antituraaalmieux est-elle wmeurophage 2 Ou
est-ce le systeme immunitaire qui, une fois actna@ I'infection bactérienne provoque,
comme effet secondaire, une réponse antitumorale ?

La réponse va venir dans le deuxiéme essai climjgeeColey va lancer. Cette fois-ci,
il concocte un vaccin avec deux souches bactérsenmartes (Streptococcus pyogenes et
Serratia marcescens) connues maintenant sous lelacioxine de Coley ». Cette fois-ci, il
n'y a pas de risque d’infection. Par contre, svdecin marche, cela prouve que le systeme
immunitaire est a l'origine de la disparition demeurs. Premier patient traité, premier succes
[57]. Ce patient était pourtant atteint d’'un sareommopérable et métastatique. Coley
continuera ainsi de traiter ses patients avec @lumoins de succes. Ses conclusions sur cet
essai clinique sont assez intéressantes. Il reraaygea le phénoméne le plus important pour
gue le patient guérisse est que celui-ci ait unetién aigué au vaccin (fievre). Ensuite, il faut
essayer d'injecter directement le vaccin dans lesetirs, et enfin, répéter ce protocole
opératoire pendant 6 mois avec une injection paagee pour éviter une rechute du patient.

Cette étude est particulierement intéressantellzaest la premiere preuve que notre
systeme immunitaire, s'il estébloque peut agir contre les cancers. Malgré l'intérétsds
travaux, cette piste thérapeutique sera plus omsmmibliée au cours du siécle et ne resurgira
qu'au XXM siecle.
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L’histoire continue dans les années 50, quand @lusi équipes réalisent une
expeérience tres intéressante. lls prennent unédignire de souris (elles sont toutes jumelles
ou tous jumeaux, donc pas de rejet de greffe dadisains entre eux). lls attendent [58] ou
provoquent [59] un cancer dans une des souris. itensils prélévent la tumeur et la
transplantent a plusieurs souris de la méme ligh®eonstatent alors que les tumeurs sont
majoritairement rejetées et détruites. Ceci im@igleux choses : d’'une part, I'existence
d’antigenes tumoraux est prouvée, et d'autre piantnuno-surveillance antitumorale est née.
Ce principe proposé en 1959 par Thomas [60] pursBuanet [61], soutient que notre
systeme immunitaire surveille en permanence notigsc a la recherche de cellules
cancéreuses pour les éliminer. Restait a le procivez I’'homme. Il était bien sir impensable
de garder le méme protocole expérimental. Un preiiice va provenir d’'une infection
virale chez 'homme : le SIDA. Ce virus a la pantarité de s’attaquer aux lymphocytes
auxiliaires, bloquant ainsi toute la réaction imitaine adaptative. Le suivi des patients
atteints du SIDA a permis une étude de la prévaleles différents cancers [62, 63]. Comme
on peut s’y attendre les risques de cancers liéseainfection virale sont trés importants :
sarcome de Kaposi (310 fois plus important), lympbaon Hodgkinien (113 fois). Ce type
de cancer profite surtout de la prolifération dass/(herpes virus 8, EBV) qui ne sont plus
détruits par le systeme immunitaire. On ne peut gdass parler de perte de I'immuno-
surveillance antitumorale, mais plutot de pertelaldéutte antivirale. Par contre, plusieurs
études tendent & montrer une augmentation de cant@grant pas de rapport direct avec le
SIDA: ce risque est environ deux fois plus élevg, [B4]. Mais ce dernier chiffre reste encore
difficile a quantifier et demandera des études plogssées [65]. D’autres patients souffrent
aussi d'immunosuppression. C’est le cas des peesoayant subi une greffe. Pour éviter un
rejet de leur greffon, on leur administre des impsuppresseurs. Pendant 15 ans, une étude a
suivi 900 malades. Comme pour le SIDA, on constate augmentation significative de
l'incidence de certains cancers [66].

Surveillance Immune
Cellule | Altérations Cellule Elimination
Norma I e Génétiques Cancéreuse Mechanismes de résistance
- Survie
Transformation /£
Progressive » Survie
\ / Induction d’une Tolérance
Figure 1-2: Implication de I'immuno-surveillance sur I'évolution d’'une cellule cancéreuse (inspirée de

[Pardoll][18])
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Figure I-3: a) Pourcentage des souris ayant dévelpp un sarcome en fonction des jours écoulés apré&aitement avec
un carcinogéne (methylcholanthrene MCA). Comparaiso entre souris RAG2-/- et souris sauvages.

b) Pourcentage des souris ayant développé unreame apres traitement avec un carcinogene (MCA).
Comparaison entre souris sauvage, souris RAG2-/-pgris IFNRG-/-, souris STAT1-/-, et souris RAG2-/- STA-/-
(RkSK). [Shankaran][41]

En parallele de ces études chez 'homme, des trxasaudes souris génétiquement
modifiées vont apporter une preuve importante eeidtence d’'une lutte antitumorale via le
systeme immunitaire [41, 67]. Les progrés en biégjgne permettent en effet depuis 1989
d’inactiver un gene du génome d’'une souris. Caitgis génétiguement modifiee sera dite
souris knock-out pour le géne considéré. Les cleemshvont alors inactiver des genes
intervenant dans les mécanismes de l'immunité. heck-out ciblera un récepteur de
linterféron y (IFNGR1-/-) ou une kinase liée a ce récepteur (6-IA-). Ce blocage de
lactivité lié a linterférony va réduire I'immunité innée et adaptative. Suivetméme
raisonnement, ils vont aussi inactiver le gene RAGBR est nécessaire a la synthése de
'immunoglobuline et du TCR. Une souris RAG2-/- wra donc pas de lymphocytes B et T.
L’expérience va consister a injecter un produitrdfjue carcinogene et comparer I'apparition
de tumeurs entre les souris knock-out et les s@ativages (souris normales). Les résultats
sont tres intéressants (véilgure 1-3), ils montrent en effet une augmentation trés irgrte
des tumeurs chez les souris insensibles a l'imanf¢et/ou ne possédant pas de lymphocytes.
Le r6le du systétme immunitaire dans la lutte comé® tumeurs est une nouvelle fois
confirmé.

Pourtant, notre systéme immunitaire échoue pa#foisus protéger contre I'apparition
de tumeurs.

3. Echappement des tumeurs a la surveillance du systéme
immunitaire
Pour échapper au systeme immunitaire, la celluled@ause va développer plusieurs
parades. La premiére tactique va consister a deecaPour cela, les cellules cancéreuses
auront tendance a limiter drastiquement I'expressie leurs antigénes. Si les antigenes ne
sont pas présents, I'activation des lymphocytesngspssible. Dans le méme esprit, la cellule
cancéreuse peut bloquer I'expression de la molédalelasse | du CMH, entrainant les
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mémes consequences que précédemment. Mais en gamtie, elle peut s’exposer a la
réaction des cellules NK (Natural Killer) qui dégent toutes les cellules ne présentant pas ou
peu leur CMH de classe | [68]. Pour compliquer eada lutte antitumorale, les antigenes
tumoraux sont principalement du type AAT (Antigekesocié a la Tumeur), donc assimilés a
du soi et peu immunogénes [18]. Le probléme neé&tapas la. En effet, pour protéger notre
corps d’'une attaque de notre systeme immunitainrede soi (nous-mémes), des cellules du
systeme immunitaire se chargent de supprimer tdateséactions auto-immunes (contre le
soi). Ces cellules sont appelées T régulateusg) (69]. Ainsi, si une réaction immune cible
les AAT, elle sera trés probablement annihiléel@gieg.

Les cellules cancéreuses ne se contentent pas dissgauler, elles attaquent aussi
directement le systéme immunitaire en sécrétant dmsnunosuppresseurs [70].
L'immunosuppresseur le plus retrouvé dans les tusnest la protéine VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor). Cette protéine est@iriconnue pour son effet angiogénique
mais elle inhibe aussi les cellules dendritiquedleguant leur maturation [71], empéchant
ainsi la présentation des antigenes aux lymphocyteke VEGF va aussi recruter des
macrophages sur le site tumoral. Cela peut paraitrprenant de recruter des cellules du
systeme immunitaire qui pourraient dans ce cascpgzet a I'élimination de la tumeur. En
fait, la tumeur va utiliser ces macrophages en I|éaisant sécréter de puissants
immunosuppresseurs comme I'lL-10 ou le TEFEes immunosuppresseurs vont en plus
inhiber les lymphocytes T, en les transformant eg[T2]. Le piégese referme alors sur le
systeme immunitaire.

En conclusion, la cellule tumorale est donc capdblse dissimuler parmi les cellules
saines, lui permettant ainsi de se dévelogmesiblementen une tumeur de plus en plus
importante. En méme temps gu’elle se développe yvallsecréter des poisons visant a bloquer
ou tuer le systéme immunitaire. Elle va aussi tecrde nombreuses cellules : macrophages,
granulocytes, cellules dendritiques... Ce ne serappas les détruire, mais pour les faire
combattre contre leur propre camp. De cette falgoiumeur va créer un microenvironnement
propice a son développement grace a I'angiogémesan parallele, un territoire entierement
hostile au systeme immunitaire.
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C. Reprogrammer le systéme immunitaire pour lutter contre le
cancer

Différentes techniques ont été proposées pourivéade systéme immunitaire, mais
'une d’entre elles semble particulierement intéeege. Celle-ci est basée sur l'utilisation de
cellules dendritiques. En effet, ces cellules sdités cellules professionnelles pour la
présentation d’antigénes (CPAg). On peut ainsi respielancer la machine immunitaire,
spécifiguement contre la tumeur.

1. Stratégie immunitaire pour la lutte antitumorale

Des lymphocytes infiltrant les tumeurs (LIT) ong élécouverts en analysant les
biopsies de tumeurs. On s’est apercu que ces lyoypd® étaient sensibles a des antigenes
tumoraux et essayaient de lutter contre la tunfeourquoi ne pas prélever alors ces LIT, les
mettre en culture pour qu'ils se multiplient, et Iginjecter ensuite au patient ? L'idée était
bonne, mais fallait-il encore trouver une moléquber forcer les LIT a se multiplier. Ceci fut
rendu possible a la fin des années 80 avec la @édeudes propriétés de I'lL-2. Un essai
clinique est lancé en 1988, portant sur 43 patig28k Le protocole consiste a prélever une
masse tumorale d’environ 12t de récupérer les LIT. Ensuite, en mettant émreuces LIT
avec de I'lL-2, on obtient au bout d’'une semaidasmgle 10 milliards de lymphocytes préts a
lutter spécifiquement contre la tumeur! Il suffitaintenant d’injecter cette population
cellulaire et de la doper régulierement avec de-2'ltoutes les 8h pendant 2-3 jours (voir
principeFigure 1-4). Le résultat de cet essai est encourageant éarded patients ont vu leur
cancer régresser. Hélas, tous les patients ne gm#spas ou peu de LIT. C'est pourquoi
aujourd’hui des équipes de recherche tentent adsfoamer n'importe quel lymphocyte T en
LIT via une thérapie génique [26].

Excise V

\

Culture with

6,000 IU/ml IL-2 Assay for specific

tumour recognition

Figure I-4: Principe de la thérapie des lymphocyte#filtrant les
tumeurs[Rosenberg][26].
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En paralléle de ce traitement, s’est développéethérapie trés prometteuse dite de
vaccins anticancéreux. Celle-ci va cibler l'activat de cellules bien particulieres : les
cellules dendritiques (CDs). Comme nous l'avonsdams I'annexe | sur I'immunité, ces
cellules sont la clef de I'activation de la répomsenunitaire adaptative. Nous reviendrons
plus en détail sur cette famille de cellules pasude. Le but de cette thérapie est donc
d’utiliser ces CPAg professionnels pour présergsrdntigenes tumoraux. Cependant, il faut
réussir a intégrer I'antigene tumoral dans le mataime de présentation antigénique de cette
cellule. Pour cela, deux possibilités s’ouvrenbas: la voie in-vivo ou la voie ex-vivo. Mais
avant d’aborder ce sujet, intéressons-nous audlesltdendritiques.

2. Les cellules dendritiques : une grande famille

Les cellules dendritigues sont découvertes une ipreniois en 1868 par un jeune
étudiant en médecine Paul Langerhans. Apres agliréun tissu de peau humain, il observe
d’étranges cellules en forme de branches d’arbsserablant aux prolongements du corps
cellulaire des neurones. Il pense alors disceresrtdrminaisons nerveuses. Un siecle plus
tard, en 1973, Ralf Steinman et Zanvil Cohn disterg des cellules ayant une forme en étoile
dans les organes lymphoides. lls les appelleroiileg dendritiques et viennent sans se
rendre compte, de redécouvrir les cellules décatgsravant par Langerhans. Ces cellules
sont spécialisées dans la capture d’antigenesles’glétaboliseront pour les présenter en des
peptides antigéniques sur leur CMH de classeslll @bir Figure I-5). C’est cette double
présentation qui permettra ensuite d’activer lesgigocytes T contre I'antigéne exposé. Pour
attraper au mieux ces antigenes, les CDs sonttdiges tout le long des tissus périphériques.
Une fois I'antigéne métabolisé, elles se métamaphb pour devenir des CDs matures et
migrent via le réseau lymphatique vers les gangl®igure 1-5). C’est ici qu’elles trouveront
probablement parmi les dizaines de millions de lyogytes, des lymphocytes préts a
reconnaitre ces peptides antigéniques. Les CDsams capables d’activer et de stimuler
d’autres cellules comme les cellules NK, NKT... [73].

Néanmoins, comme elles peuvent stimuler le systinmeunitaire, elles sont aussi
aptes a l'inhiber en guidant les lymphocytes atsnger en lymphocyte., Pour expliquer
un comportement aussi différent, il faut prendrecempte qu’il existe toute une famille de
CDs [74]. On peut citer par exemple des CDs diesahgerhans qui sont particulierement
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Figure I-5: A gauche : CD présentant I'antigene sute CMH de classes | et Il activant simultanémentds T CD4+
et les T CD8+ (inspiré de [Gilboa][13]). A droite :la vie d'une CD évoluant en cellule de Langerhans
[Shortman][43].
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efficaces pour activer les lymphocytes cytotoxiquBsautres, par contre, induisent la
différenciation des lymphocytes B naifs en plasnexyc’est le cas des CDs interstitielles...
Le choix des CDs est donc crucial pour créer utinazasé sur leur utilisation. De plus, seuls
les CDs matures seront a méme d’entrainer 'expandonale des lymphocytes, si elles les
trouvent. Toutefois pour mettre au point un vacaime quantité importante de CDs doit étre
prélevée sur le patient. Or, ces derniéres sontipalement situées dans les tissus, et donc
rares dans le sang. Heureusement, des recherchedagaannées 90 ont trouvé I'un des
précurseurs des CDs : les monocytes. Ceux-ci anatitage d'étre présents en quantité dans
le sang. De plus, ces travaux ont établi un praéopour obtenir de ces précurseurs une sous-
famille de CDs de Langerhans [75, 76]. Revenonsiteaant aux différentes voies proposées
pour charger ces CDs, d’antigénes tumoraux.

3. La voie in-vivo

Le principe de la voie in-vivo est d’utiliser auaux le systeme immunitaire du patient
sans avoir recours a une plateforme de biotechielbg vaccin va consister a mélanger des
antigénes tumoraux (AAT ou AST) avec des adjuvadées adjuvants sont la pour exacerber
la réaction immunitaire et/ou pour cibler directemkes CDs. On peut citer l'utilisation de
protéines bactériennes comme la toxine produiteBpadetella pertussis qui cible elle aussi
spécifiguement les CDs. En insérant 'ADN de I'ggtie a celui de la toxine, on obtient ainsi
une protéine qui une fois métabolisée par la CDmpéerde présenter I'antigéne aux
lymphocytes T [77]. Une autre technique considigbéiquer un adénovirus contenant le code
génétique d'un antigéne tumoral et de le recoudidnticorps spécifiques aux récepteurs
membranaires CD-40. Grace aux anticorps, 'adénswa spécifiguement infecter les CDs
et va ainsi induire la production de I'antigene adstré. Ceci permettra par la suite de
générer une réponse antitumorale des lymphocytg8]T Pourtant, ce type de thérapie est
compromis par le mauvais état de santé des CDsogtiimises a mal par le cancer.

4. La voie ex-vivo

Une alternative consiste a charger I'antigene dessCDs ex vivo. Cette voie étant
libérée des contraintes physiologiques du corpsdimynelle permet de développer une quasi-
infinité de techniques. Quelle que soit la techaiatilisée, il faut dans un premier temps
récupérer des cellules tumorales et des CDs chpatient. Ensuite, il faut réussir a trouver
un procédé pour présenter au mieux le ou les amgydumoraux. Enfin, on réinjectera au
patient ces CDs modifiees en espérant que cellasdiiront une réaction immune
antitumorale. Pour réaliser ce protocole, quatchrigjues bien différentes ont été mises au
point.

Une premiere technigque consiste a mettre en comtest CDs avec des cellules
cancéreuses mortes ou des lysats (fragments) damutantn laissant incuber a 37°C pendant
1 heure cette solution, on récupére au final des €largées avec des cellules cancéreuses.
Ces CDs sont ensuite a nouveau incubées pendamtvé8ides lymphocytes naifs, on obtient
ainsi des lymphocytes T (CD4+ et CD8+) actifs, pi@lutter contre les cellules cancéreuses
[74]. Toutefois, méme si cette technique paraitpna mettre en place, elle est tres peu
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utilisée. Un autre procédé, beaucoup plus utiis@siste a positionner directement I'antigene
tumoral sur le CMH sans essayer de le faire médhopar la CD. Dans ce cas précis, on
utilise un antigéne tumoral bien défini. La CD dais recouverte de cet antigéne, peut ainsi
induire une réponse spécifigue des lymphocytes dtteCtechnique a tout de méme de
nombreux défauts : premiérement, elle ne se coreque sur un antigene, alors que I'on sait
gue les cellules cancéreuses changent rapidemerdnggenes qu’elles présentent a leur
surface. De plus, les antigenes produits sont CMpkddants, c'est-a-dire qu’ils ne pourront
se fixer qu’a une certaine population de CMH. Enfies antigenes semblent avoir du mal a
s’accrocher au CMH de class |, ce qui expliqudeait immunogénicité faible in vivo.

Une troisieme technique plus prometteuse consisterssfecter 'ARN messager
provenant de cellules cancéreuses dans la CD. &sar on peut utiliser des liposomes
(vésicules formées d’une bicouche lipidique) comraeteurs [79] ou I'électroporation qui
permet de perméabiliser la membrane de la cel@@¢ Cette troisieme technique permet, elle
aussi la présentation des antigénes sur le CMHIaleseas | et Il et ainsi d’activer les
lymphocytes T. Dans la lignée de cette techniqgédéadéveloppée la transfection de genes
[81]. Le but étant cette fois-ci d’insérer le cogénétique d’antigenes tumoraux. On peut
aussi y incorporer des genes exprimant des immudolateurs (GM-CSF, IL-12...) pour
boosterla réaction immunitaire. La transfection des ggrasd se faire comme précédemment
par liposomes, électroporation... ou virale viaddénovirus, les rétrovirus...

Enfin une derniére technique consiste a fusionesrcgllules cancéreuses mortes avec
une CD. Deux méthodes sont proposées pour fusimasecellules. La premiére est basée sur
l'utilisation d’'un produit chimique : le polyéthyte glycol (PEG) [82]. L'action du PEG est
double : il permet tout d’abord d’accoler les cietuentre elles, puis il va déstabiliser cette
zone de contact, entrainant la fusion des cell@8F Ce procédé de fusion est tres connu car
il est utilisé dans la fabrication des hybridomiegniphocyte B/myélomes) pour produire des
anticorps monoclonaux en grande quantité [84]. eaxckme méthode, apparue plus tard,
utilise l'interaction entre les cellules et les wips électriques [1, 85]. Un premier champ
alternatif va mettre en contact les cellules ealies, c’est la diélectrophorése. Puis de fortes
impulsions électriques vont étre appliquées posiofiner les cellules, c’est I'électrofusion.
Ces deux techniques ont fait leur preuve pour perenda présentation aussi bien des
antigénes sur le CMH de classes | et 11 [86, 87].

Mais quelle est la technique la plus efficace ?

5. Considérations sur le choix de la technique pour mener au
mieux la présentation des antigenes tumoraux.

Plusieurs travaux montrent que [I'électrofusion skembne des voies les plus
intéressantes a suivre. Ces travaux comparentvitl#ctdes lymphocytes T cytotoxiques
(LTCs) suite a une présentation d’antigenes tumoraa des CDs stimulées de difféerentes
manieres. Ces diverses techniques sont: des CBssmen culture soit avec des lysats de
tumeur soit avec des cellules tumorales vivantesiores, et enfin des CDs fusionnées avec
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des cellules tumorales mortes ou

vivantes (PEG ou électrofusion).
Analysons ces différentes études en

s DC and AML mixed
—&— F/T lysate-pulsed DC

354 7 .
-- +& - - Apoptotic AML-pulsed DC détail.
—%— DC-AML hybrids La premiére étude réalisée en

| 2002 est tres complete, elle compare en
effet toutes les techniques: cellules
cancéreuses vivantes ou mortes
(apoptotiques), lysats et hybridomes
[39]. Notons cependant que

I'hybridome  CD/Cellule tumorale

morte est fusionné a l'aide de PEG.
L’expérience consiste tout d’abord, a
mettre des LTCs en culture avec des
CDs chargées en antigenes tumoraux
de différentes manieres. Puis, pour
prouver que les LTCs sont bien activés,

a0
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% *' Cr release
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w5 Effector:Target ratio

_ ) ilIs sont ensuite mélangés avec des
Figure -6: Réponse des LTCs contre des cellules — q oy jog cancéreuses chargées eft Cr
canceéreuses (blastes leucémiques myéloides AML ) ) . ) )
induits par quatre techniques différentes de radioactif. Si les LTCs reconnaissent
chargements de I'antigéne dans les CDs. Le ratio des antigénes tumoraux ils détruiront
LTC/AML est testé dans trois conditions [Galea- .
Lauri][39] . ces cellules et du coup, la concentration
de CP'augmentera dans le surnageant
du milieu de culture (voirFigure 1-6). Les résultats de ces expériences montrent sans
ambiguité que les LTCs les plus actifs sont cewuiis par I'hybridome CD/cellule
cancéreuse. Ainsi, 'hybridome est plus actif dd%5par rapport aux lysats et de ~37% par

rapport aux cellules cancéreuses apoptotiques.

Un an plus tard, une expérience du méme type vgarenl'activation des LTCs face
a des cellules cancéreuses (ici des lymphocyte=uBmiques, ou B-CLL) induites par des
CDs chargées via lysats, cellules B-CLL vivantaspar électrofusion avec B-CLL vivantes
[38]. Cette fois-ci, pour quantifier I'activité dég Cs sur les cellules cancéreuses, Goddard et
al utilisent un cytomeétre de flux qui va mesureratio de cellules mortes versus cellules
vivantes. Comme précédemment, la cytotoxicité esickellules cancéreuses est la plus élevee
lorsque les LTCs sont induits par un hybridorRayre 1-8). Si I'on rapproche ces résultats
avec ceux qui précedent, on retrouve pour un @5 : 1 une augmentation quasi similaire
(~56%) entre hybridomes et lysats.

En 2004, une équipe travaillant sur des cuvettagldppées pour I'électrofusion,
compare l'activité des CDs chargées en antigenasraux lorsque des LTCs interagissent
avec ceux-ci [36]. Pour quantifier la réaction, ntesurent I'INFy qui est produit dans le
surnageant du milieu de culture, via une analyskSELCe milieu de culture est constitué
soit du produit de fusion (hybridomes, cellules cgaruses mortes, CDs) ou de CDs et de
cellules cancéreuses mortes ou seulement de CBsfiujuste avec des cellules cancéreuses
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ou sans rien ¢). Résultat en fonction de trois ratios différents.
*P=0,0037,**P=0,013Goddard][38].

mortes (mélanome Colo 829). Méme conclusion qu’eyaat : c’est I'hybridome qui a la
réaction immunitaire la plus importante (vdiigure 1-7). Cette étude analyse aussi la
différence de production d’INl-des LTCs excités par un hybridome CD mature/C8® &
un hybridome CD immature/Colo 829. Les hybridomesmis avec les CDs matures
engendrent une expression de I'INproduite par les LTCs trois fois supérieure aesetles
CDs immatures.

Nous finirons sur cette étude publiée en 2005 georaparé l'efficacité d’'un vaccin
formé avec un hybridome ou avec une CD pulsée desdysats sur des souris [30]. Cette
expérience est importante car c’est une étudevio-vioutefois les hybridomes sont obtenus
par l'utilisation de PEG. Notons que les hybridoraest irradiés avant injection alors que les
CDs pulsées avec des lysats de tumeurs sont iegeci¢antes. L'irradiation des hybridomes
permettrait d’éviter leur prolifération. Le vacgoar hybridome s’avére étre largement plus
efficace pour soigner les souris que le vaccin pitoalvec des CDs/Lysats (vdtigure 1-9).
Une étude plus récente débouche sur les mémesaté48B]. Cette méme équipe a confirmé
il y a peu, un résultat assez improbable : I'uiisn de CDs allogéniques ou semi-
allogéniques dans les hybridomes offre une pratecupérieure aux CDs autogéniques [89].
Ces dernieres études restent a prouver chez I'hommags offrent des perspectives
intéressantes car il serait alors possible de peethels CDs venant de n'importe quel donneur.

Il ne fait aucun doute que la vaccination via ybridome d’'une CD avec une cellule
cancéreuse morte soit la voie la plus intéressdates une stratégie d'immunothérapie du
cancer. Par contre, nous manquons de donnéesymmirde |'efficacité entre un hybridome
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irradié et un hybridome a moitié vivant (seule élude cancéreuse est irradiée). Lors de cette
étude, nous n'avons pas discuté des techniquesadsféction d’ARN ou de génes. Ceci

s’explique par linexistence d’articles comparanéscdeux procédés (hybridome vs

transfection ADN/ARN). Il est probable que la digence des stratégies de ces deux
techniques, I'une essayant d’insérer des antigenhéautre de les faire synthétiser, explique

le manque d’études comparatives.
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Figure I-9: Taux de survie des souris atteintes d'ua tumeur implantée (cancer du colon, CT26) aprés
injection ou non d’'un vaccin a base d’hybridomes (Esion) ou des CDs pulsées par des lysats
[Kao][30].

6. Les essais cliniques ?

Les hybridomes formés d'une cellule dendritiquedine cellule cancéreuse ont
montré leur intérét thérapeutique. Quatre ans apess premieres experimentations, un
premier essai clinique est lancé. Il est rare d@vier un principe thérapeutique qui passe aussi
rapidement a I'expérimentation clinique. Malheussuent, les essais cliniques basés sur les
vaccins constitués d’hybridomes restent décevamis [finstant. Toutefois, les connaissances

engrangées par les différents essais cliniques gitamt d’affiner la recherche dans ce
domaine.

Il'y a eu a peu pres une dizaine d’essais clinigqubase d’hybridomes résultant de la
fusion entre une CD et une cellule cancéreuse. € giter quatre essais utilisant le PEG
[90-93] et trois essais basés sur I'électrofus@h96]. Le protocole suivi est assez similaire.
La plupart administrent le vaccin en sous-cutan@las prées d’'un ganglion et de la tumeur.
Les patients regoivent environ quatre doses deivasec un mois d’'intervalle en moyenne.
Lors de ces essais, I'une des principales craidées cette thérapie était d’entrainer une
réaction auto-immune en favorisant la présentatiantigenes du soi sur le CMH de classe
Il. Heureusement, tous ces essais rapportent gtraitement est sans effet secondaire. De
plus, il a induit chez un grand nombre de patiams réponse du systeme immunitaire
(synthése d’'IFNy, d'IL-12...). Enfin, pour certains des patients, ué@onse antitumorale
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partielle ou exceptionnellement totale a été ol&servLors des essais cliniques, de
nombreuses équipes ont manqué de CDs pour vadeinsrpatients. C’est pourquoi elles se
sont tournées vers ['utilisation de CDs allogéngytecilement disponibles chez des donneurs
sains. Ce choix n'a en rien changé les conclusiaites précédemment. Pour essayer
d’améliorer la réponse antitumorale, les derniéesles tendent a ajouter des adjuvants a
leurs vaccins en particulier en injectant aprésiiegl de I'lL-2. Ceci n’a pas pour autant
amelioré le pronostic. Comment expliquer une siléaréponse antitumorale ?

Comme rappelé précédemment, la tumeur sait hahiemeettre le systéme
immunitaire en défaut en étant peu antigéniqueogerment immunosuppressive. Mais ce
n'est pas le seul probleme, les patients traitéss da@es essais cliniques sont aussi trés
immunodéprimés suite aux multiples radiothérapieshémiothérapies. D’autre part, une
étude a révélé que tres peu de CDs (~1%) injeatégrent dans les tissus lymphatiques [97].
Si en plus, I'hybridome est irradié, on peut fatient penser qu’il aura encore plus de mal a
migrer. Tous ces éléments peuvent expliquer enepltfaible impact thérapeutique de la
vaccination contre la tumeur.

Tout au long des différentes expérimentationsdiEsx techniques de fusion PEG et
électrofusion semblent aussi efficaces [98].

7. PEG ou Electrofusion ?

Le PEG est utilisé maintenant depuis plus de 30 Hnsst donc bien connu des
biologistes, des cliniciens, mais aussi des inthlstrCependant I'utilisation de cette molécule
présente plusieurs inconvénients. Tout d’abordPEG est particulierement cytotoxique
entrainant un rendement assez faible entre 0,5%etPourtant, des équipes annoncent
parfois des rendements de I'ordre de 20 a 30% [36% résultats sont en fait un artéfact de
mesure di au principe du FACS (Fluorescence-Aed/&ell Sorting). Cet appareil permet
de séparer deux espéces ou plus de cellules smlorillorescence. Ainsi, en marquant des
cellules en rouge et d’autres en vert on pourraidd de cette machine, séparer les cellules
rouges, vertes et jaunes dans des containersdatiférLes cellules jaunes (rouge + vert)
seront des cellules fusionnées ou des cellulesrfaant accolées. Or, le PEG a la particularité
de coller les cellules entre elles. Il faut donstee critique face aux informations issues d’un
FACS. A ce titre, pour confirmer un rendement dsido (PEG ou Electrofusion), de
nombreuses équipes couplent le FACS a une anadysaiproscope a fluorescence [49, 87].
Les problemes liés a l'utilisation du PEG ne stané pas a sa nocivité. Les expériences
basées sur son utilisation sont aussi peu rephbiesst compliqguant grandement sa
standardisation pour une utilisation clinique angea échelle. Enfin, il est difficile d’adapter
une technique de fusion au PEG pour former un tgbme donné, le protocole sera le méme
pour tous.
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L’électrofusion apporte un grand nombre
d’avantages par rapport au PEG et se révele du coup
une alternative intéressante. En effet, les rend&mne
sont plus importants, entre 10 et 20%. De pludecet
méthode est facilement standardisée et elle est
adaptable aux différentes familles de cellules a
fusionner. Son principal désavantage face au PE(@ es
nécessité d’acheter un nouvel équipement électeniq
délivrant a la fois un signal électrique alternatifdes
pulses électriques programmables de hautes tensions

Enfin, si I'on regarde les hybridomes formés a
'aide de cette technique d’électrofusion basée sur
I'utilisation d’une cuvette macroscopique encadpée
deux électrodes (voffigure 1-10. On constate que les
hybridomes ainsi constitués sont formés en moyenne
Figure I-10: Hybridomes formés par d’au moins cing a huit cellules. On peut se demaside
électrofusiop. Les noyaux des cellules sont ce  type d’hybridomes est réellement viable
marqueés en violet [Tanaka][23]. . . . .
biologiqguement parlant. 1l serait donc pertinent de
comparer I'activité d’un hybridome produit de lasion
entre deux cellules exclusivement et ceastodonscellulaires. En effet, si une différence
notable est mesurée, elle expliquerait en partiéaildle action antitumorale des vaccins
produits de cette facon puisque, seule une infiarigpdes hybridomes est le résultat de la
fusion entre seulement deux cellules.

L’électrofusion se révéle une voie trés intéressgour fusionner des hybridomes
mais elle n'est pas sans défaut comme nous venenke dvoir. Pourtant, l'arrivée des
microtechnologies pourraient améliorer grandemest gerspectives d'utilisations. En effet,
les microsystéemes, de part leur taille, permetteegpérer un contréle a I'échelle cellulaire.
Ainsi, on peut espérer augmenter sensiblement nderaent d’hybridomes formés de la
simple fusion entre une CD et une cellule cancé&eudeuxiemement, de part leurs
dimensions spatiales réduites, ils seraient unl digbservation hors pair pour regarder en
détail I'évolution de la fusion entre deux cellules
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D. Conclusion

Notre systéme immunitaire lutte tous les jours wories cellules cancéreuses.
Pourtant, il arrive que certaines cellules cancggspassent au travers des mailles du filet.
Ces cellules ont pour la plupart développé de nitesreaptitudes leur permettant de se
subtiliser a la surveillance du systéme immunitaweencore, de l'inhiber. Il semble donc
pertinent de relancer le systeme immunitaire colatreimeur en le forcant a détecter ce qui
lui était caché. C’est le principe de I'immunoth@eadu cancer. Dans ce cadre, I'utilisation de
CDs s’est revélée particulierement efficace lorgests in vitro et in vivo chez la souris. Ces
CDs sont des cellules présentatrices d’antigengfegsionnelles, qui jouent un réle clef dans
l'activation du systeme immunitaire adaptatif. Letitisation en immunothérapie consiste a
leur faire présenter de force ou naturellementasfeigienes tumoraux, puis de les injecter aux
patients pour stimuler les lymphocytes T contre eesigenes. De nombreuses études
convergent pour dire que la présentation est gficeee quand on fusionne ces CDs avec des
cellules tumorales. C’est sur cette base que dsssesliniques ont été lancés. Leurs résultats
n'ont pas donné lieu a une guérison généraliseéepdients, mais ont permis de montrer
innocuité du traitement et une activation des fpyracytes T. Cependant, cette activation n'a
pas suffi pour éradiquer les tumeurs. Dernierem@@tnouveaux essais ont été lancés en
ajoutant des adjuvants pour stimuler les lymphaytais ces essais se sont montrés
infructueux. La mise en ceuvre d’une trithérapieébasur des hybridomes, des stimulants et
des anti-immunosuppresseurs est peut étre une poenetteuse. En paralléle, les
microtechnologies permettront la production d’hgbres de meilleure qualité et ouvriront
surement des perspectives encore insoupgonnées.
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II. Chapitre Il : Microsystemes

A. Introduction

Nous avons fini le chapitre précédent sur le sdudkaidévelopper un systeme qui
permettrait d’obtenir avec un grand rendement ddsitiomes résultants de la fusion entre
une cellule dendritique et une cellule cancéreiseir cela, nous proposons d'utiliser les
microtechnologies qui regroupent un ensemble déntdogies apparues il y a une
guarantaine d’années. Ces technologies sont dérdeéa microélectronique et permettent la
conception de MEMS\icro Electrical and Mechanical Systém

Il est coutumier de dire que I'histoire des micisisynes commence en 1959, avec le
discours visionnaire de Richard Feynman (1918-1988n exposé s'intitule : khere is
plenty of room in the bottoh, le ton est donné [99]. Comme & son habitudenfen va
tout d’abord sensibiliser son auditoire sur I'id@térd’aller travailler dans le monde
microscopique et nanoscopique. Pour cela, riereldgutun défi, maintenant devenu célébre,
écrire la totalité de I'encyclopédie Britannica sume téte d’épingle. Comment faire ?
Simplement en écrivant des lettres 25 000 fois pkigies et le tour est joué. Mais comment
écrire aussi petit ? En se servant d'un faiscea@ledrons ou d’ions fortement focalisés
(principe aujourd’hui de la lithographie électromé). Si cette technique n’'est pas assez
rapide, utiliser le principe du pochoir avec un quescomposé de trous en forme de lettre et
vaporiser des ions métalliques (principesthadow masking Comment lire ce texte? En se
servant d’'un microscope électronique... Dans cet @kemFeynman suppose que la
résolution d’'un pixel (ou d’un bit) est d’envirorb Zitomes par 35 atomes, soit une surface
comprenant approximativement 1000 atomes (10 ninfit remarquer aux plus septiques
gue pour 'ADN, le bit élémentaire n’est formé qie 50 atomes. Si la biologie arrive a faire
vingt fois mieux, il parait donc envisageable dalisér un tel procédé. D’autant plus,
gu’aucune loi physique ne prétend que cela soibssible.

Pour l'instant, l'univers de Feynman nous projefi@ns un nanomonde. Mais sa
pensée ne s’arréte pas |4, il propose aussi (diéel’d’'un ami, Albert R. Hibbs), de fabriquer
des micromachines pour soigner et observer l'ietéride notre corps, le tout commandé a
'extérieur par un chirurgien. Il propose de crésre micromain outil Le principe est le
suivant : il suffit de réaliser une main outil llug petite possible, mais commandable a notre
échelle. Puis a l'aide de cette premiere mainiliser pour concevoir une main outil encore
plus petite et ainsi de suite... L'idée peut parad@rdantine, mais encore aujourd’hui et
malgré les avancées technologiques, nous n'avosiEepeore réussi a concevoir une telle
main outil. Feynman finit son exposé en proposiuotx prix de 1000$. Le premier prix sera
accordé a la premiére personne qui arrivera aeéame page d'un livre sur une surface
25 000 fois plus petite. Le deuxieme prix reviendra premiere personne qui fabriquera un
moteur électrique d’environ 400mIl s'attend alors & recevoir des prétendants trés
rapidement. Malheureusement, ces deux recordsrortsgteints qu’un an apres sa mort, soit

2 Microsystéme Electrique et Mécanique
% « Il'y a beaucoup de place dans le fond » (conaeeinfiniment petit)
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30 ans aprés la conférence. Le premier challengersadu possible avec I'apparition des
premiers disques durs basés sur la magnétorésseaand 989. Le second défi aboutira la
méme année avec I'équipe de Tai et Muller [100urBooi tant de temps entre le réve de
Feynman et sa réalisation ?

Malgré 'évidence du discours de Feynman (pour ciergifique d’aujourd’hui), il
n’est pas facile de convaincre toute la populasicientifique du domaine de basculer dans les
micro et les nanotechnologies. D’autant plus que rceuvelles technologies demandent un
equipement moderne et donc des investissementstanp® Il faudra attendre une vingtaine
d’années et I'avénement des circuits intégrés & hkes transistors pour que les MEMS
puissent débuter leur lancement. En effet, les MEM#isent en grande partie les
technologies développées a la conception des $tansi photolithographie, métallisation,
oxydation... lls peuvent donc profiter des instatla déja existantes pour commencer a
eémerger. Les premiers travaux novateurs apparaisset975 avec Terry. Celui-ci met au
point un chromatographe a gaz miniaturisé, baséiseirtechnologie silicium [101]. Il ne se
contente pas de miniaturiser seulement la colormes@paration, mais aussi la sonde de
mesure et la vanne d’injection des gaz. Il integgnsi simultanément de la microfluidique, de
la microélectronique et de la micromécanique. Cefiteiaturisation lui permet d’augmenter
la sensibilité et la rapidité de ses mesureseltvde concevoir le premier laboratoire sur puce
(LOCY. Ces travaux vont rester dans I'ombre pendantdiz&ine d’années au détriment des
MEMS. Ceux-ci vont littéralement profiter de I'exgion de la microélectronique dans les
années 1980 avec la fabrication des premiéeres go{t02], moteurs [100], accélérometres
[103]... Ce déluge de découvertes et d’optimisatabestechniques de fabrication va relancer
I'attrait des LOCs, et non pas seulement dansdanchtographie, mais aussi pour réaliser des
micromélangeurs, des microréacteurs chimiques, sysgemes d’amplification de I’ADN
(pour les références voir [3])... Parallelement, MEMS vont connaitre leurs premiéres
réussites économiques via les détecteurs d’Aird8dgs tétes d’'imprimantes a jet d’encre.

Aujourd’hui, les MEMS ont continué leur expansionreprésentaient en 2006 un
chiffre d’affaires de 7 milliards $. Juste avanttése économique, on prévoyait encore une
augmentation annuelle de 5%, voire 10% en 2010pulBeles années 90, les MEMS ont
beaucoup évolué, et ceux qui n’étaient alors quames-famille des MEMS sont devenus des
thématiques de recherche a part entiére. Ainsipiesnicrosystemes et par extension les
LOCs ont maintenant leurs propres conférences (UTASt leurs journaux («Lab on a
Chip » chez RSC Publishing...). Ceci a pour consécpierdirecte d'augmenter
considérablement le nombre de publications dam®eaine Eigure 11-1). De ce fait, il serait
trop fastidieux et trop long de présenter un étafatt complet des bio-microsystémes. Nous
centrerons donc notre recherche bibliographiquelsux types de microsystemes :

- Ceux permettant de manipuler des cellules eesl@lacer avec précision,

- Et ceux permettant de fusionner des cellules.

“Lab On a Chip
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Ensuite,nous verrons un apercu des différentes techniqaefalatication miss en

place pour réaliser ce type de -microsystemeNous allons tout d’abord nous intéresser
phénoménes ayalieu a I'échelle micromeétriqu
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Figure 1l-1 : Nombre de publications recensées par année compant le terme ‘MEMS’ ou ‘Lab on a
Chip’, issues de ISI Web of Knowledg:
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B. Intéréts et enjeux des bio-microsystemes

1. Introduction

Les bio-microsystéemes font réver a la fois les cheurs et les investisseurs, mais
peut-étre pas pour les mémes raisons. Il est wailes perspectives de recherche semblent
infinies ; le domaine étant encore relativemenngul est aisé d’avoir une idée novatrice
sans que celle-ci soit déja développée par une aguipe. En méme temps, les perspectives
economiques sont considérables, car les applicatmourraient révolutionner le milieu
meédical via des dépistages et des diagnostics q@lpsles ainsi que par des nouveaux
traitements. Certaines applications ont déja fraahbarriere du monde réel et sont
commercialisées. La plus connue du grand public&ss aucun doute la puce a ADN, qui
permet de connaitre tres rapidement I'expressiengéaes exprimés chez un étre humain. Il
existe évidemment bien d’autres puces, comme cedlda compagnie Biosité-igure 11-2).
Une de ces puces, basée sur une technologie midigfie, analyse a I'aide d’'une simple
goute de sang la présence ou non de protéinesésigdths lors d’'une crise cardiaque. Ce
diagnostic ne prenant que 15 minutes, il permemadecin d’adapter trés rapidement son
traitement suite a I'arrivée d’un patient ayantisubmalaise. Ces puces ne sont pour l'instant
gue les prémices des futurs LOCs, car elles onbrengesoin d’étre couplées a un systeme
d’analyse et de traitement des données.

Si I'on recherche par contre, une puce commerélist dédiée aux cellules, on ne
trouve qu’'une simple puce de la compagnie Agil@stlle-ci a pour fonction de compter une
population de cellules préalablement marquées dijpen du cytofluorimétre). Comme
précédemment, le niveau d'intégration est limitésgu'il faut coupler cette puce a un

Figure II-2 : En haut, différents exemples d’apations MEMS (accélérométre, micro-miroir, accéléetne
intégré avec son électronique, et engrenage). Enexample de sous-famille des MEMS : les BIO-MEMS
(Puce Biosite et son lecteur, puce microfluidiquese ADN, puces Agilent avec son lecteur)



systeme annexe. A I'opposé, lorsque I'on regardeddé de la recherche, on trouve un grand
nombre d’articles sur le sujet. On peut classer masosystemes a cellules en différents
domaines d'applications : culture, traitement clgua, traitements physiques
(électroporation, électrofusion ou lyse), sélecevrenfin analyse [104]. Regardons en détail
les avantages de la miniaturisation dans le dépelment de tels systémes.

2. Un monde microscopique
Elephant

(~4m) Erythrocytes

Souris

~2um

Meétre Millimétre Micrométre Vers le
(m) (mm) (um) nanomonde

Figure 11-3 : Ordre de grandeur de différentes enttés biologiques

Le monde microscopique n’est pas si éloigné deenotonde macroscopique (voir
Figure 11-3). Ainsi si I'on prend un cheveu, saardétre est de I'ordre de 200um et pourtant,
nous sommes capables de le voir. Il est vrai quiitequ’il soit trés long nous aide a le
discerner. Toutefois les lois d’échelles vont gendnt influencer les grandeurs physiques,
commencgons par prendre I'exemple de la gravité.

Si 'on nomme L la longueur caractéristique d’'unjed. La masse M de cet objet sera
proportionnelle a son volume V, d’ou :
M~V~L®
De ce fait, la force de gravité P suivra elle ausseé loi d’échelle eh®:
P~M~L3

Ainsi, une cellule avec un diametre de 10 um rdgssemne force de gravité 1 milliard
de fois plus faible qu’une goutte d’eau ayant wantbtre de 10mm.

D’'un autre c6té, si I'on s'intéresse a la force aillarité, c'est-a-dire a la force
résultant de l'interaction entre un solide et wjuide, la force de capillarité=§) suit la
relation suivante pour une tension de surface donné

Fe~L'

D’ou, si I'on reprend le méme ordre de grandeur gpgeédemment, on s’apercoit que
la variation de la force de capillarité est cetiss<ci, seulement mille fois plus faible. C’est
cette différence de variation entre la force devitggaet la force de capillarité qui explique
pourquoi les gerridés (connus sous le nom d'aragmeau) arrivent a rester a la surface de
'eau sans couler (Figure 11-4), la force de capite étant a cette échelle plus forte que la
force de gravité. Ainsi, dans un monde micromégjci I'on est soumis a deux forces, celle
associée a I'exposant le plus faible sera prépamteivoirTableau Ii-).
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Force de Van de Walls intermoléculaire L
Densité de force de Van der Walls entre interfaces L
Temps L°
Force capillaire Lt
Distance Lt
Vitesse d’écoulement Lt
Puissance thermique transférée par conduction Lt
Volume L®
Masse L?
Force de gravité L®
Force magnétique sous champ extérietir L®
Force magnétique sans champ extérieur L
Puissance électrique motrice L®
Force centrifuge L*

Tableau II-1 : Lois d’échelle pour différentes grardeurs physiques [Tabeling][3].

Ce tableau nous indique par exemple qu’'une martsp sera trés peu sensible a la
force d'inertie (*). Cela signifie que des petites vibrations seutfficilement mesurables,
alors qu’'un choc trés violent engendrera un mouverde la poutre, facilement mesurable.
C’est ce principe qui est utilisé par les détectads choc pour enclencher les Air Bag. Par
contre, lors de la fabrication de tels détecteilifaut veiller a ce qu’aucune goutte d’eau ne
vienne se glisser sous la poutre, sous peine der deldispositif et de 'empécher ainsi de se
mouvoir, méme en cas de choc violent. Ces disf®sitint encapsulés sous vide a la fin du
procédé de fabrication, principalement pour lesgger de I'humidité.

D'autres forces vont profiter de ce phénomene déniaturisation, tout
particulierement les forces liées au champ élaatrife). En effet, le champ électrique est
égal a la tension appliquée entre deux électratieisée par la distance qui les sépare. Ainsi,
I'application d’'une tension de 10V entre deux éleades espacées de 1cm produira un champ
E=10V/cm La méme tension pratiquée entre deux électradegnées de seulement 10um,
donnera lieu a un champ @s=10kV/cm(soit mille fois plus). La miniaturisation est aon
favorable a 'augmentation du champ électrique pog tension donnée. Les forces liées aux
champs électriques auront donc un réle a jouetta éehelle. C’est le cas par exemple de la
force d'électrophoréseF£p) et de la force de diélectrophoréderdp). Ces forces sont
respectivement proportionnelle§g~VL™ etFpep~V2L™ [27] (nous reviendrons en détail par

Figure 1l-4 : A gauche, gerridés profitant de la face de capillarité [Wikipedia][4]. Exemples d’écoulenent
laminaire : au centre glacier Aletsch [4] et & drdie micromélangeur [Dertinger][48].

® On suppose que la densité de courant produisahl®p magnétique est fixée
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la suite sur ces équations).

Nous finirons sur le comportement des écouleméatfiuide dans des microcanaux.
A l'échelle macroscopique, les fluides ont la pbsis¢ de s’écouler selon deux régimes
distincts : le régime laminaire ou le régime tudmil Pour déterminer si le fluide s’écoule
selon tel ou tel régime, on utilise le nombre dgrivdds R.) qui est le rapport entre les forces

d’inertie et les forces de viscosité.
inertie Lv

Re = m = 7 (Equatlon ”-])
Avec, 1 la viscosité du fluide (m?%, v sa vitesse (M3 etL la largeur du canal (m). La
frontiére entre I'’écoulement laminaire et I'écoutarthturbulent se situe pour des valeurs de
R. de l'ordre de 2000. Dans le cas de microcanada,\ae des trés faibles dimensions, le
nombre deR. n'excéde pas 1 L'écoulement dans les microcanaux est donc, sacgption
de type laminaire [3]Kigure 1I-4). Les flux laminaires ne sont pas I'apanage du deon
micrométrique. Ainsi a I'échelle macroscopique, fluide trés visqueux et tres lent, par
exemple un glacier, aura lui aussi un faiBleet aura donc un écoulement laminakFey(re
11-4).

A travers ces différents exemples, nous compreromsrét de miniaturiser un
systeme pour atteindre une échelle, ou des for@r® anineures, deviennent prédominantes.
Les nouveaux équilibres entre forces doivent éirei 8examinés.

3. Opportunités de la miniaturisation et de la parallélisation

Le premier avantage de la miniaturisation est diagir localement et donc de
commander ou mesurer un phénomene précis. Le deenxadantage est de pouvoir répéter
un tres grand nombre de fois un motif donné. Cdaortént, lorsque I'on cherche a interagir
avec une cellule par exemple, nous allons concawwér structure de base a son échelle.
Ensuite, I'intérét est le plus souvent de repraaierphénomene recherché a d’autres cellules
avec les mémes ou différentes conditions. Ainsi,aogmentera les observations et/ou la
production de cellules modifiées. Pour réalisela,cein va donc dupliquer cette structure
microscopique des milliers ou des millions de feédon les besoins et la surface allouée.
C'est le principe de la parallélisation. Un autrearage découle simplement de la
miniaturisation est la capacité d’'intégrer une iplitité de fonctions sur la méme puce. On
concoit alors un laboratoire en modele rédugth( On a Chip.

Ces avantages ont pour conséquence directe de isenites codts de production et
d’exploitation. En effet, plus le dispositif esttibeplus on peut en produire sur une surface
donnée. Ceci permet d’accélérer la production emdg série et par la méme occasion, de
réduire le prix a l'unité. De plus, la réduction sdechelles diminue fortement la
consommation de réactifs et d’énergie. Tout cedilifa la portabilité du dispositif, autorisant
ainsi a faire des tests au plus prés de la demaddas une ambulance, dans des zones
difficilement accessible... Pour la recherche, laaf@lisation engendre un gain de temps en
cumulant le nombre de tests. Enfin, en limitant nembre de manipulations suite a
l'intégration de plusieurs systemes, on réduielaps de diagnostic et on améliore la sécurite,

en minimisant la manipulation de produits dangereux
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Quelques questions restent en suspend : Notammeétiilisation de ces dispositifs
et leur recyclage.

4. Conclusion
Les microsystemes ont un potentiel socioécogoenimportant de part leur faible
codt, leur rapidité, leur portabilité, leur senkibia I'’échelle de I'élément étudié... D’autre
part la miniaturisation modifie le rapport entre ferces connu a notre échelle, nous ouvrant
ainsi des perspectives intéressantes. Regardorns @omment les chercheurs ont su tirer
profit de ces avantages liés aux microtechnologies manipuler des cellules.

C. Micromanipulation : déplacer et placer des cellules

1. Introduction

Notre objectif, rappelons-le, est d’obtenir en giamuantité des hybridomes issus de
la fusion entre des cellules cancéreuses et ddgleseldendritiques. Nous devons donc
prendre en compte que nous manipulons des cellaesgui implique des précautions
d’'usage. Ainsi, les cellules devront rester dansnilieu aqueux oxygéné, riche en glucose,
avec une osmolaritéontrolée (aux alentours de 300 mOsmM),lune température avoisinant
les 37°C... Pour autant, il est possible de se sausta certaines de ces contraintes si elles
restent temporaires. Notre défi peut alors se rés@ntransporter un grand nombre de cellules
de type A et B, et de les placer par binbme A-Rles points précis. Analysons les différents
principes physiques utilisables pour atteindreute b

2. Utilisation de la microfluidique (forces hydrodynamiques)

Comme nous venons de le voir, les cellules ontihedétre dans un milieu liquide
adéquat. On peut donc les transporter en utilisacnvection de ce liquide. Etant & I'échelle
micrométrique on parle de microfluidique. Les flagnt laminaires a cette échelle, ce qui
permet aux microcanaux de prendre n’importe qufddtene, sans risque de générer des
turbulences qui risqueraient de géner I'’écoulendest cellules. Notons gu'il est possible de
créer des turbulences a l'aide de microcavités e@undcrostructures comme des chevrons.
L’intérét de ces structures se trouve principalegntams la conception de micromélangeurs
(pour plus d’'informations, voir [3]). Pour mettresl cellules en mouvement, nous utilisons
essentiellement des pousses seringues, mais dgpelgues années des micropompes sont
apparues. Elles ont I'avantage de réduire les vetumorts en minimisant la connectique et
par leur petite dimension, aident a la mobilitésgateme. Ces micropompes sont classées en
deux catégories [105, 106]: les pompes mécanigdest la plupart fonctionnent sur le
principe de déplacement réciproquglre 11-5), et les pompes a flux continus, basées par
exemple sur le flux osmotique (nous en reparlepdas en détail par la suite). Cependant, on
notera quelques inconvénients dus principaleméatt@chnicité, limitant leur utilisation aux
microsystemes cherchant une forte intégration (y@«€). Mais la microfluidique ne se

® Osmose phénoméne de diffusion de molécules edmolant entre deux liquides de concentrationsotuté
différentes a travers une membrane semi-perméable.
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Trous d I'intersection des canaux

i {b rang /AC!U\'&DF permettant de pidger les cellules
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Figure 1I-5 : A gauche, principe de la pompe a déplcement réciproque [Dongquing][8] Au centre, principe el
image du systeme composé de microtrous [Tixier][40A droite, principe et image du systéme constituéed
microcapillaires pour capturer les cellules [Leea][]].

limite pas seulement & déplacer des cellules, gaslgnicrosystemes ingénieux proposent
différentes techniques pour les placer avec ptisi

C’est le cas par exemple des travaux de Tixier-JMi€d qui va placer dans un premier
microcanal une matrice de microtrous reliée a worsé microcanalKigure 1I-5). Lorsque
'on opére une aspiration dans le second canal,cédliles sont alors captées par les
microtrous. Ce systéme, bien gu’astucieux, néaessié technique complexe de gravure pour
obtenir une taille de trou ni trop grande (risqueevdler la cellule) et ni trop petite (aspiration
trop faible). De plus, il s’avére impossible de gala cbte a cOte deux types cellulaires
différents. Une alternative, toujours basée sigpitation, consiste cette fois-ci a attraper les
cellules, non pas via des microtrous, mais via dasrocapillaires. En plagant ces
microcapillaires de part et d’autre du canal, ontpmpturer ainsi des cellules différentes et
les mettre en contact, si le canal a la largewteadex cellules [51]Kigure 11-5). Ce dispositif
développé en PDMS (polydiméthylsiloxane) est fagilgaliser, mais peu compatible avec un
réseau d'électrodes, di a la difficulté d’aligneimentre les deux structures. Pourtant, le
principe n’en reste pas moins tres intéressant.

D’autres études plus récentes se sont focalisédaslisation du flux pour piéger les
cellules[46, 47]. Le principe est de bloquer undlute en la coingant avec la force
hydrodynamique tout en laissant passer les augthses par une autre voie (Figure 11-6).
Cette technique a l'avantage d'étre rapide et foet® parallélisable. Par contre, il semble

fah . : A Trapping f \ Laser
| . Bypasslrl [l— " Dl:‘p;;w:' LF:
\J -\ ( Iow
N y ﬂﬁ r ‘ B

(ud)

Cell flouy inkg traps Cd&ﬂmu diverted
c
PDMS PDMS Bypass o't
Stjeamlines, Sti%imllﬂll-i | - - .
= >1
Glass I Glass _?ﬁ?___

Figure 11-6 : Deux techniques pour capturer les céliles a I'aide de la force hydrodynamique. (Rqg: aguche b :
vue de haut, c vue de c6té).[Manz,Takeuchi] [46, 47]
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difficile de placer deux types cellulaires I'un @& de l'autre.

3. Utilisation de la force mécanique

L'utilisation de la force hydrodynamique repose des structures de bases simples. A
l'inverse, les microsystemes basés sur I'emploiad®rce mécanique sont plus complexes et
font appel par exemple a la microrobotique. Dansa= il s’agit de réaliser une micropince
dirigeable de I'extérieur pour manipuler des celulCe concept, n’est pas sans nous rappeler,
le réve de Feynman de fabriquer une micromain.dutiis sa conception se révele a bien des
egards tres difficile. En effet, son élaboratiowessite non pas une seule bonne idée, mais
tout un ensemble qui repose sur de nombreux savtzErs des domaines aussi variés que la
microtechnologie, la chimie ou la physique. Il faitendre I'année 2000 et les travaux de
Jager pour voir apparaitre un mini bras robotisésedelement 670um et opérationnel en
milieu aqueux [34] (Figure II-7). Celui-ci est coitige d’un microactionneur servant a la fois
de micromuscleset demicroarticulations Ces microactionneurs sont formés d’un polymeére
actif (polypyrrole) et d’'une couche d'or. Lorsqu'whmamp électrique est appliqué sur les
électrodes d’or, le polymere va se déformer a ite sliune réaction chimique (oxydation ou
réduction selon que le potentiel est positif ouati€y Cette déformation entrainera alors une
expansion ou contraction du polymere. La couche d’étant pas déformable, elle va se
courber dans un sens ou dans l'autre, suivantdsmations du polymere. La courbure étant
dépendante de l'intensité du champ, il est doncsiptes de contrdler I'amplitude des
mouvements induits par caicromuscle Le microbras est un assemblage de ces différents
microactionneurs reliés entre eux a l'aide d’umaditre rigide en BCB (benzocyclobutene).
Grace a ce microbras robotisé, une bille de verneuaétre déplacée sur une distance
supérieure a 100 um et déposeée en différents ésgois ou moins éloignés de la base du
bras (voirFigure II-7).

Tout aussi spectaculaire, nous pouvons citer laapicce développée par I'équipe de
Gracias [37]Figure 11-8). L’'ensemble est constitué d’'un empilement deiplus matériaux :
chrome, cuivre et nickel. Pour rendre mobiles léalgnges des doigts, une couche de
polymére est ajoutée entre les jointures. Ce palgnsous I'effet de la chaleur ou d’'un agent

Figure 11-7 : A gauche, schéma du microbras robot\(iolet : polymére, vert : BCB, jaune : Or). Au cente,
séquence d'images montrant le transfert de la billen verre sur une distance de 250um. A droite,
illustration schématique de la séguence [Jage [34].
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Figure 1I-8 : En haut a gauche : schéma présentanalmanipulation de la micropince a I'aide d'un aiman. En
haut au centre, images MEB de dos et de face derfacropince en position fermée. Séquence d’'images-@A de la
capture par la micropince d’'un amas de cellules majuées en rouge [Gracias] [37].

chimique, se dilatera et provoquera la fermeture di@gts. Un des éléments métalliques
utilisés est le chrome, or celui-ci est un ferron&giue, ce qui permet des lors, I'utilisation
d’'un champ magnétique pour diriger la micropincdigtance. En utilisant ce principe, ils
arrivent a l'aide d’'un aimant, a déplacer leur mpmnce en milieu aqueux dans n’importe
guelle direction. En combinant les deux techniqa@sant et chauffage) ils parviennent tout
d’abord a introduire leur micropince dans un tulessai (préalablement immergé) contenant
des cellules. Puis en chauffant & 40°C, la micrapse referme sur elle-méme capturant ainsi
tout un amas de cellules. Il ne reste plus qu’érdarmicropince du tube a essai et la mission
de prélevement est achevée.

Ces deux micromains outils, bien que trés impressiotes, restent pour l'instant
encore trop grandes pour manipuler efficacementaafiale. De plus, leur manipulation se
révele bien trop fastidieuse pour permettre degplagec efficacité un tres grand nombre de
cellules. Néanmoins, nous pouvons espérer queudahgur proche le développement de ces
microrobots nous ouvrira de nouvelles perspectives.

4. Utilisation de pince optique

Dans l'espace, c'est la force de gravité qui prédemPourtant, Johannes Kepler
(1571-1630), constate que le soleil exerce unefeu les particules échappées d’une comete
qui les pousse dans le sens opposé a la positisnl€eil Kepler observe en fait le phénomeéne
de pression radiative, conséquence du bombardedesnphotons sur un objet. C’est cette
force de radiation que les ingénieurs essayentuadijoui d’utiliser, pour propulser les sondes
dans I'espace a l'aide de voile solaiFeglre 11-9). Sur terre, employer cette force s’annonce
bien difficile au vu des forces de frottement, davgé... D’'autant plus qu'’il faut disposer
d’'une source de photons considérable. Tous cedgmnels sont résolus avec I'avenement du
LASER (Light Amplification by Stimulated Emissionf dRadiation) et en se mettant a
I'échelle microscopique. C’est ainsi qu’en 1970,hkis parvient a dévier une bille en
I'éclairant par un faisceau laser [107]. Le primcipst un peu différent de celui de la voile
solaire, car dans ce cas précis la bille est temespe alors que pour la voile solaire le
revétement est réfléchissant. De cette facon, ldusgrayon lumineux traverse cette bille, il
est dévié a son entrée et a sa sortie, ce quadaitmpar une modification de la quantité de
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mouvemerlt de lumiére, entrainant par compensation une faspéque sur la bille.
Maintenant, placons cette bille dans un gradiemtehsité lumineuse (exemple : spot d’'un
laser). Les forces optiques n’étant pas égalesadudti gradient, la résultante des forces
optiques subies par la bille, entraineront unedate rappel dirigée vers le foyer du faisceau
(voir Figure 11-9). Ainsi, si I'on place au centre d’'un spot laserobjet microscopique, on
peut déplacer cet objet simplement en bougearpde €’est ce que I'on appelle une pince
optique. Dans le cadre de la manipulation de adlule laser est restreint a une puissance
comprise entre 0,1 et 1W pour une longueur d'ondaviron 1000nm (infrarouge). Ces
précautions permettent de limiter les risques déraéation thermique ou photochimique.
Remarquons que la force produite par de tels faiscdaser est de l'ordre de 0,5 a 50
piconewtons.

G‘lm_ mlj lisisitle

A B

Figure 11-9 : Deux techniques utilisant la pressiorde radiation : & gauche voile solaire et
a droite principe de la manipulation par pince optgue [Lecarpentier][22].

Ce procédé de pince optique a l'avantage de maaripes cellules sans aucun lien
matériel, préservant ainsi leur intégrité physigligaeut servir aussi a mesurer la force de
propulsion de cellules mobiles comme les sperméteso Par contre, nous constatons que
I'utilisation d’un seul spot laser nous limite gdeament pour placer avec précision un nombre
important de cellules. Ce probleme a été résoleméeent via différentes techniques qui
forment une image présentant plusieurs spots @el'diune seule source laser. On peut citer
les techniques basées sur les hologrammes [108lples interférences créées par ondes
evanescentes Figure 11-10) [33]. Néanmoins, toutes ces techniques nécessiten
eéquipement complexe, encombrant et couteux, limifour l'instant leur utilisation aux
laboratoires de recherche.

" Pour un photon la quantité de mouvement paut%, avec h la constante de Plancki ¢4 longueur d’'onde.
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Figure 1-10 : Les plasmons de surface induisent unerganisation via une surface métallique : a) Schéandu systeme
optique, b) microbilles de polystyréne avant appliation du laser, ¢) aprés application [Quidant][33].

5. Utilisation des Anticorps

Nous avons déja discuté dans le Chapitre | desaps. Ces protéines complexes,
rappelons le, sont formées d’'une partie constantkuae partie variable dont la particularité
est de reconnaitre un antigene spécifique. Aujdwigd’nous disposons d’'un grand nombre
d’anticorps dédiés a des protéines membranairesi, Al nous suffit d’acheter des anticorps
anti-CD80 pour cibler spécifiqguement les cellulesdtitiques. Mais un anticorps tout seul ne
nous sert pas a grand-chose. Il faut donc, saititacher a un endroit défini pour bloquer la
cellule cible, soit lui greffer un objet pour poulvée capter. Nous nous intéresserons tout
d’abord aux techniques pour fonctionnaliser unéaseravec des anticorps. Puis nous verrons
en détail une technique couplant champ magnétiquentcorps attachés a une particule
magnétique.

a) Fonctionnalisation de surface via des anticorps pour
immobiliser des cellules
Deux problémes se posent a nous : il nous faumndéli une zone précise et greffer

des anticorps a cet endroit. Cependant, un ansaoeps’accroche pas naturellement, sauf s'il
y trouve son antigéne spécifique. Or, nous voulan®ut prix préserver ce fragment de
I'anticorps pour l'utiliser a fixer les celluleshies. C’est donc par le fragment constant que
nous devons accrocher I'anticorps. Pour cela, Idase doit étre fonctionnalisée pour
permettre le greffage de ce fragment. Plusieurssvgioffrent & nous pour les immobiliser. La
premiere technique consiste simplement a laissea¢icorps s’adsorber sur une surface de
polystyréne. Mais les anticorps ainsi attachésam pas assez bien maintenus pour retenir
une cellule. C’est pourquoi, une alternative a ptéposée en liant par voie chimique
I'anticorps a la surface. Bora et al proposentiaiesrecouvrir une couche de polystyréne par
du FNAB® et de I'activer par une exposition aux ultravis|&09]. Cette activation permet de
modifier le FNAB pour constituer une liaison chimeégavec I'anticorps. Plus intéressante, la
technique développée par Wang et Jin utilise urstsabde verre ou de silice (matériaux
largement employés en microtechnologie) recouva®@ES’[110, 111]. L'APTES, via une
réaction chimique, va fortement se lier a la sw@fguis en ajoutant un agent chimique (du
glutaraldehyde), il est modifié et devient sens#élegroupe aminé des anticorps.

8 1-fluoro-2-nitro-4-azidobenzene
® 3-aminopropyltriethoxysilane
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Figure 1l-11 : Schéma représentant la technique papCP (B) et uFLP (C). (A) Conception d’'un tampon par
micromoulage. (B)-I Le tampon est encré avec la sdlon contenant les molécules choisies. Puis les ialiles sont
transférées en le tamponnant sur le substrat (B-118l1). La surface est enfin recouverte d'une couche @ passivation (B-
IV). (C) Le tampon est d’abord appliqué sur le subgit (C-I), puis on injecte la solution contenant ls molécules (C-II).
Aprés absorption des molécules par le substrat oretire le tampon (C-Ill) et on passive la surface retante (C-1V). En
(D), immobilisation de cellules KG-1 par des antiops anti-CD34 précédemment placés via des bandes slerfaces
fonctionnalisées par uCP d’APTES [Textora][42].

Nous avons a notre disposition différents procédéar fixer efficacement des
anticorps, mais il nous reste encore a localiser zzmes fonctionnalisées. Pour le FNAB,
l'usage de la photolithographie semble une voi€redgsante. Par contre, pour 'APTES
'emploi de la technique de lithographie, dite deusemble plus approprieEigure 11-11)
[42]. Celle-ci est basée sur le principe du tampand’'impression par microcontact (LCP :
microcontact printing). Le procédé consiste a faler un tampon en polymere, le plus
souvent en PDMS, puisl@&ncrer dans la solution de son choix. Le tampon s’impeégiors
d’une fine couche qui est ensuite transférée epoamant la surface désirée. Ce procédé peut
a l'inverse étre utilisé en employant le tamponrpmauvrir la surface et injecter cette fois-ci
la solution entre les interstices (UFLP : micraflaipatterning). En appliquant cette méthode
de uCP combiné a celle de 'APTES, il est alorssfiids de retenir a un endroit précis un type
particulier de cellules[112Hgure 1I-11). Enfin, pour relacher les cellules ainsi fix@esuffit
d’administrer une solution acide pendant un tr@éstdastant. On peut tout de méme constater
gue l'alignement entre un réseau d’électrodes ¢arngon sera une étape assez difficile a
réaliser avec preécision.

b) Anticorps greffés a des particules magnétiques
L’'usage de la force magnétique pour interagir sardellules se révéle peu intéressant
car, a I'exception de cellules comme les érythregyqui sont riches en fer, la majorité des
cellules ont une faible sensibilité a cette foleeur renforcer significativement le contraste
magneétique d’'une famille de cellules par rappor autres cellules et au milieu, on marque
celle-ci par un anticorps qui lui est propre, c@uplune particule magnétique.
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Rappelons que la force magnétiglgdy) exerceée sur une particule de volumsuit
la relation suivante :

1 . :
Fag = EAX V.VB? (Equation II-2

Ou Ay représente I'écart de susceptibilité magnétiqapeetif entre la particule et son
milieu de suspensionyy la perméabilité magnétique du vide EBtlintensité du champ
magnétique. A la vue de I'équation, nous avons lués® probléeme de la susceptibilité
magnétique a l'aide des anticorps, mais pas celléadénération d’'un champ magnétique. A
I'échelle microscopique, nous avons vu que la fonegnétique n’est pas prépondérante (voir
Tableau 11-). Il faut donc appliquer un champ magnétique élemér induire une force apte a
résister au flux présent dans les microcanaux. Bela, la plupart des microsystémes sont
couplés a des électroaimants situés a I'extériguirfournissent un champ intense tout en
évitant de le surchauffer. Le champ induit paréiestroaimants est en général uniforme et ne
permet donc pas de placer les particules magnétiquen endroit précis. Pour créer une
cartographie de champ favorable a des emplacemieiets définis, des micro-ilots
magneétiques sont ajoutés lors de la conceptionidrogystéme.

Beads injection Cell mixture introduction
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Figure 1I-12: Schéma illustrant la capture des cellles par une matrice de colonnes de billes
magnétiques recouvertes d'anticorps. [Viovy][21]

Les applications des particules magnétiques dass mécrosystémes sont tres
nombreuses [113, 114], mais les travaux couplanicpges magnétiques et cellules sont
beaucoup plus rares. La plupart des systemesdensioppés, servent principalement a trier
des cellules d’'une solution aqueuse comme du sangpeut citer d’ailleurs les travaux de
Saias et al [21] qui utilisent un dispositif com@age microplots ferromagnétiques. Ceux-ci,
sous l'action d’'un champ magnétique extérieur voahstituer des colonnes de billes
magnétiques qui sont elles-mémes tapissées d'gpsiqmur ainsi capturer spécifiquement
des cellules cancéreuses (vokigure 1I-12). Pourtant, un tel systeme a besoin
d’électroaimants limitant sa portabilité. C’est pgquoi certaines équipes de recherche tentent
d’intégrer des microbobines a leur systeme. Malgsénombreuses difficultés (échauffement
et champ magnétique faible), des études montréanauotimisant la forme des microbobines
et en les isolant du milieu, on peut tout de méaussir a déplacer et placer des particules
magneétiques, tout en réduisant la surchauffe [1l5teste encore a prouver que cette
technique fonctionne avec des cellules, plus feagét plus difficiles a capturer (force de
trainée plus importante).
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Notons pour finir, qu'une équipe a récemment mofdr@ossibilité de capturer des
cellules a l'aide de la force magnétique en segrasd’anticorps et de billes magnétiques.
Pour cela, ils augmentent la susceptibilité maguoeétidy) entre le milieu et les cellules en
chargeant le milieu d’acide de Gadolinium-diethgigiaminepentaacetic (Gd-DTPA). Les
cellules sont alors sensibles a la magnétophorégatine (Qy<0) et peuvent étre ainsi
placées en un endroit précis en utilisant une op®tte microaimants [116].

6. Utilisation de I'électroosmose
Lorsqu'un fluide entre en contact avec les par@s danaux, une double couche
électrigue peut se former. Si I'on appligue un chaétectrique, on produit alors un flux
électroosmotique. Ce flux permettra seulement gadér des cellules et non de les placer,
sauf si on y ajoute des structures piégeant lelle®l (voir chapitre utilisation de la
microfluidique). Lors de mon séjour au Japon, €ai a manipuler des biopuces basées sur
l'utilisation de cet effet.

a) Théorie

La premiére mise en évidence du flux osmotiqueergva Reuss en 1809 [117]. Il
remarque en effet que sous l'influence d'un charngetéque, I'eau migre a travers une
cloison d’'argile poreuse. Ce phénoméne résulte’inieraction entre I'électrolyte (liquide
contenant des ions dissous) et les parois des xagaua pour conséquence d’induire des
charges a l'interface solide/liquide. Cette couéleetrique peut avoir pour origine différents
événements : adsorption d’ions, dissociation deiggod’ions, séparation de charges... Le
résultat est que la surface va se charger posigmewu négativement ce qui produira via la
force Coulombienne, l'attraction de contre-ionsnateau du liquide. Cette couche de contre-
ions est divisée en deux parties : une qui estidineent accolée a la surface, dite couche de
Stern et une autre couche qui est diffuse et mrheontre-ions, résultant d'un équilibre entre
I'agitation thermique et les forces électriquesiW¥agure 11-13). Cette derniere ne mesure en

(ol

Particule positive

Figure 11-13 : A gauche, schéma de la double couclet potentiel électrique qui lui est lié. A droiteprincipe
du flux électroosmotique en appliquant un champ quimet en mouvement la double couche[Frenea-
Robin][20].
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général que quelques nanomeétres. Cette double eounchuit donc une inhomogeénéité
électrigue au niveau de l'interface, générant uemteel local. Le modéle de Gouy-Chapman
décrit ce potentiel, qui suit une loi en décroissance exponentielieasi la distance x de la
paroi [3]:

W(x)=ge /2
Ou est le potentiel en x=0 #&tla longueur de Debye-Huckel définie par :
De
A= |—
g

Avec € et o respectivement la permittivité et la conductidté milieu. Enfin, D est le
coefficient de diffusion moléculaire des especesgdes considérées. On peut remarquer que
des que l'on s’éloigne de la paroi d’'une longueupé&sieure aA, le potentiel devient
pratiquement nul. Si I'on appligue un champ électei parallele aux parois des canaux
présentant cette double couche, sous l'effet dese$ode Coulomb induites par le champ
électrique, la double couche chargée électriquemeise mettre en mouvement, entrainant a
son tour le reste du fluide sous l'action des fendequeused={gure 1I-13).

A l'aide des équations de Stockes appliquées ani@®canaux avec un petit nombre
de Reynolds et en supposant que la double couthesdine, nous pouvons considérer que
la vitesse du fluideeor Soumise a I'effet électro-osmotique a pour expoess

VEor = —%Ez (Equation 11-3

Ou n est la viscosité du milieu et,He champ électrique selon la direction de
I'écoulement. On s’apercoit que la vitesse est t@mte a I'intérieur du canal, c’est pourquoi
cet écoulement est appelé écoulement bouchon (igure 1I-14), a la difféerence de
I'écoulement généré par une différence de pressibnui, a un profil de vitesse parabolique
(écoulement de Poiseuille).

Figure 11-14 : A gauche, écoulement généré par premn. A droite, écoulement induit par
électroosmose (le profil de vitesse est constarfSantiago][10].
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b) Pratique

Si le flux électroosmotique (EQY a peu d'intérét & I'échelle macroscopique, il se
révele par contre étre un excellent candidat amedsions microscopiques. Cependant, pour
bien fonctionner, 'TEOF nécessite un champ élegtrigleve. Or, ce champ va induire par
effet Joule un échauffement important. On se regowalors obligé de réduire ses
performances pour ne pas endommager les échaatbiofogiques. D’ou I'intervention de la
miniaturisation qui réduit ainsi I'échauffement peffet Joule dans le canal en le dissipant
efficacement & I'extérieur (voirableau II-).

C'est en couplant ces nombreux avantages: écoaterbeuchon (dispersion
longitudinale limitée) et champ électrique interfjgeuvoir séparateur et vitesse élevés) que
les premiers micro-séparateurs par électrophorapélaire (LCE") apparaissent dans les
années 90. Les UCE sont doublement gagnants ertaatdizOF, car celui-ci met non
seulement en mouvement toute la solution, maisi éessharges électriques sous l'effet du
champ. Certaines des charges se déplaceront daesided’ écoulement du flux osmotique
alors que les charges de signes opposés iront arsamtre. La vitesse d’une particule dans
un uCE sera donc la somme des vitesses induitde flak électroosmotique et celles dues a
sa charge. En utilisant ce principe, on peut sépfieacement différents types de particules
selon leurs charges et/ou leurs tailles. La déecsie fait a la fin du canal pour laisser le
temps aux particules de se séparer. Pour celauiecsouvent I'échantillon & un marqueur
fluorescent pour repérer son passage. Le résugtairegraphe temporel avec plusieurs pics
révélant la présence de différentes espéeces agannobilité distincte (voiFigure [1-15). Si
les expériences sont faites dans les mémes camglita;m peut précalibrer I'appareil et en
déduire ainsi la nature des différents pics mesurés
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Figure 11-15 : A gauche, schéma du principe d'élecbphorése dans uCE[3]. A droite,
électrophérogramme d’ADN d'un uCE équipé de 10 colames séparatives, d’ou les 10 courbes [Baba][52,
54].

Durant mon séjour au Japon dans le cadre de I'dédottorale Franco-japonaise, j'ai
rejoint I'équipe du Professeur Yoshinobu Baba. Celest responsable de trois laboratoires
situés a Takamatsu, Tokushima et Nagoya. Pour ma jf travaillé au laboratoire de
chimie appliquée de Nagoya. Cette équipe recheactigement différentes méthodes pour
ameliorer les uCE, en particulier ceux dédiés l@dtéophorese de Protéines [118] et d’ADN

1% Electroosmotic Flow
™ Microchip Capillary Electrophoreis
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[119, 120]. J'ai donc été formé et sensibiliséidgtérét de recourir a ce type de microsysteme.
Le meilleur exemple a été lors d’'une expériencéedtéophorese d’ADN avec d’un coté, une
technique macroscopique et de l'autre un uCE. Wiaeaa I'aide du microsysteme a pris 10
minutes avec des résultats directement exploitaBlesordinateur alors que I'expérience
macroscopique sur gel d’agarose a nécessité ptadiewres et 'usage de produits toxiques
(bromure d’éthidium...). De plus, elle ne permetfas de disposer directement de résultats
numeriquement exploitables.

Si 'EOF est principalement dédié a de petitesigalgs : ADN, protéines... qu’en est-
il pour les cellules ? Son utilisation reste poimstant concentrée au tri cellulaire. Nous
pouvons dailleurs citer le travail toujours d’aalité de I'équipe de Quake qui a congu un
HFACS (microfabricated Fluorescence-Activated Geilfter) [121].

Si la mise en place d'un EOF est relativement senfiplsuffit de placer des électrodes
aux extrémités des canaux) son contrdle est biengifficile. La moindre contamination des
surfaces peut completement changer la répartitenatharges dans la double couche et du
coup, peut limiter ou méme inverser le flux. De splumalgré la miniaturisation,
I'échauffement peut devenir problématique d’aufalos quand le corps biologique utilisé est
une cellule.

7. Conclusion
Cette étude ne recouvre bien sdr pas I'ensembleéedbsiques de manipulation de
cellules, mais sdrement les plus répandues. Nousops par ailleurs citer 'usage plus
anecdotique des ultrasons [122] ou encore, le ipeniout récent, de déplacement de cellules
a I'aide de moteur biomoléculaire [123].

Mais si I'on resitue ces travaux dans le cadre ateerprojet, nous avons du faire un
choix quand au principe physique a mettre en cepote la manipulation de cellules. Les
pinces optiques nécessitent un équipement codteimpertant (banc optique, laser...). Les
microrobots exigent une forte technicité et s’aroemt difficiles a commander lorsqu’ils sont
nombreux. Le placement par anticorps semble prewetimais les forces mises en jeux
restent faibles, entrainant une difficulté a capes cellules et a les maintenir. Enfin,
lalignement entre le réseau d’électrodes et lescamps semble peu aisé. L’association
anticorps/particule magnétique nécessite d’élaliorge une technique de piégeage baseée sur
le magnétisme, pour revenir en fin de compte @&dtique pour I'électrofusion. Il parait donc
plus simple de s’en tenir & une technique puremakuirique. Reste enfin l'utilisation de la
microfluidique qui, par sa simplicité d’élaboratjoapparait tres prometteuse. Toutefois,
guelques difficultés demeurent, comme l'alignemawntc les électrodes et le routage des
canaux qui, dans le cas d’'une forte parallélisatpp@uvent se révéler difficiles.

A la vue des différentes exigences, c’est l'utlisa de la force de diélectrophorése

qui nous a paru étre le meilleur compromis. Main&st pas pour autant que certains des
principes présentés ci-dessus ne pourront étr@igdplconjointement avec elle.
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D. Micromanipulation de cellules par la force électrique

1. Introduction
Dans cette partie nous considérerons successivelmerdmportement des cellules
soumises a un champ électrique continu, puis a hemp électrique alternatif. Nous
approximerons la cellule & une simple sphére dmégtid’'une membrane isolante et remplie
d'un milieu conducteur. Cette vision schématiquegdifiée suffira pour appréhender la
majorité des phénomeénes évoqués (Fajure 11-16).

Figure 11-16 : A gauche, organisation d’une celluleanimale eucaryote: 1.Nucléole, 2.Noyau, 3. Ribosemd.Vésicule,
5.Réticulum endoplasmique rugueux, 6.Appareil de Agi, 7.Microtubule, 8.Réticulum endoplasmique lisse
9.Mitochondrie, 10.Vacuole, 11.Cytoplasme, 12. Lysosie, 13.Centrosome. A droite, image d’une sectioriuthe
membrane cellulaire [4].

2. Comportement d'une cellule soumise a un champ électrique

a) Cas d’'un champ électrique continu ou de tres basses
fréquences (f<1kHz)

Intéressons nous tout d’abord a la membrana dellule. Celle-ci est recouverte de
glycocalyx qui est un ensemble de molécules congsodé glycoprotéines et de glycolipides.
Ces molécules s’ionisent et se chargent négativen@as charges attirent alors les ions
positifs contenus dans la solution induisant urdigrst de contre-ions dans la solution a
proximité de la membrane. Ajoutons que les glycpcale sont pas imperméables, ce qui
permet a certains contre-ions a pénétrer a l'iatérde cette couche, d’ou une distribution de
potentiel bien plus complexe que dans le cas dectid®osmose (voiFigure 11-17).
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Figure 11-17 : Schéma de la distribution des ionstedu potentiel d'une cellule plongée
dans une solution agueuse [Ichiki][29].

L’apparition de cette zone chargée va rendrellaleesensible a un champ électrique.
En effet, étant chargée globalement négativemdlet sera attirée par la force de Coulomb
vers |'électrode chargée positivement (Anode). Réps que la force de Coulomb suit la
relation suivante :

F = qE (Equation 11-9
Ol q est la charge nette de I'objetEie champ électrique appliqué. En combinant la
force de Coulomb et la force de trainée visqueuseobtient alors dans une premiere

approximation la méme vitesse que celle induitelgélux électroosmotiquevor = —%(EZ

(Equation 11-3. En réalité, I'équation est plus complexe du @atla distribution de potentiel
plus complexe (voir [29]). Pour donner un ordredd8, en appliquant un champ de 10V/cm,
une cellule biologique ira typiguement a une viées$6Vgiectrophoress 10 m/s [124].

b) Cas d’un champ électrique alternatif
Dans le cas ou la cellule avec sa couche de cantgeest plongée dans un champ
alternant tres rapidement, la cellule n’a plusslertemps de se diriger vers une électrode ou
une autre. Elle reste donc immobile. Pourtant ocelaveut pas dire que la cellule n’est plus
capable d’interagir avec de tel champ électriqguau®es phénoménes y restent sensibles,
c’est le cas par exemple des atomes constituaetllze.

Sous l'action d’'un champ électrique, le nuage d®tms se déforme lIégérement en
direction de I'anode et inversement le noyau sdadépvers la cathodd-igure 11-18). On
parle alors de polarisation électronique. Ce dé&mlent des charges sous l'effet d’'un champ
électriqgue conduit a séparer les barycentres dageb positives et négatives d’'une certaine
distance. Cette séparation des barycentres forong ah dipble. Ce dipdle se caractérise par
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son moment dipolairerf). Pour un atome constitué deélectrons (-q) et de protons (+q),
ou plus simplement depetits dipbles on aura :

7/77-)atome =nqd
Ou q est la charge élémentaire,detla distance entre les barycentres des charges

positives et négatives. Pour un matériau constield atomes soumis a un champ électrique,
son moment dipolaire est la somme des momentsaiipslde tous ses atomes soit :

— _ g
Mupatériau = Matome
N

Cette équation nous permet de constater qu’'un rmaténéme diélectrique, interagit
avec le champ électrigue en se polarisant. De plnsconstate que plus le champ est
important plus I'écart entre les péles est gramhcden premiére approximation on supposera
gue le moment dipolaire est proportionnel au cha®glon la nature de I'atome, et par
extension du matériau, la sensibilité au champtridee est différente. C’'est ce que I'on
nomme la susceptibilité électrigue du matérigQ. (Tout ceci nous donne la relation
suivante [16]:

Mupatériau = Xmateriau€oE
Avec ¢, la permittivité diélectrique du vide &, le champ électrique appliqué. On
parle aussi de permittivité relative pour un matéyicelle-ci vaut :

&=1+x)

Le modele est valable pour un atome ou une molédliges la polarisation se fera
aussi a I'échelle atomique, d’ou le nom de poléonsaatomique. Les distances mises en jeu
sont plus importantes impliqguant un moment dipelgatus grand. Notons que certaines
molécules, comme I'eau possédent un moment digof@rmanentHigure 11-18). Dans ce
cas, en plus des polarisations électronique et igtenle champ électrique provoque une
orientation des dipdles dans la direction du chaBsite polarisation est appelée polarisation
d’orientation et elle est tres dépendante de kaigih thermique. Enfin, a une échelle plus

0-0

Centre des charges + et —

Distribution des électrens

(a)
| 5
Centre des

charges — o
Centre des Y
charges +

{b)

m

Figure 11-18 : A gauche, la distribution d’électrons d’'un atome placé dans un champ électrique est
déplacée par rapport au noyau. A droite, (a) moléde d’'oxygeéne avec un moment dipolaire nul. (b) La
molécule d’eau a un moment dipolaire permanentg(inspiré de [Feynman][16].
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importante, typiquement celle de I'objet, le déplaent des charges libres dans I'ensemble
du matériau entrainera aussi une polarisation.

Nous finirons sur le constat suivant : tous ceinpiméenes de polarisation se déroulent
a des échelles différentes entrainant une inettimanoment dipolaire distincts. Ainsi, un
grand dip6le a un moment dipolaire trés fort tooinme son inertie, ce qui a pour
conséquence de le rendre prépondérant en basspserices, mais moindre en hautes
fréequences, voire inexistant en trés haute frequelour une fréquence donnée, nous
sommes donc en présence de plusieurs types despttar plus ou moins importants, mais
dont les effets se cumulent.

Phospholipide Considérons maintenant le cas d'une cellule. Nous
- trouvons tout d’abord, la membrane cellulaire gssuae la
! . L Partie Polaire - . ., . . .
. séparation entre le milieu extracellulaire et io¢thulaire.
he (hydrophile)

k= Celle-ci est constituée essentiellement d'une lwheude
_j phospholipides. Ces phospholipides sont des longues
molécules ayant une partie polaire et une partielaie
e .(Figure [1-19. La membr.ane se com.po.rte alors comme un
[ (hydrophobe) 1SOlant comportant des fuites (dues principalenaemtcanaux
protéigues). Sous l'effet d’'un champ électriquemi@ambrane
ressent les polarisations d'orientation, atomique e
électronique. Si nous continuons, nous trouvonsnikeu
intracellulaire composé du cytoplasme et du noyae.
cytoplasme est formé du cytosol (eau, ions, pregin) et
Figure [I-19 : Représentation dun g’grganites cellulaires (ribosomes, vacuoles,
phospholipide [Wishaw][2]. . . .
mitochondries...). Sous l'action d'un champ, nousoaar
cette fois-ci, une polarisation induite par lesrges libres que sont les ions (IN&*, CI...),
une polarisation d’orientation principalement duex anolécules d’eau, des polarisations
atomiques et électronique. En résumé, en sommasices effets de polarisation, la cellule se
comporte comme un dipdle en présence d’'un chancfriéiee.

Si la cellule est plongée dans un champ électrajtegnatif et uniforme, les podles
positifs et négatifs sont autant attirés par ladalde Coulomb dans le sens de la cathode que
dans le sens de I'anode, respectivement. La cedistiedonc une fois de plus immobile. En
revanche, si le champ n’est pas uniforme, c'estea-glil existe un gradient de champ,
I'équilibre des forces n’est plus respecté. Ainsie des forces exercées sur un des poles est
plus forte que l'autre, entrainant le déplacement dipble en direction de la force
prépondérante. C’est ce que I'on appelle la forealidlectrophorese. Comme nous pouvons
le constater, cette force dépend des variationshdmp électrique et des caractéristiques du
dipble. Ce qui peut se traduire par I'expressiamasue [20, 125]:

Faep = 1 + VE (Equation 11-5

Ou i est le moment dipolaire de la particulevﬁt, le gradient du champ électrique.

Nous pouvons constater que si le dipble formé aatellule n’est pas orienté le long des
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lignes de champ, une force de rappel le replacana té sens du champ, c’est le principe de
I'électrorotation [126]. Intéressons-nous mainténgotus en détail a cette force de
diélectrophorese.

Maitral body
—— Ol cot
: | Elscirodns
{-_IT-' Parficules chargess so B Foce
deplecant ke long des )
oy ligmees e chammp W Eccine
":.!;."' } ..... Tsdicd
+ Charga
[+ =
_'L == SR !: Houbral Body
= *h Particiiles notitres so I o 1
e _:}' polarisant sous P'affed J 7
...... 2 bt (Pt | !dL'I. L'J'I.]:I'I.'Il'l'
= +H

Figure 11-20 : A gauche, Action d’'un champ électrique uniforme et continu sur des particules chargéest
neutres [Frenea-Robin][20]. A droite, Effet d’'un chanp électrique uniforme ou non sur une cellule supE®e
neutre électriguement [Voldman][27].

c) La force de diélectrophorese

Les premieres études relatant un effet diélectnailque remontent a 1927, avec les
expériences de Muth. Celui-ci constate la formatiercolliers de perles de particules, suite a
'application d’'un champ électrique de hautes fetres[127]. Une dizaine d’'années plus
tard, Liebesny observe lui aussi ce méme phénonméais, cette fois-ci sur des érythrocytes
[128]. Pourtant, il faudra attendre les travauxPadl en 1951, pour qu’'un nom soit donné a
ce type de phénomeéne. Il décide d’employer le tedmealiélectrophorese, pour désigner le
déplacement d’'un objet neutre suite a I'applicatiam champ électrique non uniforme[129].
Le mot combine le mot greghoresis(mouvement) et le préfixdiélectra qui renvoie au
principe de polarisation d’un diélectrique sousti@an d’'un champ électrique.

Précédemment, nous avons vu que la force liée diélactrophorese dépendait du
moment dipolaire de I'objet étudié et du gradientathamp électriqueEguation 111-5. Or,
dans le cas d'une cellule, il semble impossibleddeerminer avec précision son moment
dipolaire a la vue de sa complexité (forme irrégnaj constituants nombreux...). Pourtant,
rien ne nous empéche de simplifier le probléeme pmsayer de comprendre au mieux le
comportement d’'une cellule sous I'action d’'un chaéigctrique. En partant de ce principe,
nous allons dorénavant assimiler une cellule ahjet®phérique diélectrique présentant des
pertes. A l'aide de ce modéle simplifié, nous pawssen déduire le moment dipolaire d’'une
cellule de rayom, sous un champ électriq&e et immergée dans un milieu de permittivte
[20, 125]:

m = 4me, K (g5, e:)r3E (Equation 11-6)
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* *
Ep—&m

avecK (&, &) = = K(w) (Equation 11-7

ept2em
K(e;;, e,*n) est connu sous le nom de facteur de Clausius-MoqsbM), il fait
intervenir les permittivites complexes respectideda particule et du miliewy et &y, :

Ou g, et ey, sont respectivement les constants diélectriquels garticule et de son
milieu de suspension, &} etor, leur conductivité respective.

Nous connaissons maintenant une approximation donent dipolaire, ce qui nous
permet en injectant Equation 111-6 dans IEquation I1I-5 d’en déduire I'expression de la
moyenne temporelle de la force de diélectrophorBeewr l'instant, nous limitons la non
uniformité du champ a une variation d’amplitudetd:o

(Fpep(t)) = 2me,r*Re[K (w)] - VEZ;; (Equation I1-§

Ou Re définit la partie réelle. Cette équation nous agaun grand nombre
d’'informations. Tout d’abord, nous constatons geiechamp électrique intervient au carré
dans l'expression, donc l'orientation de la forae diélectrophorése ne dépend pas de la
polarisation des électrodes. Par contre, c’'esigleesde la partie réelle du critére de C-M qui
indiquera le sens de déplacement. Ainsi, lorsqU&ER®]>0, la force guide la cellule vers les
gradients de champ montants, c'est-a-dire vemrmidesma de champ électrique. Nous sommes
dans ce cas précis en présence de la force detdigleorese positive (DEPp). A l'inverse,
guand Re[K@)]<0, la cellule est dirigée vers les minima dempasous l'influence de la
diélectrophorése négative (DEPnN) (voir Figure )-Anfin, notons qu’a la vue deEquation
I-7, la partie réelle du critere de C-M Re{B){, ne varie qu’entre +1 et -0,5,0 oug,=0).

Pour saisir au mieux comment varie le facteur déd,&alculons-le a partir du cas
concret d'une cellule (lymphoblaste T Jurkat) imgéer dans une solution faiblement

Moment dipolaire dini g dans le tens de E Moment dipolaire dirige i Uopposé de E

s - Zone de champ semmum =

Fone de ehamp noximum

= o 1o F,/ .Il_'l. =
E <af bpl . e — ._
= “E & E

el —
.
oo 1
Sen: du deplacement =3 Senr du deplacement
Fith = Figi= Fo>F
Eib) >Eiay=F, >F, il L > Fa

Figure 11-21 : A gauche, diélectrophorése positiventraine la cellule vers les maxima de champ. Ceest dQ
au gradient de champ couplé au fait que la cellulsoit plus polarisable que son milieu environnant. Alroite,
diélectrophorése négative. Cette fois-ci, la celllest moins polarisable que le milieu, la non unifmité du
champ électrique pousse la cellule vers les minintie champ [Frene-Robin1[201.
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conductrice et dans une autre, fortement condecgxioir Figure 11-22). Premiérement, nous
nous apercevons que celui-ci varie en fonctionadsdquence. Si nous nous rappelons des
différents phénomeénes de polarisation touchanteltule (abordés dans le sous-chapitre
précédent), nous comprenons que leur contributtza différente selon la fréquence. Pour
illustrer nos propos, ajoutons la définition declanductivité complexe qui s’appréhende
mieux que la permittivité complexe :
0" =0+ jwee

Ou o est la conductivitéw la pulsation (2f) et € la permittivité. Si nous appliquons
cette équation a la membrane de la cellule quosgporte comme un diélectrique ayant de
faibles pertes (conductivité réduite), nous cowsimtque cette conductivité complexe en
basses fréequences est tres faible. La membrarengeocte alors comme une barriére limitant
fortement la polarisation du milieu intracellulai® I'inverse, le milieu extérieur a la cellule
n'expose pour sa part qu’'une résistance relativefadsie. Le champ électrique reste donc en
basses fréquences principalement cantonné au nekénacellulaire. On dit alors que le
milieu est plus polarisable que la cellule, entatrun critere de C-M négatif, d’ou une force
de diélectrophorése négative.

Si désormais, nous augmentons la fréquence, la naemldevient progressivement
perméable au champ électrique. Ceci a pour conséquaugmenter I'action du champ sur
le milieu intracellulaire. Des lors, si le milientiacellulaire est plus conducteur que le milieu
extracellulaire, alors le champ électrique se pgepa de préférence dans la cellule. Dans ce
cas, la cellule est plus polarisable que le mileugui a pour conséquence de la pousser vers
le maximum de champ via la DEPp. Au contraire asceéllule se révéle moins conductrice
gue le milieu, dans ce cas, le champ restera éskemient cantonné au milieu. La cellule est
donc repoussée vers les minima de champ par la DEPn

Si nous continuons a accroitre fortement la fréqagernla permittivité devient

1

o_=50mS/m 2
m H

o _=18/m
m

05 Ll T AT
Figure Il- 10’ 1 " ° o’ w0 32]) dongée
dans un milieu faiblement conducteur (50mS/cm) ebftement (1S/cm). Dans la zone 1, la membrane isdée
cellule du champ électrique, d’ou DEPn. Dans la zor2, la membrane se polarise permettant au champ de
voir le cytoplasme, si celui-ci est plus conductewque le milieu alors DEPp sinon DEPn. Enfin dans laane 3,
c’est la permittivité qui s'impose or le milieu a e permittivité plus importante que la cellule d’'ouDEPN.
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prépondérante dans I'expression de la conductiatéplexe. Or, le milieu a une permittivité
(~eau) bien plus élevée que celle de la cellulestitoite d’eau mais aussi de protéines et
autres grosses molécules moins polarisables. QJesrquoi le milieu redevient plus
polarisable que la cellule, laissant a nouveaoreefde DEPn dominer.

Cette étude sur la variation du critere de C-M pdrde constater qu’il est possible de
déplacer a notre guise une cellule vers une zonechdgnp maximum ou minimum,
simplement en faisant varier la fréequence (le mikant supposé faiblement conducteur).
Ceci implique, dans le cas ou nous maitrisons feogeaphie de champ, que nous sommes
capables de placer des cellules a un endroit proigs remarquons aussi que le facteur de
C-M dépend des parametres propres a la cellulal,oe réaction différente a la fréquence
du champ pour chaque type de cellules. Il sembhe gossible de trier les cellules en jouant
sur leur critere de C-M distinct. Enfin, si nousulaitons utiliser la DEPp, il nous faudra
recourir a un milieu peu conducteur et/ou de fap®@emittivité. Ajuster la conductivité d’'un
milieu s’avere relativement simple, étant donnélquiffit d’adapter la concentration en ions
de la solution. Jouer sur la permittivité est pdifficile, car il faut recourir a I'utilisation de
molécules possédant un moment dipolaire éleve.

d) Electrorotation et Diélectrophoreése a onde progressive

Figure 11-23 : Principe de positionnement de quatreélectrodes pour former un champ
tournant et induire I'électrorotation de la cellule [Frenea-Robin][20].

Pour déduire la force de diélectrophorese, noussaiaposé que seule pouvait varier
I'lamplitude du champ Hquation 1-§. A linverse, nous pouvons cette fois-ci laisser
'amplitude constante, mais faire osciller la phdsechamp électrique, c’est a dire induire un
champ tournant. Pour mettre en place une tellentgal, on utilise en général un systeme de
guatre électrodes déphasées I'une de I'autre d§130]. Si I'on place une particule au centre
de ces électrodes, celle-ci va tout d’abord serisaiasous 'action du champ électrique, puis
son dip6le induit va tourner en suivant celui darap tournant. Si le phénomene s’arrétait 13,
nous ne verrions pas la cellule tourner car sedipgéle serait en mouvement. En réalité, la
rotation du dipble est en retard par rapport aecdli champ, du fait de son inertie. Ce
déphasage entre le dipble et le champ génere ysleceur la particule, 'amenant a tourner
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sur elle-méme. C’est le principe de I'électroraat{ROT). Ce couple peut s’exprimer si nous
gardons les mémes conditions que pour la forcekEfe @k la fagon suivante :
['= —4nr3Im[K (w)]E2k
OulIm[K(a)] désigne la partie imaginaire du critere de CMeatdcteurt indique que
la rotation s’effectue autour le I'axe perpendic@au plan des électrodes. En couplant cette
éguation a la force de friction due a la trainée lalecellule, on obtient sa vitesse de
rotation [125]:
emIm[K (w)]E?
_ o
Avec n la viscosité du fluide. Quandh[K( )] >0, la cellule et le champ tournent en
sens contraire. Inversement, lorsdugK ()] <0, la rotation de la cellule se fait dans le méme
sens que celui du champ.

QUw) =

De maniere similaire une onde sinusoidale progressiivant un axe linéaire entraine
la particule diélectrique. Comme précédemment, radleis utiliser un réseau d’électrodes
dont le champ appliqué est déphasé de 90°. Maie fais-ci, le réseau d’électrodes est
disposé en rangées pour former une onde électequaropageant le long des électrodes.
Ainsi, si I'on place une particule dans ce champ gh, comme pour I'électrorotation, se
polariser, mais avec un certain retard entrainantd&placement dans la direction de I'onde.
La particule est alors sous I'emprise de la forealgtlectrophorese a ondes progressives (tw-
DEP : traveling-wave dielectrophoregisPour connaitre I'expression de cette force utfa
d’abord partir de la force de diélectrophorése gaisée :

(F(0)) = 2mr®{Re[K (w)] - VEZ:; + Im[K (w)] - (EZy - Voo, + E2 - Voo, + EZy - V9,)}
Que nous simplifierons, en appliquant un déphasiages une seule direction de
'espace, en conservant une amplitude de champasdeset en posant la longueur d’onde

€gale a la distance entre deux électrodes de mBase o = —27"). On obtient alors [131]:
S Am?e,,r3Im[K (w)]E?
(Fw—-pep(t)) = — = L

A
Encore une fois, c’est le critere de CM qui par sigme définit le sens de déplacement

de la particule. SIm[K(w)]>0, la particule se déplace dans le sens du gradeephase. A
linverse, quandm[K(a)]<0, la particule suit le trajet de I'onde électrigée/ant de nous
intéresser aux applications de ces trois forceardems I'impact de ces forces a I'échelle
microscopique.

3. Rapport de force a I’échelle microscopique
Nous avons déja discuté de l'intérét de se placdechelle microscopique. En
particulier pour les applications basées sur lsgtion du champ électrique (augmentation de
la force, voir « Un monde microscopique »). Mapu&lle vitesse une particule peut étre mise
en mouvement sous I'application d’'un champ nonarmg ?

Placons une cellule dans un microcanal soumisecGhamp €électrique non uniforme.
Cette cellule subit la force de diélectrophoresggFqui en la déplacant induit une force de
trainée visqueuse (fkg. Son mouvement est donc régi par I'équation sue/a
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m% ~ (0= FDEP - FDrag (Equa“on “'9)
Oum est la masse de la cellule\&tsa vitesse (on suppose que la vitesse s’étadwit tr
rapidement d’ou I'approximation dans I'équationq force de trainée est donnée par la loi de
Stokes s’appliquant & une sphéere possédant urssaitet immergée dans un fluide visqueux

a faible nombre de Reynolds [3]:
m) = 6mnrn (Equation 11-10)

Avecn la viscosité du fluide et r, le rayon de la calUuEn injectant Equation 111-10
dans IEquation 111-9 on obtient ainsi la vitesse de la cellulg( :
r’emRe[K(w)IVEZ:f

31

En prenant des valeurs de viscosité et de peritétiihu milieu égales a celle de I'eau,
en supposant que les variations de champ sontoddrd’ du kV/cm et en choisissant une
cellule de rayon de 5um et ayant pour partie rékdleon facteur de C-M égale a 0,6 (DEPp),
on arrive a I'approximation suivante :

(25 x 10712) x (80 x 8,84 x 10712) x (0,6) x (101%)
Vel = 3 X (10—6)
Soitv,; = 100 um/s

Cette vitesse est typiquement de l'ordre de grandes vitesses d’écoulement des
fluides observés dans des microcanaux. On peut dowisager de marier les techniques
basées sur le flux hydrodynamique et celles utitigss forces de diélectrophorése.

cell =

~ 107*m/s

Comme nous venons de le vaoir, 'utilisation d'uranip électrique s’avere étre tres
prometteuse. Mais un autre phénomene vient seegi@on usage qui, lui, est peu désirable :
c’est I'effet Joule. En effet, le passage de coudams la solution entraine un échauffement,
did a la résistivité de la solution. Or les cellulgsnt tres sensibles a I'élévation de
température. Ainsi une hausse de température supéria 4°C de la température
physiologique entraine rapidement la mort des lssllde mammiféeres. Sans monter jusqu’a
cet extréme, une élévation de la température aative famille de protéines appelées
protéines de choc thermiquedat Shock Proteingl32]. En s’activant, elles vont maintenir
ou restaurer la structure des autres protéinesémscpar I'élévation de la température. Leur
activation correspond a un stress cellulaire. Femaduer I'élévation de température suite a
'application d’'un champ électrique, placons-noud’éhelle d’un microsystéme, ou la
diffusion thermique domine. Nous obtenons alorsdfe de grandeur de I'élévation de
température di a I'effet Joule [133]:

oU?
2k

Avec k la conductibilité thermique de la solutidsh,'amplitude du signal sinusoidal
appliguée et la conductivité du milieu. Dans le cadre de ngsexnentations, nous limitons
la conductivité & 10 mS.met 'amplitude & 7V. D'ou, en considérant la coctitilité
thermique égale a celle de I'eau (k=0,6 3.8M.K™) nous avons :

AT~0,4°C

Grace a la faible conductivité de la solution, dmite ainsi drastiguement

'augmentation de température par effet Joule etgpméme occasion le stress des cellules.

AT~
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4, Application au déplacement et au placement cellulaire

Cela fait plus d’'une vingtaine d’années que laatittbphorése sous toutes ses formes
est insérée dans des dispositifs micrométriqueas D& cadre de la manipulation cellulaire,
trois voies se sont dégageées : le tri, le placemieletdéplacement. La premiére application va
jouer sur le phénotype électrique des cellules pesirdifférencier. En effet, les paramétres
électriqgues de la cellule interagissent directensemtle critére de CM, entrainant pour une
fréquence donnée, un signe et/ou une amplitude gauttie Re[K)] différents entre deux
familles de cellules. Cette technique, bien que fir&éressante, ne nous concerne pas
directement, car dans le cadre de notre travails reupposons que les cellules sont déja
triees. Pour plus d’'informations sur ce domaindad®EP, on se reportera aux références
suivantes[20, 27, 134F{gure 1I-24). Dans le cadre de notre projet hous nous inténsss

donc au déplacement et au placement de cellules.
F A e F 3

Figure 11-24 : Photos d’'un micro-cytomeétre de fluxcomposé de deux niveaux de réseaux d'électrodesmpts. En
haut, les lettres représentent la fonction du disgsitif du réseau d’électrodes : F(Focalise), A(Alige), C(Cage ou
piege), S (Sépare). En bas, détails sur le microggse en action avec des billes en latex [Fuhr].

a) Déplacer des cellules par DEP
A la vue des différentes techniques exposéestgedoment, la diélectrophorése a
ondes progressives (tw-DEP) parait la plus adaptie transporter des cellules sur une
longue distance. Pour cela, on réalise une séékeatodes interdigitées pour induire une
force de translation qui entraine ainsi les cefluRour optimiser I'écoulement des cellules,
certaines équipes couplent la tw-DEP avec la DERn permettre la lévitation des cellules.

Une autre technique plus complexe propose un sgstamstitué d’'un double réseau
d’électrodes placé I'un au-dessus de l'autre gbgragiculairement I'un a l'autre. Ce dispositif
forme en regardant a travers, une sorte de gHlteappliquant un champ alternatif entre les
deux réseaux, on forme alors une cartographie dmphocalisant les maxima de champ aux
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intersections. En jouant sur la fréquence, ils patnainsi piéger ou déplacer une cellule de
maillage en maillage.

L'utilisation de la DEP pour le déplacement celitdareste encore marginale. Ceci
s’explique principalement par la nécessité de matdir place un grand réseau d’électrodes et
parfois par un couplage a une électronique nomatelv Son usage est plutdt recommandé
guand on cherche une intégration ultime du syst@pgue d’'un laboratoire sur puce), et/ou
lorsque I'on essaye de se passer de procedés meaeani

b) Placer des cellules par DEP a Il'aide d’électrodes
interdigitées
Il existe aujourd’hui un grand nombre de technigpesr piéger des cellules a l'aide

de la diélectrophorése. Nous allons commencerearihcipe le plus simple qui consiste a
placer deux peignes d'électrodes en regard l'unl'detre [135]. Ce type de réseau
d’électrodes est facile a fabriquer et nous peregtpréhender avec simplicité la notion de
cartographie de champ. Comme nous pouvons le upiagigure 11-25, une simulation de la
cartographie de champ nous donne un bon aperca disdosition des cellules sous I'action
de la DEPp ou DEPnN.

A

'
‘c"(.

Figure 1I-25 : A) Schéma de principe d’'un systeme &lectrodes interdigitées. B) Vecteur correspondara -0(E2),
dont dépend la force de diélectrophorése (modélisah). C) Cartographie du champ électrique en 3D
(simulation). D) Lien entre la simulation et I'expéimentation. Ici, mise en évidence de la DEPp aux mawa de
champ (au bout des électrodes), et de la DEPn entiess électrodes [Frenea-Robin][20].

A l'aide de ce systéme, on peut donc capturer &ndroit spécifique un paquet de
cellules, mais malheureusement pas une celluléas@’est pour pallier ce probleme que des
dispositifs a quatre électrodes ou quadripblesébétmis au point. En appliquant le méme
potentiel a I'électrode faisant face, on arrivesag former une zone de champ nul au centre
du quadripdble. Si les électrodes sont suffisammapprochées l'une de l'autre, on forme
alors a l'aide de la DEPn une cage pouvant contamer seule cellule [136]. Cependant, ce
principe de capture de cellules ne résiste pasal&action d’'un flux hydrodynamique, car on
ne peut pas augmenter inconsidérément la tensiongueroitre la force de saisie. Comment
expliguer une telle situation ?
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En fait, plus on éléve la tension, plus le chamgnagnte au fond du piége poussant la
cellule vers le haut : elle lévite. La lévitatianplique une diminution de la force de capture,
ce qui rend la cellule plus facilement détachalalele flux [137] Eigure 11-26). Pour pallier
ce probleme, la solution la plus simple consistdaagir la distance inter électrodes. Un tel
choix diminue la finesse du piege, mais en ajoutaetmicrocuvette de la taille d'une cellule,
il est possible de retenir spécifiguement une seellelle [50] Figure 11-26). Beaucoup plus
compligué a mettre en place, mais tout aussi e#icda conception d’électrodes épaisses
permet de former un champ intense en hauteur, antgmtela force de saisie[138Figure
[1-26). Un autre choix, plus subtil, repose sur la fedttion d’'une géométrie d’électrodes bien
particuliere qui induit un réel puits de minima demp [139] Figure 11-26), limitant ainsi
drastiquement les effets de sustentation.

B.

Figure 11-26 : A) lllustration de la distribution d e la force de DEPn induite par quatre électrodes pleires. La
composante en z compense la force de sédimentatentrainant la lévitation de la cellule [Fuhr][19].B) Géométrie
d’électrodes planaires permettant de limiter I'effeé de lévitation [Voldman][50]. C) Couplage de la fece de DEPn
induite par quatre électrodes avec une cuvette pouecueillir la cellule. D) Electrodes épaisses powaffranchir de

la lévitation de la cellule [Voldman]

Toutes ces technologies dont nous venons de gam¢basées sur la DEPn. La DEPp
est effectivement dans ce cas difficile a exploitar le maximum de champ se situe toujours
au niveau des électrodes. C’est pourquoi, certdispositifs se sont tournés vers des réseaux
d’électrodes a deux niveaux, dits en trois dimarsi@D).

c) Placer des cellules a l'aide de réseaux d’électrodes en 3D

Les premiers réseaux d’électrodes en 3D ont étélaigpés pour pallier le probleme
de lévitation lors de Il'utilisation de la DEPn awat réseau 2D [140]. Le dispositif consiste a
placer de nouveau quatre électrodes, mais cettecfaiur la partie supérieure (vdiigure
[1-27). Si la hauteur séparant les deux réseaux n’sstrpp grande, on génere alors un champ
électrique intense en 3D. La capture des cellulsdenc meilleure, mais la difficulté
technique est, du coup, augmentée. En effet, il dligner avec précision les deux réseaux
d’électrodes lors de la fabrication. Ce type d'#&satiure reste plutét dédié a la capture d’'une
cellule pour I'étudier. Lorsque lI'on souhaite plaaen grand nombre de cellules avec
précision, ce sont de préférence des systemes fiaskesDEPp qui sont utilisés. Pour cela, la
technique réside dans le placement d’'une élecipodsédant une surface importante et d’une
contre électrode recouverte d'un isolant sauf etaites endroits bien précis. Cette ouverture
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sur la contre électrode permet de concentrer ioahémp électrique en un point précis, d’ou
la présence d'un maxima de champ local. En apptiquea champ alternatif de hautes
fréquences, on génére ainsi un déplacement delldecear DEPp vers cette ouverture [141,
142] (voir Figure 11-27). Cette technique est sirement 'une des plusdassantes que nous

avons vue jusqu’a présent. Toutefois, sa fabrinatdemande un nombre d’étapes
importantes.

Figure 11-27 : Trois principes différents de réseauxd’électrodes 3D pour capturer des cellules par DEP
[Voldman][27].

d) Placer des cellules via des structures isolantes

Cette technique repose sur une idée simple quiistens placer des structures
isolantes pour modifier la cartographie de chamgpclBangement de la répartition du champ
provoque un gradient qui peut étre exploité pafotae de DEP. Malgré sa simplicité de
conception, cette méthode reste cantonnée a quelmaeaux. Pourtant, deux électrodes
rectilignes mises en vis-a-vis et couplées a umeigaolante entrouverte en son centre
suffisent pour capturer efficacement une ou dedbkiles en un point précis [143] (Figure
[I-28). D’autres travaux plus récents ont permiscdpturer des bactéries a I'aide de la DEPp

en placant simplement une matrice de plot isolaad] (Figure 11-28). Les études dans le

B. Cellule A Cellule B

Isodant

Figure 11-28 : A) Schéma et photo du microsystemequr piéger des bactéries a l'aide de plot isolant.
Remarquons que les électrodes ne sont pas intégréesdispositif. B) Schéma et photo du microsysteme
permettant de capter deux cellules par DEPp pour enste les fusionner [Fintschenko].
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domaine du placement cellulaire étant assez reitess celles utilisées assez astucieusement
dans le tri cellulaire [145, 146].

5. Conclusion

Cette courte étude nous permet maintenant de mappréhender la réaction d’'une
cellule sous l'action d’'un champ électrique contawnon et uniforme ou non. Nous avons
commenceé avec I'électrophorése, mais I'expériermues montre que son emploi est difficile,
en particulier a cause des effets électrochimigGésst plus précisément, les phénomenes de
diélectrophorese positive et négative qui nous $mmbdes plus prometteurs pour notre
application. La DEP par ondes progressives demmumgplexe a mettre en place et reste pour
linstant limitée au déplacement et au tri celltdaiPar contre, utiliser en tandem la force de
DEP et la force hydrodynamique est envisageablgrahetteur. Quant a I'électrorotation,
elle est principalement utilisée pour le momera adractérisation électrique des cellules, en
étudiant leur spectre de rotation. En ce qui coreées applications de la DEP, I'utilisation
d’électrodes 3D et de structures isolantes pansiges plus intéressantes pour le placement
précis d’'un grand nombre de cellules. Par contegHoix entre DEPp ou DEPn ne peut
encore étre tranché a la lumiére de nos spéctitstiC’est au cours du paragraphe suivant,
portant sur [I'électrofusion, que l'une des forcesus apparaitra comme étant la plus
favorable.

Si jusqu’a présent nous avons privilégié des teples qui préservaient I'intégrité de

la cellule, nous allons aborder cette fois-ci, uocpdé qui altere un couple de cellules et plus
particulierement leur membrane. Il s’agit de I'étetusion.
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E. Electrofusion

1. Introduction

L’électrofusion entre deux membranes lipidiques t& @écrite en 1982 par
Zimmerman[147]. Toutefois, la fusion entre deux rbeanes lipidiques est un phénomeéne se
produisant & I'état naturel sans l'aide d’'un chagfgrtrique, il est méme primordial & notre
survie. En effet, sans lui, la grande majorité’uddrmation transmise par nos neurones serait
tout simplement impossible. Rappelons que les masrgont interconnectés entre eux par des
synapses. Il existe deux types de synapses : fegpsgs électriques et chimiques[148]. Le
premier se caractérise par le passage direct damionique entre neurones. Celui-ci reste
restreint a certains réseaux de neurones nécdssiten réponse rapide et une bonne
synchronisation. Le second, représentant la méjaolét nos interconnections neuronales, est
basé sur la libération de neurotransmetteurs. Blast d’étre libérés, nos neurotransmetteurs
sont piégés dans de petites vésicules contentieséaieéur du neurone. Pour étre expulsées a
I'extérieur, les vésicules, sous l'action du flugrveux, vont fusionner avec la membrane
cellulaire et ainsi les relacher. Cette fusionreatiue possible par des protéines fusogénes de
la famille des SNARES[149] (vofrigure 11-29). Mais nos cellules ne sont pas les seules a
maitriser cette technique. Une petite entité biojog en a méme fait sa spécialité : les virus.
A l'aide de glycoprotéines des virus, comme ceuxlalgrippe ou du SIDA, arrivent a
fusionner avec nos cellules et a injecter leur g&@50]. Malheureusement pour nous, les
cellules que nous tentons de fusionner n’ont pée capacité a fusionner entre-elle, ce qui
nous oblige a forcer leur rencontre et leur fusiNous avons dans le chapitre précédent,
discuté des techniques pour placer avec précigercdllules. Il nous reste maintenant a voir
les différentes possibilités pour les fusionnerrsLdu chapitre I, nous avons conclu que
I'électrofusion semble étre une des voies les pisnetteuses pour I'immunothérapie du
cancer. C’est pourquoi nous allons concentrer cagoaphe sur ce procede.

Pour appréhender au mieux I'électrofusion, nousayssns tout d’abord de
comprendre les mécanismes biologiqgues mis en cRusg,. nous étudierons les différentes
techniques macroscopiques et microscopiques dgw@gpour fusionner des cellules.

a b Zippirg @ Hamsfuskan

Figure 11-29 : A gauche, principe de fusion d’une esicule avec la membrane, grace aux protéines SNARE
[Scheller]. A droite, image stylisée de virus inflanza préts a fusionner avec la surface d'une celtll
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2. Une vision simplifié de I'électrofusion

Prenons une cellule contenant dans son cytoplasmeanqueur fluorescent comme la
calcéine. Si nous appliquons un champ électriqpense (~500 V/cm) pendant un court
instant (~100 ps), nous pouvons constater que llalegerd de sa fluorescence. Si nous
augmentons I'amplitude du champ (>2kV/cm), nousolmns la destruction de la cellule. Ce
phénomene observé pour la premiere fois il y a @ e dénomme I'électroporation. Le
terme électro fait référence a l'application d’'un champ éleateget poration renvoie au
phénoméne induit par le pulse électrique, c'esteadl la formation de pores. L'idée est la
suivante : le pic de champ provoque une telle diffée de potentiel entre la surface interne et
externe de la membrane, que des pores se formeaaieendroits les plus exposés. Ces pores
laissant passer I'eau et les ions, permettraierdi @e diminuer I'énergie électrostatique
accumulée de part et d’autre de la membrane. ltedaclef de I'électroporation est donc la
différence de potentiel transmembranalk’€) induit par le pic de champ électrique. Celui-ci
peut s’exprimer d’'une facon simple, en supposaatlgumembrane de la cellule est sphérique
et se comporte comme un diélectrique sans pens, [A51]:

AWg = —1,5 X r X E x cos® (Equation 1I-19

Ou E est la force du champ électriguele rayon de la cellule é I'angle entre la
direction du champ électrique et la normale deudase de la cellule au point étudié.
Précédemment nous avons vu que la cellule possegetantiel transmembranaire au repos
(AWp). On en déduit ainsi la difference de potenti@hsmembranaire totale :

AY = AY, + AYg

AY, ayant la méme valeur tout le long de la cellule/{60 mV), laAW; sera plus
importante du c6té de la cellule faisant face adte que celle faisant face a la cathode. A la
vue de ces équations et du phénomene délectroporat existe donc une valeur de
différence de potentiel membranaire critigdéV¢;), ou se forme un premier porEigure
[1-31). A la suite de nombreuses expériences, cetteivalété évaluée a environ 0,2-0,3V et
cela, quelque soit le type de cellule [152]. A laevde ce résultat, on en conclut que
I'électroporation de la cellule est d’autant plogpbrtante que le champ est élevé et que la
cellule est volumineuse.
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Figure 11-31 : Diagramme schématique de I'électropmtion d’une cellule (a,b,c)[Zimermann][1]. A) Pour que les
premiers pores se forment, il faut dépasser la vale d'intensité de champ critique Ec. B) Plus le chanp est
intense, plus les pores se forment loin de I'équatede la cellule. C) En prenant en compte le potergl
transmembranaire de la cellule au repos () on s’apercoit que le champ est plus intense cé@ode (les potentiels
sont dans le méme sens). D) Mise en évidence dsymétrie de I'électroporation de la membrane a I'ale d’'un
marqueur fluorescent (iodure de propidium) [Rols][2].

La perméabilisation de la membrane permet ausgiél@étration de molécules a
lintérieur de la cellule. Cette technique est ailmsgement employée pour introduire de
I’ADN dans le cadre de la thérapie génique [153]e B donné lieu également, a la mise en
place d’'une nouvelle thérapie anticancéreuse edtébchimiothérapie. Celle-ci est basée sur
I'injection, a I'aide de I'électroporation, d’'un {@sant poison (bleomycin) directement dans le
cytoplasme des cellules cancéreuses [154]. Si soumettons maintenant, un couple de
cellules & un champ électrique intense (>1kV/crajsmallons électroporer leur membrane sur
une importante surface. Si ces cellules sont aesol®us pouvons observer leur fusion
(Figure 11-30). C’est ce que I'on nomme ['électrofusion. Ce phr@@éne est dépendant des
mémes parameétres que ceux de I'électroporation ajoytant I'élément indispensable : un
contact entre les cellules.

i

Champ électrique intense

Application d’un

Figure 11-30 : A gauche, schéma représentant deux @embranes cellulaires (rouge et verte). A droite, $ie a I'application
d’'un champ électrique les membranes sont partielleent détruites, ce qui permet la fusion (inspiré dgSchaper][25]).
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3. Une vision de I’électrofusion un peu plus proche de la réalité

La théorie de I'électroporation que nous venondarder a I'avantage d’étre simple a
appréhender : le champ électrique forme des trousve@au de la membrane ce qui induit un
flux entre les milieux extracellulaire et intracgdlire. Cependant, ces pores n’ont jusqu'a
présent jamais été observeés, d’ou une remise estignede cette théorie. Peut-on alors
expliquer ce phénomene de transport au travera deeibrane sans la notion de pores ? Pour
certaines équipes, cela semble plausible, méneepdidnomene n’est pas encore bien compris
[52]. Pour d'autres, seule la théorie des poresergalable pour expliquer les résultats
expérimentaux [155]. A la vue de ces divergencastatprétation, il parait plus convenable
de modifier le nom électroporation en électropetnié&ation. Ce terme étant dans tous les
cas, physiquement juste.

Si les différentes équipes sont en désaccord esgutc provoque la perméabilisation
de la membrane, il existe un certain consensuesutifférentes étapes de ce phénomene. On
peut ainsi le décrire en cing phases [156]:

- Déclenchement de la perméabilisation de la menebsaite a I'application d’'un
champ électrique critique qui augmente considénabig le potentiel
transmembranaire (échelle de temps : us).

- Expansion du phénomeéne tant que le champ électesumaintenu supérieur a la
valeur critique. La membrane est alors perméabtenaacromolécules (échelle de
temps : entre pus et ms).

- Stabilisation, dés que l'intensité du champ estriefire a celle de I'étape 1. La
membrane se réorganise tres rapidement mais rest@épble aux petites
molécules (échelle de temps : ms).

- Récupération, les fuites sardlmatéedentement (échelle de temps : s).

- Effet mémoire, la membrane ne fuit plus mais sepnétés structurales prennent
plus de temps a se stabiliser (échelle de temps : h

Dans le cadre de I'électrofusion, la fusion engg tellules peut se produire durant
l'étape 2, 3 ou 4. En effet, des expériences mohtopie des cellules préalablement
électroporées, puis mises en contact, fusionneb?7][1Apres la fusion le temps de
récupération est encore plus long, en particuliecala réorganisation du cytosquelette
(échelle de temps : h).

Revenons maintenant aux phénomenes de perméabilisai I'observation ne permet
pas de mettre en évidence des pores, le calcuhifoamjourd’hui un outil intéressant pour
modéliser les effets d’'un champ électrique intesiseune membrane cellulaire. Elle ouvre
ainsi de nouvelles hypotheses pour expliquer caqhéne:

- Lorsque l'on veut électroporer une cellule, la @&iéince de potentiel
transmembranaire doit étre d’environ 0,2 V. Orplambrane ne mesure que
5nm ce qui génére un champ électrique de plus d&1\tin (proche des
valeurs de champ se produisant lors d’'un éclaie).cBamp intense va donc
exercer une force de pression sur la barriéreitjpal de la membrane. Ce
phénoméne d’électrocompression aménerait les deughes lipidiques a se
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resserrer l'une contre lautre. Cette déstabilisati provoquerait une
perturbation importante dans I'empilement des &pidcet favoriserait ainsi
directement ou indirectement sa perméabilisation.

- Une autre conséquence de I'hyperpolarité serapélaétration de molécule
d’eau dans les couches lipidiques (hydratationadenémbrane) qui pourrait
méme aller jusqu’a la formation de canaux d’eaws &sultats sont issus de
différentes simulations qui fixent toutefois commuendition des champs
électriques bien trop élevés (E~0,4V/nm) [158-1@H.tels champs appliqués
sur des cellules réelles, les détruiraient.

- Une autre théorie s’appuie sur le phénoméne déerdation des lipides, plus
connu sous le nom de flip-flop. Ce phénoméne esictérisé par le passage
d'un lipide d'une couche a l'autre. Des simulatioji$1] et surtout des
expérimentations [162] rapportent une augmentatsignificative de ce
phénomene suite a I'électroperméabilisation de éambrane. On peut de ce
fait imaginer que, si un grand nombre de lipideseseurnent, ils pourront telle
une roue a aubes, entrainer des molécules a tiaversmbrane.

Il existe encore de nombreuses autres théoriesnmep la réorientation des tétes
polaires, la formation de micelles [163], ou enclirgervention de protéines membranaires
dans le processus.ll.reste donc encore une large zone d’'ombre spetenéabilisation de la
membrane, mais les microsystemes joueront peutu@trele en permettant une meilleure
observation. Pour I'électrofusion, le phénoméneeasbre trés mal compris. On sait juste que
la perméabilisation permet la mise en contact @dlsles et qu’elle doit étre d’une intensité
bien supérieure a celle de I'électroperméabilisafid®4]. Si la théorie de I'électrofusion reste
encore a élucider, son application a été mise aregbar de nombreux systémes.

4. Dispositif macroscopique pour I'électrofusion
Au cours du {1 chapitre, nous avons abordé les travaux de difféseéquipes ayant
utilisé I'électrofusion. Toutes ces études étalmmées sur un appareillage macroscopique et
suivaient des protocoles expérimentaux différefutslysons donc ces techniques en détail.

a) Appareillage et protocole expérimental

La grande majorité des biologistes ou cliniciengaés a faire de I'électrofusion ont a
leur disposition des équipements permettant dépoter des cellules. Ces dispositifs
commerciaux comprennent une cuvette en plastigdelet parois métalliques constituant les
électrodes (généralement en aluminiufiy@re 11-32). Ces cuvettes sont ensuite connectées
a un générateur qui délivre, via les électrodes, plidses de tension. Dans le cadre de
I'électrofusion, I'appareillage électronique estdifii@ pour fournir un champ alternatif de
faible tension. Certaines cuvettes ont toutefoés agitimisées pour I'électrofusion, comme
celles développées par Zimmermann. Celles-ci somgtituées de deux fils de platine bobinés
I'un en face de l'autre, de telle sorte que I'espanter-électrodes soit de 200um. La solution
est contenu dans I'espace inter-électro&agufe 11-32).
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Figure 1I-32 : A) Cuvettes constituées d’'électrodeautilisées pour électroporer ou électrofusionner) Cuvette
optimisée pour I'électrofusion et schéma du princip de fonctionnement. C) Multiporateur permettant dedélivrer
le champ électrique dans une cuvette standard ou imisée (société Eppendorf).

Si la plupart des équipes se servent d’'un équipesiamilaire, le choix du protocole
expérimental est lui plus disparate. La grande niéjsuit tout de méme une démarche
similaire, seuls les parameétres électriques changanpremiére étape consiste a accoler les
cellules entre elles. Pour cela, on applique ubldathamp électrique souvent alternatif, qui
sous I'action du dip6le induit, va attirer les ol entre elles, formant alors « des colliers de
perles ». La seconde étape réside dans I'applicdicforts pics de tension pour provoquer la
fusion des cellules. Enfin, pour garder les ceitda position il est conseillé de soumettre a
nouveau les cellules a un faible champ électridpgeratif durant un court moment.

Auteur Année Milieu de Fusion Cellules Alignement Fusion Post-Fusion
/ml
Scott-Taylor 2000 Isotonique, 0,3M de 1,5.16 DC, 100V/cm, 600V/cm 5 min repos
et al.[85] sucrose, NaCl 5s
Parkhurst et 2003 5% glucose, 0,1mM1.10 AC, 150V/cm, 1,2kV/cm, 5 min repos
al.[165] Ca, 0,5mM Mg, 0,3% 10s 25us, 1 pulse
BSA
Trevor et 2004 Isotonique, sorbitol, 2.10 AC, 100V/cm, 2kV/cm, 40us, AC, 112V/cm,
al.[166] milieu commercial 30s 4 pulses 55s
Zimmermann 2006  Hypotonique, 75mM 2.1¢ AC, 900V/cm, 1,5kV/cm, AC, 500V/cm,
et al.[49] Sorbitol, 0,21mM Ca, 2Mhz, 20s 40us, 3 pulses 30s, puis 10
0,5mM Mag. min repos

Tableau 1I-2 : Comparaison de quatre protocoles suig pour électrofusionner des cellules cancéreusesdes cellules
dendritiques.

Le Tableau lI-2recense différents travaux de recherche ayantiraugsionner des
cellules dendritiques avec des cellules cancére@esemarque que le protocole est optimisé
au fur et a mesure des années, en particulier dlagohase d’alignement. L'usage d’'une
tension continue est rapidement écarté. Son engdbien effet nocif pour les cellules,
entrainant des réactions électrochimiques au nideawélectrodes [27]. Aujourd’hui, ce sont
les travaux de Zimmermann qui font référence, awecendement de fusion d’environ 20%
(mesure FACS et analyse au microscope). Mais, arrdsultat ne s’explique pas que par un
choix judicieux des parametres électriques, ilaestsi d0 en partie aux propriétés du milieu.
Regardons alors ce qui fait un bon milieu d’éldctson.
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b) Choix du milieu d’électrofusion

Pour élaborer au mieux le milieu cellulaire destin€électrofusion, analysons les
principales contraintes. Premiérement, nos travaomt basés sur I'emploi de champs
électriqgues qui sont pendant de courts instanssitiénses (€lectrofusion). Deuxiemement,
nous devons préserver la viabilité cellulaire. Refait, 'usage de champs électriques nous
oblige a limiter la concentration en ions de lausoh pour diminuer au maximum la
conductivité et ainsi réduire 'augmentation dedmpérature par effet Joule (voir 11.D.3). De
plus, dans le cadre de la DEPp, il nous faut unemimoins conducteur que celui du
cytoplasme de la cellule (~0,4SYn Cette réduction de la concentration en ions ar po
conséquence de rendre la solution hypotoniquetrd dfexemple, une cellule présente dans
une telle solution éclate rapidement sous la psasssmotique (voiFigure 11-33).

GLOBULE ROUGE

crénelé normal gonilé lyss
Coneentration
&

woruque de l'espace 4
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Figure 11-33 : Réponse d’'un globule rouge soumis différentes concentrations ioniques du milieu
extracellulaire [Watson][6].

Le phénoméne mis en jeu est en fait lié a I'éqrelibydrique dans la cellule. C'est-a-
dire que la membrane se comporte comme une barsémd-perméable séparant deux
solutions de concentrations différentes. Dans sg @@s solutions exercent sur la membrane
une pression proportionnelle a leur concentratisfin d’équilibrer cette pression, un flux
d’eau du milieu hypotonique vers le milieu hypertue va se produire a travers la
membrane. Lorsque la concentration entre les delieux est identique, on obtient des
milieux dits isotoniques. Une cellule immergée dang solution hypertonique aura donc
tendance a se rétracter suite a la sortie de Btanversement a gonfler en présence d’un
milieu hypotonique. Dans les cas extrémes de swisitirées hypertoniques (eau de mer) ou
tres hypotoniques (eau distillée) la cellule seraudte. C’est donc pour ces raisons que nous
devons rétablir une osmolarité suffisante pourlgsecellules survivent (~300mOsm/l, qui se
lit Miliosmolesl/litre). La solution consiste a inttuire dans le milieu une molécule perméable
a la membrane cellulaire, non conductrice et neugte pour les cellules. Le choix se porte
trés souvent sur I'emploi de sucre (glucose, sokrbi) soluble et peu codteux. Ainsi, en se
reportant aurableau -2 on constate que la concentration en ions ne septé en général
gue 0,6mM (millimolaire = millimole/litre), soit wn osmolarité avoisinant 2mOsm/l. En
ajoutant simplement une concentration d’environn380de sucrose, on retrouve une solution
isotonique pour les cellules.
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Un autre facteur important pour les cellules esphe (potentiel Hydrogéene) de la
solution. Celui-ci doit étre conservé proche de Pdur garder cette valeur constante dans le
temps, on peut avoir recours a un tampon conditu@acide faible et de sa base conjuguée.

Une fois notre solution apte a recevoir des cedluleest possible d’optimiser certains
éléments pour améliorer le rendement de fusionsiAlutilisation de cations comme le ¥fg
et le C&" facilite la fusion et lzicatrisationdes cellules. De méme, I'ajout d’albumine (trés
grosse protéine) aide a augmenter le rendemenisitenf sans en connaitre encore la raison
[1]. Il est aussi recommandé de garder une températu milieu entre 20 et 30°C. Enfin,
nous avons vu aFEquation 1lI-1ue plus la cellule a un rayon important, plusstifacile de
la perméabiliser. Elle est aussi plus sensible BH® (voir Equation 11I-§. En partant de ce
constat, il peut étre intéressant de faire groksicellule. La technique consiste alors a
modifier le milieu isotonique en un milieu hypotque. La cellule va ainsi gonfler. Mais, si
I'on utilise simplement du saccharose, la celldeaw bout de quelques minutes reprendre sa
forme initiale (comme en milieu isotonique) en waatt ses canaux. Pour pallier ce
phénomene, il suffit d’utiliser du Sorbitol [49].eli-ci étant plus petit, il passe plus
facilement a travers les canaux de la membran®rapense ainsi le reflux généré par ces
mémes canaux. Les cellules ainsi gonflées ont dgtosquelette dissous et ont donc une
forme plus sphérique et une surface lisse, ceayilite ainsi le contact entre les cellules. Ce
type de milieu engendre un stress cellulaire, tl d@snc conseillé de limiter le temps
d'immersion & 30 minutes.
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Figure 11-34 : A) Effet d’'une solution hypotonique versus isotonique a base de sorbitol sur le diamétde

cellules Jurkat. B) Cellules Jurkat immergées dansne solution de sorbitol de 75mOsm. C) Evolution du
volume relatif de cellules Karpas en fonction du teps sous Sorbitol et sous Trehalose [Zimermann][49].
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5. Dispositif microscopique pour I'électrofusion

Les dispositifs macroscopiques ont I'avantage d’édiciles a mettre en place et sont
déja commercialisés. Pourtant, leur rendement restez faible (<20%) et les hybridomes
ainsi obtenus, comprennent souvent bien plus d& dellules, limitant probablement leur
activité biologique (voir chapitre 1). Nous avona dans les chapitres précédents que les
dispositifs microscopiques ont la capacité de cbdeitravec finesse le déplacement et le
placement de cellules. Toutefois, les microsystenéegloppés pour fusionner avec précision
et en grande quantité deux types cellulaires distiisont plutbt rares. Les premiers sont
apparus au début des années 90, mais sont resté&xpieités jusqu’'aux années 2000. On
note toutefois un regain d’intérét depuis trois pogr cette thématique.

Le nombre de dispositifs étant limité nous allomsstles aborder, en les classant par
groupes de techniques similaires.

a) Dispositif a électrodes interdigitées

A ma connaissance le plus ancien document reliatnception d’'un microsysteme
pour I'électrofusion (voilFigure 11-35) est un brevet datant de 1988 déposé par la édoiét
Pont de Nemours [167]. Celui-ci décrit un dispbégtjuipé d’électrodes fines interdigitées,
couplées a un canal microfluidique. Le processusgsez simple : on introduit une mixture
comprenant les deux especes cellulaires a fusionade canal, puis a I'aide de la DEPp, on
bloque et on positionne les cellules. Ensuite, wisgde tension est envoyé pour fusionner les
cellules (~2kV/cm, 12us). Trois exemples a la findbcument relatent la réussite de I'emploi
d'un tel systéme pour la production d’hybridomeslide a la synthése d’anticorps. Ce
dispositif est assez archaique, mais préfigure tEgafuturs microsystémes, en couplant
fluidique et DEP.

A o= B
26 -

- P i

7'/"( ‘JfEE o /|

IRV 4

N A

1'5'7/ Silicon
waler ———

al#

- N—— _:

; ;z/ A
= substrate

Figure 11-35 : A) Schéma des différentes couches diysteme développé par Du Pont de Nemours. B) Schetate
principe du dispositif concu par Tresset et al.

Cover glass _—"
with PDMS ~

Liposomes in solution

Il faudra attendre 2004 et les travaux de Tredsal, @our retrouver un systeme et un
protocole comparables [168]. Ce dispositif a étdt e méme, optimisé en étant équipé
d’électrodes épaisses en silicium fortement dogéleasmp uniforme dans lI'espace) et d’'un
design d'électrodes favorisant un champ électriqiiense dans un espace plus localisé.
Cependant, leurs travaux se limitent a la fusiofipesomes, bien plus faciles a fusionner que
des cellules de mammiféres. On ne peut donc comfgmnrerendement de fusion avec ceux
observés dans les dispositifs macroscopiques. ar@plus tard, une équipe chinoise a repris
ces travaux en métallisant cette fois-ci les ébeles épaisses de silicium pour améliorer leur
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conductivité [169]. Leurs résultats sont malheuveeusnt focalisés sur la fusion de cellules
végétales (protoplastes de mésophile de concondireglonc non exploitables pour les
comparer avec les résultats précédents.

b) Dispositif a base de structures isolantes

A ma connaissance un seul dispositif représente catégorie. Il a été développé a la
fin des années 80 par Washizu et al [143] (Vogure 11-36). Nous en avons déja discuté
durant I'étude sur la DEP (D.4.d)). Son design iagtressant sur plus d’'un point. Tout
d’abord, I'emploi de structures isolantes permet fdemer une cartographie de champ
favorable a la capture par DEPp d’'une cellule ea paosition bien précise. Ensuite, ces
mémes structures font office de parois, permetthntdélimiter deux canaux. Ainsi, en
injectant un type cellulaire précis dans chacunademux et en soumettant ces cellules a la
DEPp, le dispositif permet la mise en contact dexdeellules distinctes. Remarquons qu’en
utilisant la DEPp, les cellules se placent dans moee de maximum de champ, donc
particulierement favorable a I'électrofusion. liffftudonc maintenant d’appliquer un pic de
tension pour provoquer la fusion des deux cellidessi piégées. Ce microsysteme est
cependant limité par un nombre de fusions d’'un¢ades par jour, donc incompatible avec un
traitement clinique nécessitant au moing hgbridomes (On suppose que les hybridomes
issues de la fusion entre seulement deux cell@ems plus actifs, sinon il faut compter au
moins 18 hybridomes). Toutefois, nous verrons par la scitmment résoudre ce probléme

en parallélisant simplement cette structure.

Cellule & Cellule B

Tsclant

Froduit de
Freion

Figure 11-36 : Principe et photos du dispositif déeloppé par Washizu et al pour fusionner avec
précision deux types cellulaires différents.

Produit de
fusion

c) Dispositif basé sur la fonctionnalisation de surface par
anticorps
Ces travaux reposent sur le travail d'une étudiant¢éhese de l'université de Bremen
[112]. Son théme de recherche est identigue au ,mieat en étant focalisé sur
immunothérapie du cancer du sein. Elle a doncetigpé plusieurs microsystemes dans le
but d’électrofusionner des cellules dendritiquescades cellules cancéreuses de sein. L'un de
ces principaux dispositifs est concu de la facownasue (voirFigure 11-37):
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- Une premiére étape consiste a fabriquer de simfllasrodes planes séparées
d’une centaine de micrométres.

- Ensuite, a I'aide de la technigue d’impressionmparocontact (voir II.C.5.a), elle
fonctionnalise cet espace interélectrode en forndast bandes d’'une dizaine de
micrometres pour y greffer des anticorps spécifiqian type cellulaire.

- Puis, elle injecte les cellules qui interagissesgcaes anticorps. Elle obtient alors
des lignes de cellules d’'une méme famille.

- elle injecte ensuite le deuxieme type de cellules wennent alors remplir les
interstices. Elle crée ainsi des lignes de celldlssnctes.

- Enfin, elle applique le protocole électrique staddaDEPp (alignement et mise en
contact des cellules) et électrofusion.

Malheureusement, lors de ses recherches sur leeorgilarametre électrique de fusion
entre une cellule cancéreuse du sein et une calkieritique, elle a constaté que I'écart
d’intensité de champ entre les deux types cellega@tait trop important : 1.8kV/cm pour les
cellules cancéreuses et 8,5kV/cm pour les cellldeslritiques. Du coup, le champ permettant
la fusion des cellules dendritigues est beaucoop intense pour laisser les cellules
canceéreuses encore en vie. Elle n’a donc pas réudgenir d’hybridomes viables.

A Elechode (+)

Bectrode (+) ,Celitype 1
LEENENXNDII [Jyrees
LN ENKNENNIJ §EiS
ENENXNENNIEL.
Bectode [-)

Bectrode ()

m

§

= i -

} Cell ype 1

Anfibody
A Lines

i Anfibody
b Lines

P ) Y )
[
Dot
e o
Pt
ot = e
o=t <

- Cell type 2

£

§

Bectrode [

g

Figure 11-37 : Immobilisation et arrangement de celules par fonctionnalisation de surface avec des Hoorps
pour générer par électrofusion des hybridomes. A)@éma de principe du systeme B) capture d’'une fanid de
cellules arrangées sur des lignes paralléles. C) age MEB d’une cellule capturée par des anticorps [®aper].

d) Dispositif microfluidique

Il y a encore peu, je n'aurais pas abordé cettdoaiét pour fusionner des cellules.
Mais cela était sans compter sur les tout derniax@ux de I'équipe du professeur Voldman
publié en février 2009, pendant I'écriture de capstie [170]. Le dispositif €laboré est une
optimisation de celui développé pour capturer eangrnombre des cellules uniques (voir
C.2). Le principe du piége est cette fois-ci un péus complexe, mais reste relativement
simple a mettre en ceuvre (vaéirgure 11-38). Les résultats obtenus sont remarquables : ils
arrivent a former dans plus de 70% des cas, unlealgpcellules issues de familles cellulaires
différentes et cela a grande échelle (environ 1fi6fes). Leur étude ne s’arréte pas la, leur
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systeme pouvant étre équipé d’électrodes, ils coempda fusion par PEG a I'électrofusion
(voir Figure 11-38). Le constat est identique aux conclusions abardéecours du chapitre 1,
le rendement par électrofusion est meilleur queigedr PEG (au moins 2 fois supérieur,
selon leurs travaux). Cependant, dans un cas seotds PEG est recommandé : lorsque la
taille des cellules a fusionner est trop différgi@ie concordance avec les travaux précédents).
Remarquons que dans le cas de I'électrofusiontédsiperent plus de 50% d’hybridomes
parmi toute la population cellulaireqir Figure 11-38), soit plus que le rendement théorique
maximum dans le cas de l'utilisation d’'une cuve@e.rendement peut méme monter jusqu’a
90% si I'on ne prend en compte que les couples ekules! Enfin, durant leur
expérimentation d'électrofusion, ils utilisent lalieu mis au point par Zimmermann (voir
Tableau II-3 et un protocole électrigue assez proche (mémeérgtaur de pulses société
Eppendorf).
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Figure 11-38 : a,b,c) principe de la capture de cdliles pour former des couples de cellules différesat a. la
premiére famille de cellules (vertes) est piégéd'arriere de la structure, b. puis en inversant leflux, celles-ci
sont capturées a I'intérieur de la structure (rappéons que le liquide peut circuler sous la structureen forme de
fer a cheval), c. enfin, il ne reste plus qu’a enyer I'autre famille de cellules (rouges) pour forme les couples.
d) Vue d’ensemble des pieges avec leurs couplescddiules (barre d’échelle 200um). e) rendement dadion
parmi les paires de cellules. d) rendement de fusieen prenant en compte toutes les cellules. [Voldmp
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6. Conclusion

Les macrosystémes pour I'électrofusion nous peenttle bénéficier d’'une base de
données comparative sur les conditions d’électrofuginsi, le choix d’'un milieu faiblement
conducteur et hypotonique semble le plus adapté.pictocole électrique est lui plus
disparate, car dépendant des cellules a fusio@egendant, la plupart des expérimentations
commencent par appliquer un champ alternatif deelsalnéquences (DEPp) pour mettre en
contact les cellules et/ou les placer. Ensuitechescheurs les soumettent a de courtes (<100
KUS) mais intenses impulsions électriques (>1 kV/demfin, I'application a nouveau de la
DEPp, pour garder en contact les cellules, semble Bénéfique pour améliorer les
rendements. Toutefois, ces dispositifs montrent lieuite avec un rendement (<20%) et une
gualité d’hybridomes discutable (multinucléés). D'd'intérét de se tourner vers les
microsystemes qui offrent la possibilité d'étre’éclelle de la cellule et donc de pouvoir
mieux la manipuler. Le nombre de travaux dans caite reste néanmoins faible, sGrement
en partie du fait de la difficulté a former en gtamombre des couples de cellules de types
différents. Quelques travaux arrivent tout de mé@nfianchir cet obstacle, en particulier ceux
de Washizu et de Voldman. Ces derniers nous mdniieechemin a suivre et confirment
l'intérét de développer des microsystémes pouygge t'application. Leur réussite est due en
grande partie a l'optimisation de la cartographie champ électrique et/ou des flux
hydrodynamiques (microfluidique). Dans le cadre deamps électriques, I'emploi de la
diélectrophorese positive se révele particulieranpedicieux, puisqu’elle place les cellules
dans les zones les plus favorables a [Iélectrofusiénfin, les travaux de Voldman
corroborent I'avantage de ce type de microdisdegitbur analyser en temps réel le processus
de fusion, en particulier a I'aide de cellules mgres par des molécules fluorescentes.

Tout au long de ce chapitre, nous avons discutéadess a I'échelle microscopique et

de leur utilisation dans des microdispositifs. Bl@llons maintenant aborder les aspects
concernant la fabrication de ces microdispositifs.
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F. Microtechnologies pour la microfluidique

1. Introduction

En introduction de ce chapitre, nous avons aboe#e débuts de [I'histoire des
microtechnologies. Celles-ci ont aujourd’hui bierl@é et on ne compte plus le nombre de
procédés pour élaborer des dispositifs de pludwengomplexes. Notons que dans notre cas,
les principales difficultés sont de réaliser desroganaux avec un rapport de forme important
et des électrodes épaisses. La fabrication seelafimée dans le chapitre 3. Cependant, nous
prendrons en compte dans cette partie leurs catggad’intégration dans le dispositif. Au
début des années 90, les techniques les plus eégs@our la microfabrication de canaux,
étaient basées sur le silicium et le verre. Camigoes sont toutefois complexes et colteuses
a mettre en place, particulierement dans notreogdses parois des microcanaux mesurent au
moins 30 um de haut et 50 um de large. Autre p@ghtif pour le silicium, celui-ci n'est pas
transparent. Toutes ces contraintes limitent doandgment la créativité des chercheurs, tout
du moins jusqu’en 1998. En effet, a cette époquarticle est publié qui expligue comment
élaborer rapidement et pour un faible colt, desopypes pour la microfluidique [171]. La
clef de la réussite de ces travaux repose surastaghere particulier, le PDMS. Aujourd’hui,
cette technique est massivement utilisée dansalewdtoires de recherche et la plupart des
microsystemes dont nous avons discutés précédemeuarit basés sur celle-ci. Nous
aborderons donc, dans une premiére partie ce ¢thcixologique. Ce procédé n’est pas sans
défaut, ainsi il ne convient pas a une applicatiwlustrielle pour de multiples raisons. C’est
pourquoi, dans une deuxiéme partie nous préserstenomprocédé exploité par les industriels,
bien plus colteux a mettre en place, mais trésess@nt dans le cadre de la production de
masse. Enfin, nous finirons par une technique kighi la fois robuste et peu colteuse basée
sur un polymere bien connu, puisqu’il est emplogégle protocole des dispositifs a base de
PDMS : la SU-8.

Dans ce chapitre nous abordons quelques technigienicrofabrication pour des
applications microfluidiques, pour d’avantage éeads on se rapportera a : [3, 8, 31, 172].
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2. Microtechnologie PDMS

Le PDMS (Polydimethylsiloxane) est un polymére biemnu qu’ on retrouve a titre
d’exemple dans les shampoings, dans les graidsameées [4]. Mais ce n’est pas sous cette
forme chimique qu’il nous intéresse. En effet, st alors trop visqueux pour permettre de
former une structure solide. En revanche, en hutant un agent pontant (réticulant) et en le
portant au dessus de sa température de polyménsatvr0°C), il se transforme rapidement
en un élastomere aux propriétés fort intéressahessprincipales caractéristiques qui ont fait
son succes sont : sa biocompatibilité, sa por@sité gaz, mais pas a l'eau, sa trés bonne
transparence dans le visible, sa faible énergudace et enfin la possibilité de I'oxyder par
plasma. En utilisant ces caractéristiques, on falegemicrocanaux par moulage. Le principe
est le suivant (voifFigure 11-39): on coule tout d’abord un mélange de PDMS avet so
réticulant sur un moule dur. Ce moule est fabrignégénéral a I'aide d’'une résine épaisse
comme la SU-8, ou parfois, en employant un wafesitieium préalablement micro-usiné.
Ensuite, on met le tout a réticuler pendant queddueures, entrainant la solidification du
meélange. Une fois sortie du four, il faut démouéestructure en PDMS. Deux propriétés du
PDMS vont alors grandement nous faciliter la tagheemierement, étant un élastomeére, il se
déforme facilement sans casser et deuxiemementt aye faible énergie de surface, il se
décolle aisément. A ce niveau de la fabricatioestl déja possible d’exploiter cette structure
en PDMS en [l'utilisant comme un tampon (voir C.5@gpendant, dans le cadre d’'une
application microfluidique, il nous faut encore eeher cette structure pour finaliser les
canaux. Cette étape est réalisée simplement ensaxpsimultanément notre structure
préformée et l'autre structure a accoler, & unméad’oxygéne. A la fin de cette opération, il
suffit de mettre rapidement en contact les surfaessstructures pour les sceller. En suivant
ce protocole, le PDMS peut adhérer a du siliciumyelre ou a lui-méme.

C

A

= PDMS
B Moule

& Substrat

D

Figure 11-39 : Schéma du procédé PDMS. A) Coulageudmélange PDMS-+réticulant sur le moule, B)
Mise au four pour accélérer le durcissement du PDMSC) Démoulage, D) Apres le plasma Qes
deux structures : PDMS+substrat sont apposés pourenformer plus qu’un.

Ce procédé de fabrication est rapide En quelqueskaenous pouvons disposer d’'un
microsysteme prét a I'emploi. De plus, il ne néitegsas l'usage de machines sophistiquées
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ou d’'une salle blanche. Seule I'élaboration du radidxige, mais il pourra aisément étre
sous-traité. D’autant plus que celui-ci est résditile un grand nombre de fois, limitant ainsi
son co(t de réalisation. Tous ces avantages driddaiette technique la voie de prédilection
pour concevoir des dispositifs microfluidiques ddes laboratoires de recherche [173].
Pourtant, ce matériau n’est pas sans défaut, ¢éicydear durant I'étape d’alignement entre les
deux structures a coller. Si nous restons danadesienple ou I'une des structures joue le role
d’'un simple couvercle ou capot, cette étape rest@ale. Par contre, dans le cas ou les deux
structures ont un design complexe, par exempleaesux pour 'une et des électrodes pour
l'autre, l'alignement se révele une tache parter@iment ardue. D’autant plus qu’il doit se
faire en moins d’'une dizaine de secondes. Si l'jouta a cela des électrodes épaisses, la
mission s’annonce fort compliquée. Un autre prolelésa pose dans le cadre d’une utilisation
multiple du dispositif qui nécessite un nettoyage ges solvants et/ou des acides ou bases
fortes. Le PDMS a en effet une trés mauvaise a¥gisten dehors des solutions a pH neutre.
De plus, l'usage d’'un grand nombre de solvantpesdcrit, car il leur est perméable [174].
Son emploi se limite donc principalement au prgiate rapide et a des dispositifs a usage
unique. Enfin, son industrialisation s’avere diféca mettre en ceuvre, en particulier lors des
étapes de démoulages et de collages. Notons ausscey matériau a tendance a se salir
rapidement.

3. Micromoulage par injection ou compression

La microtechnologie appliquée a la microfluidiqust ane thématique de recherche
encore jeune. Par conséquent, les techniques g¢éss ont principalement pour objectif de
produire des prototypes et non une production desmaCependant, un procédé issu de la
plasturgie semble I'une des voies les plus promasé® pour ce type de production : c’est la
technique de micromoulage par injection ou compoegd 75]. Commencgons par la méthode
par injection. Celle-ci est massivement employéer gabriquer les jouets en plastique. On
reconnait d'ailleurs facilement 'usage de cettehtelogie en regardant si la structure en
plastique possede a l'une de ces extrémités uhgrgtit. Sa présence trahit en fait I'endroit
ou I'on a injecté le plastique a l'intérieur du n@uEn effet, le principe réside dans l'injection
d’un thermoplastique chauffé de facon a étre danétat liquide trés visqueux (température
supérieure a la température de transition vitrdyge Lorsque ce thermoplastique refroidit, il
garde par la suite la forme du moule. Le mouletdtamé de deux structures il suffit a la fin
du procédé de les séparer pour récupérer le comipesalastique. Les principaux plastiques
utilisés sont le polymethylmethacrylate (PMMA) etpolycarbonate (PC). Une machine de
moulage par injection est capable de produire gu400 dispositifs par heure. Toutefois, ce
type d’équipement colte trées cher a l'achat et dgetbppement de moules ayant une
résolution micrométrique augmente encore ce colisMans le cadre d’'une application
industrielle, les codts initiaux peuvent étre tidportants, car ceux-ci seront amortis par le
grand nombre de dispositifs produits.
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i () and (3)

Figure 11-40 : A) Procédé de moulage par compressio: 1. Chargement du composant dans la demi-partieasse
du moule 2&3. Compression et chauffage 4.Ouverturdu moule et expulsion de la piéce [8] B) Principeud
moulage par injection : 1. Vis d'injection 2. Alimentation en matériau 3. Buse d'injection 4. Partieike du moule
5. Piece 6. Partie mobile du moule [4] C&D) ApplicBons & des microdispositifs par compression [53} par
injection [55] respectivement .

La technique de compression est assez similaiti@jaction. Le moule est lui aussi
divisé en deux parties. Sauf que cette fois-amédériau thermoformable est placé avant dans
le moule du bas. Ce matériau peut étre sous laefai@rpoudre, de liquide visqueux ou solide.
Une fois le moule du bas chargé, on vient pressendtériau a I'aide de l'autre partie du
moule pour que celui-ci prenne la forme du moulés n chauffant le tout, le matériau se
polymérise et ainsi se durcit. Il ne reste plusagwuvrir le moule pour extraire la piece. Ce
procédé est plus simple a mettre en place et nooititeux que I'injection, par contre le cycle
de fabrication d’'une piece est plus long. Notons ge nouvelles technologies comme le
coulage sous vide permettront peut-étre de linkteo(t d’achat en simplifiant I'appareillage
et la conception des moules, mais tout en gardabbu niveau de production [176].

Dans le cadre de notre application, ce type deda@®cencontre les mémes problemes
d’alignement et d’intégration des électrodes quexaicrits pour le PDMS. En revanche, il a
lavantage d'étre compatible avec un large choix matériaux et bien sdr, il est déja
industriel.

4. Microtechnologie SU-8

En recherchant les meilleurs compromis pour coricenaire microsysteme, la résine
SU-8 [177] et les technologies récemment dévelappéarr son utilisation, se sont révélées
les plus adéquates. A la base, la SU-8 est uneerégioxy négative surtout connue pour son
haut aspect de forme (c'est-a-dire que les strestainsi fabriquées peuvent étre beaucoup
plus hautes que larges) et ses structures 3D [C7&$t pour ces raisons qu’elle est devenue
la candidate idéale pour réaliser les moules darcadre de la technologie PDMS. Mais ses
avantages ne s’arrétent pas la, elle a aussi walenxte résistance aux produits chimiques
(acide ou basique), elle est transparente, bioctbipa[179-181] et sa température de
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transition vitreuse est tres basse (<65°C, casréticulé). Cependant, il y a encore quelques
années, son utilisation pour la conception de camaigrofluidiques restait difficile, voire
impossible a mettre en ceuvre dans notre cas.

Uy Uy

B SU-8 non réticulée [ SU-8 réticulée

Figure I1-41 : Principe théorique pour réaliser uncanal en SU-8. A) Enrésinement de la premiére couch®)
Insolation des parois. C) Enrésinement de la deuxiearcouche et insolation du capot. D) Développement.

Rappelons que la résine SU-8 est négative, cetdfisigjue lorsqu’elle est exposée a
un rayonnement Ultra Violet (UV), elle va se polyisér et donc se durcir. Ainsi, si I'on
recouvre une surface de SU-8 et que l'on exposdersent certaines parties aux
rayonnements UV, lors du développement, seulegddges insolées (qui ont vu les UV) vont
rester. C’est le principe de la lithographie. Entgnat de ce procédé, il vient rapidement une
idée simple : on étale tout d’abord la SU-8 sursubstrat a I'aide d’une tournette, puis on
I'insole de telle fagon a former les parois desatam Ensuite, on enrésine a nouveau une
nouvelle couche de SU-8 par-dessus, pour formeapot. Apres, on insole cette nouvelle
couche pour qu’elle durcisse. Enfin, il ne restasplju’a développer pour enlever la résine
non insolée et on obtient des canaux [182] (Wgure 11-41). Cette technique simple en
apparence, se révele particulierement difficilegitra en ceuvre, car la résine SU-8 laisse tres
bien passer les UV. Ainsi, lors de l'insolation wé&ucouche supérieure, la couche inférieure
est elle aussi touchée par le rayonnement. Cetlaitpue est donc peu reproductible. Pour
pallier ce probleme de pénétration du rayonnemetravers les différentes couches, des
eéquipes ont proposé d’intercaler un bouclier aiti-test-a-dire une couche métallique [183,
184]. Cette technique a le mérite de fonctionneajsnelle complexifie le processus de
fabrication et surtout dans le cadre de nos reblestelle rend opaque la zone d’'intérét. Dans
la méme lignée, différents travaux ont utilisé fegpe de couches sacrificielles, avec de la
résine SU-8 dépourvue de molécules photosensiti@s] [ou avec d’autres résines [186].
Dans tous les cas, toutes ces techniques soutftentéme défaut qui est I'élimination de la
résine contenue a l'intérieur des canaux. En effetir des microcanaux longs et structurés
(ce qui est notre cas) le développeur aura beaudeupal a pénétrer et donc a dissoudre la
résine, laissant les canaux ainsi bouchés et mutdment inutilisables.

Pour résoudre ce probléme, une autre approche @aésée. Elle consiste a sceller
des microcanaux déja structurés par un colldgadingen anglais) SU-8/SU-8. Pour cela
deux procédés sont envisageables : par laminatigoao pression. La lamination repose sur
une machine équipée de deux cylindres s’appuyant dur l'autre. Il est possible de faire
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chauffer ces cylindres et de régler la force d’agxercée entre eux. Pour recouvrir les parois
des canaux, il suffit donc de passer ces strucawres un film de SU-8 entre les rouleaux. Ce
film de SU-8 est un assemblage d'un film plastigumepolyéthyléne téréphtalate (PET) et
d’'une couche de SU-8 non réticulée. Les rouleaux donc écraser et chauffer le film de
SU-8 sur les structures, permettant ainsi a céldecse coller. Ensuite, en insolant le tout on
obtient des microcanaux parfaitement recouverteket, quelque soient leur longueur et leur
forme. En répétant ce procédeé plusieurs fois, tilne@me possible de concevoir plusieurs
niveaux de canaux [187] (voirigure 11-42). Cette technique a aussi I'avantage de s’adapter
aux surfaces non planes et n‘’exigeant qu’'une medsiible entre les rouleaux, elle limite
drastiquement les écoulements intempestifs deaé€iependant, elle ne permet pas de coller
un substrat dur, comme une lame de verre, pourégeotle dispositif et faciliter son
interconnexion avec des systemes fluidiques exiéxieEn revanche, le procédé de collage
par pression peut souder un substrat dur sur ure.aBbn principe est fondé sur un
appareillage muni d’'un piston et de résistancesftdistes. Le piston va permettre d’écraser
les deux structures a unir, puis sous l'effet dprission et de la chaleur, les structures vont
se souder. Toutefois, du fait de la rigidité delssuats, leur surface doit étre la plus plane
possible sous peine d’obtenir un collage partieurRaméliorer le collage, on peut augmenter
la température, mais on risque alors de facilites dcoulements de résine SU-8 dans les
canaux. Pour éviter ce phénomeéne, une équipe agapintégrer des douves a c6té des
canaux pour étre remplies a la place des canau].[Btulement en procédant ainsi, on
complexifie de fagcon importante le design du digfo&/ne autre équipe préconise de coller
les différents substrats une fois ceux-ci insolésryse prévenir des flux de résine SU-8. En
contrepartie ce procédé est tres sensible a tétaurface [189].
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Figure 11-42 : Principe de la lamination et disposiif ainsi obtenus. (a) Lamination d’un film de PET+SU8 non
réticulée sur une structure de SU-8 réticulée. (Hnsolation du film. (c) Développement. (d) En répétat a,b,c on
obtient une structure 3D de microcanaux. (€) Décowpd’un dispositif pour observer les deux niveaux deanaux.
(f) Dispositif complet entierement en SU-8 [31][Abrall].
La SU-8 fonctionnant sur le principe de la lithqgree, son utilisation est donc
compatible avec des chaines de production de canfomicroélectroniques. Il est possible

aussi de l'intégrer avec des circuits CMOS.
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5. Conclusion
Les technologies existantes s’averent contraigsapbelr la réalisation du dispositif

visé pour notre application de fusion cellulair@tdmment du fait que I'on cherche a intégrer
des électrodes dans des microcanaux longs etigtacte procédé basé sur la résine SU-8
semble répondre a nos exigences: la SU-8 apparee robustesse importante a notre
dispositif, elle est transparente et biocompatilependant, les techniques mises au point
pour concevoir des canaux en SU-8 ont chacune propes défauts. Nous nous proposons
de les combiner pour n’en tirer que leurs avanta@espoint sera développé par la suite dans
le chapitre 111.

G. Conclusion

Au cours de ce chapitre nous avons pu appréheiediet des forces prépondérantes a
I'échelle microscopique. Ainsi, la force de gravgei fait loi a notre échelle, se révéele
dérisoire a I'échelle microscopique. A I'opposés fierces insoupgonnées a notre échelle, car
bien trop faibles, deviennent prépondérantes @&cleslles microscopiques. C’est ainsi que de
nombreux microsystemes se sont développés, prbfitarmieux de ces lois d’échelle. La
force de diélectrophorese et la force hydrodynamigemblent les plus prometteuses dans
I'élaboration de notre dispositif. En effet, la derhydrodynamique déplace facilement des
cellules sur de longues distances sans risquerbelénces grace au flux laminaire. Pour sa
part, la force de diélectrophorése permet de plsgatialement avec précision et vigueur un
grand nombre de cellules en paralléle. C’est tantiqulierement la force de diélectrophorese
positive qui apparait étre la plus avantageuse tamsadre ndtre projet, car elle mene les
cellules vers les maxima de champ. Or, c’est pégoent en ces lieux que I'électrofusion se
fera le plus facilement. Ce phénomene d’électrofusést d’ailleurs encore aujourd’hui
difficile a appréhender. L’élaboration d’'un micreg§me comme le notre pourra peut-étre au
demeurant, aider a mieux le comprendre, en perntettme analyse plus détaillée.
L'utilisation de ces forces implique de multiplesntraintes comme la présence d’'un réseau
d’électrodes, de couches isolantes, de microcanallifaut donc trouver une technologie qui
s’y adapte au mieux. Le procédé utilisant la SW&-8nentre plus convaincant, méme s'il faut
tout de méme l'adapter a nos besoins.

Les choix stratégiques sont décidés, il nous faaihtenant les utiliser de la facon la

plus optimale pour arriver a nos fins. Cela impéigle mettre en ceuvre un design élaboré du
microsysteme et ensuite de réussir a le fabriquer.
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III. Chapitre III, Conception et Réalisation

A. Introduction

Au début de cette these, en 2006, les travauxliesiptéressants sur lesquels nous
pouvions nous appuyer étaient non pas les plusit®cmais ceux développés en 1989 par
Washizu etal (voir Chapitre Il électrofusionp Rappelons que cette équipe propose de
manipuler la cartographie de champ électrique @dale structures isolantes. Ce qui lui
permet de placer avec précision des cellules desizdnes de maxima de champ, zones
d’ailleurs propices a I'électrofusion. En partaet ce travail et en lui apportant de multiples
optimisations, nous avons ainsi élaboré notre grajispositif. Pour valider ces différentes
optimisations, nous nous sommes appuyés sur ugiébgle simulation des phénomeénes
électrostatiques. Ainsi, nous avions une premierdignation théorique de la cartographie du
champ électrique, ce qui nous permettait de dédyipgoximativement comment les cellules
allaient se comporter. De ces études, plusieufstactures ont été proposées, il nous restait
alors & les réaliser. Pour cela, j'ai eu accéscefarale de technologie MINERVEde I'lEF
(Institut d’Electronique Fondamentale) en tant guejet exogéne [190]. Au sein de cette
centrale, jai été formeé a l'utilisation des difééits appareils dont javais besoin. Une fois
familiarisé avec ces différents équipements, jesois lancé dans la fabrication des premiers
prototypes. Leur réalisation fut longue et fastidie, débouchant en plus sur des résultats
expérimentaux non concluants. Mais avec I'expégeacquise, la seconde génération de
microsystemes a commencé a livrer ses premierdtatssunotamment en observant le
déplacement de cellules par diélectrophorése ébugurun peu plus tard, en constatant la
fusion de cellules. Malgré ces premiers résultatoerageants, il restait encore beaucoup a
faire au niveau de l'optimisation du procédé deritation des dispositifs. C’est donc
jusqu'au dernier jour de ma thése que jai ceuvr&laboration d'un bio-microsysteme
comprenant des microcanaux, des électrodes épaissestout étant robuste et donc
réutilisable.

Dans ce chapitre nous allons essayer de montree wWiémarche scientifique pour
réaliser des dispositifs : en partant d'une idémimale qui est ensuite étayée par la
simulation, débouche sur un design optimal et fiait la fabrication du dispositif.

12 Microsystéme Imageries Nanosciences EnseigneneiteRche Valorisation Entreprise
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B. Conception : une idée, des simulations, un design.

1. Introduction

Avant de commencer avec les résultats de simulatours permettant d’obtenir des
images de cartographie de champ électrique trésesgantes, rappelons quelques regles de
bon sens. Tout d’abord dans le cadre de nos rded®rta simulation est un simple outil pour
valider une idée d’architecture d’un dispositifleghous permet ainsi de débroussailler les tres
nombreux dispositifs imaginés pour ne garder quexc@ossédant les meilleures
caractéristiques théoriques. Toutefois, rien nedeisimuler toutes les structures imaginées,
il faut déja vérifier que celles-ci soient réalilsbou tout du moins en partie. Pour cela il faut
simplement faire appel a ses connaissances enfabcication et/ou soumettre son idée a un
technologue. Durant ma courte expérience de teobnel j'ai vu bien trop de projets non
réalisés suite a une divergence trop importanteeamt dispositif donnant des résultats de
simulation trés encourageant, mais tout bonnenreddlisable ou si difficilement que les
propriétés tant recherchées étaient perdues. @étteen garde est d'ailleurs de plus en plus
d’actualité, avec la facilité que I'on a aujourd’'Buutiliser des logiciels de simulation comme
COMSOL pour caractériser des structures complexésne en trois dimensions. Ainsi, la
plupart des simulations présentées dans ce chafitné pris que quelques minutes pour étre
calculées et moins d’'une heure pour étre dessirgmde I'analyse des données demande
encore quelques heures de travail. Par contreird fallu plus de deux ans pour trouver un
procédé pour les fabriquer.

Toutes les simulations ont été effectuées souodeiel COMSOL Multiphysics
[191]. L'analyse graphique des données s’est ftes ce méme logiciel ou sous MATLAB
[192]. COMSOL est basé sur la modélisation et tautation de phénomeénes physiques
descriptibles sous la forme d'équations aux désiyeetielles (EDP). Dans le cadre de notre
application, nous nous mettons dans les condititn$électrostatique. C'est-a-dire que les
charges sont fixées dans I'espace, ou si elleplaaknt, elles le font comme un courant

continu dans un circuit, de telle sorte que le antreste constanu(vf= 0,rotE = 0).
Ainsi, I'équation a résoudre se limite a I'équatidite de Poisson :

—div(egrad U) = p
Avec ¢ la permittivité du matérial) le potentiel e la densité de charges. Nous avons donc
une fonction dérivée du gradient du potentiel ggpehd des coordonnées spatiales X, y et z.
C'est donc un systéme d'équations aux dérivéeglfst ce terme désignant simplement une
éguation différentielle ou la fonction inconnue g de plusieurs variables. Résolvons alors
ce systeme d'équations. On pourrait tenter undutéso "analytique" exacte, mais ceci n'est
possible que pour des cas simples, typiquemenystarae a deux corps comme un dipdle. Le
seul recours est de faire appel a des procédésrique® qui visent a fournir une bonne
approximation des valeurs de la solution. L'idéebdee est de "discrétiser” les équations,
pour cela on découpe l'espace en un nombre fimakeeaux (maillage) et I'on considére a
titre d'approximation que chacune des fonctionseéhercher a une valeur uniforme a
l'intérieur de chacun des morceaux. De cette man@r raméne le nombre d'inconnues du
probleme (les valeurs des fonctions) a un nombrie lfies dérivées sont alors approximées
par des différences ; par exemple, si I'on décdage des x en morceaux d'égale longueur
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Dx, la dérivée par rapport a x d'une fonction fpaint X0 peut étre approximée par le rapport
[fxO + Dx) - f(x0)]/Dx. En procédant ainsi, on rnigiorme le systéme d'équations

différentielles initial en un systéme d'équatiohmgéhriques a N inconnues (ou N est trés
grand). On passe ensuite a la résolution de ceemousysteme plus simple. Cela demande
bien sdr, énormément de calculs numériques. Diadleplus I'espace est découpé finement,
plus on se rapproche du cas réel (continu), mais lek calculs sont volumineux. Il faut donc

trouver un bon compromis entre la finesse du ngell@ualité de la simulation) et le temps

de calcul.

Enfin, avant de se lancer dans les calculs, lailsi®ur a besoin de connaitre les
parametres électriques (conductivité et permiéijvides différents matériaux employés (voir
Tableau llI-1). Leur valeur est prise au plus proche de nosrexpees, tout particulierement
celle concernant le milieu. Dans le cadre de amtapagne de simulations, nous avons pris
les propriétés électriques de la cellule Jurkatceldes-ci sont bien caractérisées[20]. Dernier
point, pour I'ensemble des simulations le poterttiettrique est fixé a 5V.

Conductivité (S/m) Permittivité Relative

Cuivre 59,6x10 -
Or 45,2x10 -
SuU-8 - 3
Milieu (~eau) 10x10° 80
Membrane Cellulaire 3x10° 6
Cytoplasme Cellulaire 0,4 45

Tableau lll-1 : Parametres électriques pour les simiations.

C’est donc en essayant de prendre au mieux toagesonsidérations que nous allons
maintenant analyser différentes structures en mpiadi& celle décrite par Washizu, pour finir,
apres de multiples optimisations, a notre disgdositi

2. Structure Washizu : cas d’école et premieres optimisations

a) La structure Washizu

Si I'on résume la structure proposée par Washial, efle se compose tout d’abord de
deux électrodes planes séparées d’'un peu plus @¢ 20 En rapprochant les électrodes si
proches l'une de l'autre ils obtiennent un changziique intense tout en n’utilisant qu’une
faible tension. Le second constituant d’importaseet les parois d’isolant qui coupe le canal
central en deux sous canaux, autorisant a trarespoetix types cellulaires différents. Pour
permettre aux cellules de se rejoindre, ils corgtivune ouverture de la taille d’'une cellule.
Cette ouverture va aussi servir a concentrer lenphanduisant localement un maximum de
champ. Ce maximum de champ est judicieusement isxlour forcer les cellules a se placer
dans cette ouverture sous la force de diélectra@seopositive. Il est aussi I'endroit privilégié
pour faciliter I'électrofusion (voiFigure 111-1).

Dans le cadre de la simulation nous avons reptig ctructure en lui donnant les
dimensions suivantes : I'espace inter-électrodefiggt a 200 um, les électrodes ont une
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épaisseur de 1um et les parois isolantes sontslatgelOum et épaisses de 30 um. Enfin,
I'ouverture entre les parois isolantes est de 20(flmntaille d’'une cellule). Pour analyser au
mieux les résultats de simulation 3D nous étudidesx coupes de la norme du champ
électrigue. La premiére coupe est horizontale (tapsan des électrodes) et se situe a 10 um
de hauteur en partant du sol. Nous faisons cettpeca cette hauteur, car dans le cadre de nos
expériences, les cellules mesurent environ 10 pmagen (solution hypotonique contenant
du sorbitol). Cette coupe nous donnera donc laogeaphie du champ et nous permettra de
Voir ou se situent les maxima et les minima de ghalans le plan horizontal. La seconde
coupe est verticale et passe au milieu de I'ouverémtre les deux parois d’isolant. Celle-ci
nous donnera les informations sur les variationsclilmp électrique dans le sens de la
hauteur.

Coupe :Champ électrique norme (V/m)

Figure 11l-1 : 1) Schéma 3D de la structure de Wasizu avec la possibilité d'injecter des cellules danle canal
A et B. 2) Simulation donnant la norme du champ élgrique sur une coupe horizontale a 10um du sol 3)
Simulation donnant la norme du champ électrique suune coupe verticale en y=0 4) Reprise des résukaie
simulation sous MATLAB pour mettre en évidence la nome du champ sans les structures isolantes.

Les résultats de simulation issus de COMSOL saggqutés dans I&sgure 111-1-2 et
Figure I11I-1-3. La Figure IlI-1-2 nous confirme la concentration du champ au niveau d
'ouverture, par contre, les parois étant formé€eolhnt, elles se polarisent et sont le siége
d’'un champ trés intense. Cependant, ce champ p&sswisible a I'extérieur de la structure
isolante. Ainsi, une cellule proche de cette pasressentira pas le champ électrique interne
a cette paroi. Par conséquent, pour faciliter @ule nous exportons ces données sous
MATLAB ou nous supprimons les parois isolantes paar nous concentrer que sur la
cartographie de champ que la cellule pousssentir Ainsi, la Figure IlI-1-2 devient la
Figure 1ll-1-4 aprés traitement. On distingue ainsi plus faciletrevec cette représentation
3D, la forte intensité de champ dans I'ouvertura.r®marque aussi un léger renflement du
champ au niveau des électrodes. Ce phénomeéneadktudts bien plus facile a observer dans

87



la Figure 1lI-1-3, ou l'on distingue une tache bleu ciel au bout @ésctrodes. Cette
augmentation du champ est induite par un effetaiiet@, c'est-a-dire que les lignes de champ
sortent en grand nombre d'un point de I'espaceragm@nt cette élévation du champ
localement. Nous nous retrouvons donc avec troixim@a de champ : deux petits a
I'extrémité des électrodes et un troisieme largdamedpondérant dans la fente encastrée entre
les parois isolantes (plus précisément il s’agitndtol). Remarquons que si hous n’avions
aucune structure isolante, pour une difféerenceadenpiel de 5V, le champ électrique aurait
une valeur de 250V/cm. Or, nous constatons qu'eld’ale ces structures isolantes qui
concentrent le champ, nous obtenons un champ radigtidges 500V/cm.

Un autre point important est de connaitre le gmaddu champ électrique, car c’est lui
qui nous donnera une information directe sur ladfate diélectrophorése (vdiquation IlI-
8). Pour cela, nous réutilisons les données du ctéegbrique issues de Fgure 1ll-1-4 que
nous élevons au carré pour ensuite calculer safiggraselon I'axe des ety. Nous obtenons
ainsi une cartographie du vecteur de la force é@eclirophorése a un facteur multiplicatif
prés (voirFigure IlI-2). On constate comme précédemment que la forteeotration du
champ dans l'ouverture entraine une forte variatien celui-ci, d’ou une force de DEP
importante (grandes fleches) et dirigée vers ldreete 'ouverture. Par conséquent, si une
cellule passe a proximité de I'ouverture elle demppée a l'intérieur de celle-ci (cas de la
DEPp). Si I'on regarde attentivement fggure 111-2, on retrouve aussi une ligne de petits
vecteurs de force induite par les minima de chaim@s au bout des électrodes (grosses
fleches noires). Malgré leur faible valeur, ils pomt probablement piéger eux aussi des
cellules, ou tout du moins les dévier en les attieal’extréemité des électrodes. Remarquons
enfin que dans le cadre de la DEPnN, la cellule geussée vers les minima de champ, c'est-a-
dire si I'on se réfere a l&igure 1lI-1-4 vers les parois des canaux situées a I'opposé de

Sxm‘s / _ . \

u 1

fn s

Figure 1ll-2 : Tracé dans le plan des électrodes (A0pum du sol) des vecteurs correspondants au terme
O(E)?, terme dont dépend la force de diélectrophoregeas de la DEPp). En rose ont été ajoutées les
parois centrales pour faciliter la lecture. Les deuxleches mettent en évidence la faible force de DEP

induite par les petits maxima au bout des électrode
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I'ouverture.

b) Modification des structures isolantes

Ces premiéres simulations confirment l'intérét tigiee d’employer des structures
isolantes pour optimiser la cartographie de chaPgur approfondir cette étude, nous avons
modifié la forme des structures isolantes poure®alles changements de la répartition du
champ électrique. Les premieres modifications amicerné la largeur de lisolant en la
réduisant a 20 um puis a 10 pRigure 111-3). Les secondes transformations ont touché la
forme des structures isolantes au niveau de I'aukerCelles-ci étaient a la base Iégerement
arrondies, nous les avons alors rendues sphérmupsintues.

1 e 2

Coupe : Champ électrique norme (V/m) Coupe : Champ électrique norme (V/m)
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Figure 111-3 : Variation de la largeur de la paroi d'isolant. 1) cartographie de la norme du champ éldrique
(V/m) dans le plan horizontal pour une largeur deparois de 20pm. 2) méme chose, mais pour 10pm. Jriation
du champ électrique suivant I'axe des x pour y=0 et= 10 um (ex : ligne rouge sur I'image 1). 4) Vaation du

champ électrique dans 'ouverture suivant I'axe y pur x=0 et z=10 pum (ex : ligne rouge sur I'image 2)

La Figure I1I-3 fournit les différents résultats de simulationtsia la variation de la
largeur des parois isolantes. Pour faciliter lauex des cartographies de champ dans les
images de&igure 111-3-1 et Figure 11-3-2 nous avons limité I'échelle du champ électrique a
1kV/cm. Ainsi, nous pouvons discerner plus aisénheEnstructures isolantes et les variations
de champ dans l'ouverture. Toutefois, ces cartduesp de champ étant difficilement
comparables, nous avons regroupé les valeursra@ii@e du champ électrique des différentes
structures selon deux lignes : I'une variant sdlare desx (perpendiculaire a I'axe des
électrodes) et passant par le centre de I'ouve(kigrire 111-3-3) et une autre se limitant a la
taille de l'ouverture et variant selon I'axe deqFigure 111-3-4). La Figure 111-3-3, nous
donne une information sur la capacité de I'ouvertupiéger une cellule passant a proximite.
En effet, les variations ou le gradient du changetéique sont directement reliés a la force de
DEPp, donc plus la courbe est pentue plus la fesra importante. Un autre parametre a
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prendre en compte est la largeur de la courbe,qglls-ci est grande plus la portée de la force
de diélectrophorése est importante. Au vu de cemmgues, nous constatons que plus les
structures isolantes sont larges plus la portéeageure par DEP est grande. Cependant, nous
constatons que dans le cas extréme d’'une strugt8deum (mise a titre indicatif) la variation
du champ est faible, d’ou une limitation de la éode DEP. C’est pourquoi les structures de
40 pm et 20 um semblent les meilleurs compromigeenirfaces de capture et intensités du
champ. Remarquons que l'ouverture large de 40 piavantage de pouvoir contenir
entierement deux cellules (dans le cas ou uneleeathesure 20 um de diametre) ce qui
permet de les protéger du flux présent dans leauwarn_aFigure IlI-3-4 donne aussi un
avantage aux structures larges de 40 um, car adanascla variation de champ est minime,
limitant ainsi I'attraction des cellules par DER¥ées bordures isolantes. Les cellules restent
de ce fait bien au centre et accolées entre élless que dans le cas de structures a 10 um,
on observe deux maxima de champ bien distinctg) deux placements possibles pour les
cellules entrainant un possible décalage entrs.elle

Coupe : Champ électrique norme (V/m)
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Figure 1ll-4: Variation de la forme de la paroi isolante au niveau de I'ouverture. 1) cartographie déa norme du
champ électrique (V/m) dans le plan horizontal poutune forme ronde. 2) méme chose, mais pour une foem
pointue. 3) Variation du champ électrique suivant’axe des x pour y=0 et z= 10 um (coupe dans la largur de
'image en passant par son centre). 4) Variation dehamp électrique dans I'ouverture suivant I'axe ypour x=0 et
z=10 um (ligne entre les deux extrémités des poisde

La deuxieme étude de modification de l'isolantaaté sur la forme des parois au
niveau de l'ouverture. Deux variations ont été ées: une forme parfaitement arrondie et
une forme pointue (voiFigure 1lI-4), avec une largeur des parois isolantes égaldeadeela
structure initiale (40 um). Au regard des résultkgs valeurs de la norme du champ électrique
enFigure 1l1-4-3 etFigure lllI-4-4, la forme ronde et la forme initiale (incurvéeygasent les
plus intéressantes. La forme pointue n’apporte mehiamp a faible portée et deux maxima
de champ trés fort dans I'ouverture (peu visiblaslaFigure 1lI-4-4 car les points extrémes
ont été supprimés pour faciliter la lecture, panto® bien perceptibles sur Fgure 111-4-2
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avec les taches rouge-noir au bout des pointesyolrae initiale semble légérement plus
propice, avec certes un champ un peu moins intgosela forme ronde, mais ses deux
maxima dans l'ouverture sont tres faibles.

c) Simulation avec une cellule

Ajouter une cellule dans la structure simulée semtiEressant pour étudier le champ
induit dans la membrane. L’idée consiste a ajouher sphere imbriqguée dans une autre, pour
simuler ainsi une membrane cellulaire et son cy®plke. Mais dans ce cas, on se confronte a
d’'importants problemes. En particulier a cause’égaisseur de la membrane qui mesure a
peine 5nm. Lorsque I'on rentre de tels paraméeteas de logiciel de simulation, celui-ci est
incapable de le calculer, suite au trop grand nenab&léments et a la difféerence d’échelle
entre la structure (~100um) et la membrane (~nmgstCdonc en approximant tres
grossierement la membrane a une épaisseur de 1gimogs avons pu faire nos simulations.

1 b
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Figure 111-5 : Etude du champ électrique en présencel’une cellule : 1) Structures simulées avec en hie
les parois isolantes et en rose une double sphéredélisant une cellule (ici centrée en x=60um). 2)oQpe
selon le plan xy pour z=10um donnant la cartograplei de la norme du champ électrique en présence
d’une cellule (ici centrée en x=15um). 3) Evolutiode la norme du champ électrique dans la cellule
lorsque I'on déplace celle-ci selon I'axe des x. @omparaison de la norme du champ électrique en
présence ou non d'une cellule selon I'axe des x gast en y=0 et z=10pm (cellule centrée en x=15um).

A la vue des valeurs du champ issues dedare 11I-5, nous constatons que le champ
électrique est trés intense dans la membrane. Imabmame étant assimilée a un isolant ayant
de faibles pertes, elle se comporte quasiment colamparois isolantes et se polarise donc
sous l'effet du champ. De plus, celle-ci étant bieoins épaisse que les parois, le champ
interne est beaucoup plus important. Remarquonseguealeurs de champ calculées par cette
simulation n’ont aucune valeur réelle étant dorméallle de la membrane considérée, par
contre les variations de champ a lintérieur denambrane sont elles, exploitables. Nous
avons observé dans les simulations précédentdgs ghamp augmente au fur et a mesure que
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'on se rapprochait de l'ouverture. C’est donc sansprise que l'on constate le méme
phénomeéene dans la membrane de la cellule : la genapprochant le plus de I'ouverture
présente un champ beaucoup plus intense que ladmite membrane qui lui est opposée.
Notons que c’est d’ailleurs cette différence denghajui est exploitée dans le phénomeéne de
DEP. LaFigure IlI-5-3 nous montre comment évolue cette différence demphdans la
membrane selon ou I'on place la cellule. Ainsi, eeule placée trop loin de I'ouverture ne
ressentira pas les effets de la DEP, car la diffé&gele champ entre les pdles de la cellule est
faible (courbe bleue). On percoit déja une limitesysteme dans sa capacité a capter toutes
les cellules s’écoulant dans le canal. Si cellesecit un tant soit peu éloignées de la paroi
centrale, on ne pourra pas les piéger. Pour linieephénomene, il faudrait envisager de
réduire la taille des canaux et rapprocher lesrédes, de cette fagcon on confinerait I'espace
des cellules tout en augmentant le champ électriguan autre c6té, nous n’avons peut-étre
pas intérét a ce que trop de cellules soient caig@eune méme ouverture sous peine de voir
s’agglutiner un grand nombre de cellules a cet@nhden effet, cet amas de cellules pourrait
perturber la cartographie de champ et parasitirsian en entrainant la fusion de plusieurs
cellules non souhaitées. Cependant, I'endroit dudeon est le plus probable reste la zone de
'ouverture, zone ou le champ est le plus intehimis finirons enfin sur I'étude de Fgure
l1I-5-4, celle-ci représente les variations du champ étpet avec ou sans cellule selon I'axe
des x en passant au milieu de I'ouverture. Noustadons que la cellule ne perturbe que trés
localement le champ électrique et a plutdt tendanceinimiser le champ électrique a sa
périphérie. Ceci pourrait donc se traduire par mmoins grande portée de la DEP localement
et ainsi minimiser la force de captage d’'une acélkule contenue dans le canal. Pourtant en
raisonnant ainsi nous ne prenons pas en compteatdbn entre dipdles induits. En effet,
sous l'action d’'un champ électrique (méme uniforme$ cellules vont se polariser et se
comporter comme de grands dipodles. Ceci a pourécpuesice d’attirer les poles positifs des
unes vers les péles négatifs des autres, leseslant alors se rapprocher I'une de l'autre et
s’arranger en formant deslliers de perle$l]. C'est-a-dire que dans le cas ou une cellstie e
piégée dans 'ouverture, celle-ci aura tendanagiter la saisie d’'une cellule circulant dans
le canal. Nous observons ainsi les premiéres lgneenos simulations.

d) Parallélisation de la structure

Pour l'instant, nos études se sont concentrées sarme des structures isolantes pour
rechercher une forme optimisant a la fois la captirla fusion de cellules. Toutefois, nous
n'avons pas résolu le probleme majeur de ce systgiinest sa faible capacité a fusionner un
grand nombre de cellules. En effet, il n’est cdnsétigue d'une seule ouverture et ne peut
donc fusionner qu’une paire de cellules a la fBisur résoudre ce probleme une idée simple
consiste a paralléliser cette structure, c'est@fdpéter simplement un grand nombre de fois
la structure de base. Pour des canaux longs d@mdrcm, on peut ainsi espérer avoir au
moins 300 ouvertures. Seule difficulté, il faut triaer la technologie pour concevoir des
canaux longs, structurés et correctement alignésrsteseau d’électrodes. Cependant, si 'on
s’intéresse au protocole expérimental d’'un tel abgf, on s’apercoit qu’il faut tout d’abord
injecter les deux types cellulaires dans leurs wanmaspectifs, puis capturer les cellules au
niveau des ouvertures pour ensuite les fusionneur Pécupérer les hybridomes, nous
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n‘avons alors pas d’autre choix que de les remetires les canaux d’injections. Nous nous
retrouvons en sortie du dispositif avec un milientenant les cellules injectées non captées et
nos hybridomes. De plus, pendant cette étape dpééation nous sommes obligés d’arréter
I'injection des cellules et de changer la soluti@m un milieu qui en est dépourvu pour éviter

ainsi de contaminer encore un peu plus le milienteamant les hybridomes. Au vu de ces
contraintes, nous avons donc élaboré une nouuelietsre.

3. Une architecture a trois canaux

Le principal défaut du dispositif précédent estlifficulté a réecupérer specifiguement
et rapidement les hybridomes. Pour remédier a cddgmes, nous proposons de concevoir
un microsysteme pourvu de trois canaux: deux ocan@téraux sont alors deédiés
respectivement a l'injection des cellules cancasy®) et dendritiques (B), et un troisieme
canal central est voué a recevoir les hybridomd (RKigure 1lI-6). Il nous reste cependant a
trouver d'une part, une technique pour réussir &ragr les cellules cancéreuses et
dendritiques de leurs canaux respectifs pour lesnemdans le canal central et d’autre part,
nous devons ensuite étre capables de les fusioBneous appliquons la méme configuration
d’électrodes que précédemment (c’est a dire deaotréldes paralleles placées aux extrémités
des canaux) nous n’obtenons dans ce cas, des maldnchamp électrique seulement au
niveau des ouvertures, entre les différents canbes.cellules cancéreuses et dendritiques
sont dans ces conditions piégées chacune de lééirettne peuvent étre fusionnées pour
former des hybridomes. Pour pallier cela, nousrorsune troisieme électrode située dans le
canal central et nous la recouvrons entieremesbldit, sauf a un endroit spécifique ou nous
laissons I'électrode a nue. Cette zone non recteigkisolant nous permet une fois encore de

xloed V/m

DSRRR®

xle-4m x10c-4 m

Champ éle
—

L5 1 0.5 o 05 1 15

Figure I11-6 : 1) Structure composée de trois canay, on apercoit au centre I'électrode enterrée et soouverture
(petit rectangle bleu). 2) Norme du champ électriget dans les canaux et les ouvertures pour z=10um.\Aleur de
la norme du champ électrique selon une ligne varidren x, passant au milieu des ouvertures (y=0) ebpr
z=10um. 4) Zoom sur la zone centrale ou sont calédl les vecteurs issus du gradient de |E?| dont dépda force )
de DEPp (en rose les parois isolantes et en jaunaiclouverture faite dans I'isolant recouvrant I'électrode
centrale).



concentrer le champ électrique et d’induire un mmaxn de champ tres intendedure 111-6)
[193].

Les résultats de simulation présentésigure 111-6 ont été obtenus pour une structure
formée :

- de trois électrodes en or épaisses d'1 pum, latge um et séparees I'une de l'autre

d’'un peu moins de 100 pm.

- de parois isolantes en SU-8 larges de 20 pmaassgs de 30 um.

- et d’'une couche isolante en SU-8 recouvrantdtétele centrale d’une épaisseur de 3

pum.
Enfin, le potentiel électrique est fixé a 5V sus lélectrodes latérales et a la terre pour
I'électrode centrale. L&igure 111-6-2, nous présente une cartographie du champ éleetdqu
10 um du sol des zones susceptibles d’'interagic awvee cellule. On retrouve la méme
configuration de champ dans les ouvertures que cdalesdéveloppée par Washizu et al, nous
permettant ainsi de capter via DEPp les cellulesul@nt dans les canaux latéraux. Pour
attirer ensuite les cellules dans le canal cemi@lis avons mis a nu I'électrode centrale sur
une petite zone bien définie ce qui nous permeta¥aun maximum de champ trés intense
favorisant a la fois l'attraction des cellules &ildctrofusion. LaFigure 1lI-6-3 met en
évidence ces trois maxima : les deux engendrékgaruvertures dans les parois isolantes et
le troisieme prépondérant au centre di a I'ouvertlans la couche isolante. Toutefois, la
chute du champ électrique entre les petits maxina grand maximum central engendre une
force de DEPp dirigée vers les ouvertures des pabnon comme souhaité vers le canal
central Figure IlI-6-4). Cela signifie que nous risquons d’avoir desutei qui restent
coincées au niveau des petits maxima. Pour comtezceet effet, nous pouvons jouer par
exemple sur la pression des différents canaux pmsi aider les cellules a franchir cette
petite barriere de potentiels.

Dans le cadre d'un dispositif bénéficiant de cattmuvelle structure fortement
parallélisée, le protocole pour fusionner deux sypellulaires différents est le suivant : tout
d'abord, nous injectons les cellules A et B dans tanal respectif, puis nous appliquons la
DEPp pour capter ces cellules et les piéger dacaral central. Une fois les cellules accolées
dans tous les piéges, nous appliquons des picerd#on pour les électrofusionner. Enfin,
pour récupérer les hybridomes, il suffit de reladheDEPp pour gu’ils soient emmenés vers
la sortie du microsysteme. Pour relancer un nouesale, nous réactiverons simplement la
DEPp. Avant de passer a la fabrication de ces rdiftés structures, intéressons-nous a
'optimisation des électrodes et regardons si noaspouvons pas interagir sur le flux
hydrodynamique.

4.  Electrodes épaisses

Dans le chapitre précédent sur les microtechnaddogeous avons discuté de
microsystemes basés sur I'emploi d’électrodes épsisParmi ces travaux nous avions
surtout relevé ceux développés par Tresset et alpopposent d'utiliser des électrodes
épaisses en silicium pour former un champ éleariquiense et uniforme. L’idée nous

94



semblant intéressante, nous avons testé lintéréedtype d’électrodes par simulation dans
les structures dites de Washizu et a trois candyant acquis durant mes études en Master 2
Recherche une expérience en dépbt électrolytigueudae, notre objectif était donc de
réaliser ces électrodes dans ce métal. Pour sinsekerstructures, nous avons simplement
repris les anciens designs en incorporant desrétkxst en cuivre épaisses de 20 Higyre
[lI-7). Les simulations nous montrent bien une augmentate plus de 7% du champ
électrigue maximum a 10 um du sol entre des éléesrdines et épaisses (véiigure 111-7).

De plus, le champ étant plus intense, la force & est, elle aussi plus grande, tout
particulierement dans les zones de fort champ ftureedans les structures isolantes). Dans
une moindre mesure, nous pouvons noter que le chélegirique est légérement plus
important a longue distance des ouvertures, d’'aiportée de la DEP un peu plus grande.
Notons aussi que dans le cas de la structuresadamiaux, le champ au niveau de I'ouverture
de la couche isolante s’atténue moins rapidemetmtaeiteur (en z) en présence d’électrodes
épaisses (résultats non présentés). Enfin, daresl®u les électrodes ont la méme épaisseur
gue le canal, nous n'aurons plus de pics de chamipoedure de celles-ci, évitant ainsi de
capturer les cellules dans ces zones.

——Electrodes fines | —— Electrodes fines
—— Electrodes épaisses —_— i
2 610" < - L 4 palases| 4 8x10° Electrodes épaisses

|E| (Wim)
@
|E| (Wim)

T T T T T T T T
1. 010" -5,0x10% o0 5.0x10* 1.0x10* -0,00010 -0,00005 0,00000 0,00005 0,00010
X (m) X (m)

Figure 111-7 : Simulation des structures Washizu (J et trois canaux (3) en incorporant des électrodes
épaisses de 20um en cuivre. En (2) et (4) variatioe la norme du champ électrique selon une ligne viaint
selon I'axe des x, passant par le milieu des ouvares (y=0) et pour z=10um. En (2) résultats issus di&
structure (1) et en (4) résultat résultant de la sticture (3).

5. Interaction sur le flux hydrodynamique

Pour l'instant nous avons concentré nos étudebagimmisation de la cartographie de
champ électrique sans essayer d’intervenir suplilgnent du flux qui se cantonne jusqu’a
présent a transporter les cellules dans les carRaxtant si 'on essaye de modifier son
écoulement nous pourrons sdrement piéger plusfaeiit les cellules. C’est en suivant cet
objectif que nous avons inséré directement dams@l une structure de forme triangulaire
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pour dévier légerement le flux dans I'ouverturaiesi pousser les cellules dans les zones de
fort champ. Dans le cadre de nos simulations, awoss ajouté cette nouvelle forme dans la
structure dite Washizu et celle dite a trois can&uir Figure III-8). Ces simulations
consistent a résoudre les équations de Navieroek& avec comme caractéristiques pour le
milieu celles de I'eau (densité de 1000 kg/m3 stesité dynamique 1.10-3 Pa.s) et une
vitesse d’entrée du milieu de 100 pum/s.
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Figure 111-8 : Simulation de I'écoulement dans lesstructures Washizu (1,2) et trois canaux (3,4) enrgsence

de structures triangulaires. 1) Coupe a z=10um doramnt le champ de vitesse du flux dans les canaux. 2)

Variation du champ de vitesse le long d’une ligneariant selon I'axe des x, pour z=10um et passant auilieu

de I'ouverture y=0 (en rose nous avons schématigs|parois des ouvertures). 3) méme coupe qu’en (hais
pour structure trois canaux. 4) méme chose qu’en J2nais pour structure trois canaux.

Les résultats des simulations issus dd-ilgure 1l1-8 mettent bien en évidence le
phénomene de déviation et de resserrement du fiyxr@&sence des structures triangulaires.
On obtient ainsi une augmentation de la vitesseieeau des ouvertures, ce qui signifie que
le courant rentre plus profondément dans la stracéll de ce fait, il emmenera aussi les
cellules au plus prés des zones de fort champrigjeet Notons que dans le cas des structures
a trois canaux le champ de vitesse dans les ougsriest plus important en présence des
structures triangulaires, ce qui peut de cetterfagder a éviter de garder une cellule bloquée
par DEP dans ces zondddure 111-8-4). Cependant, en contractant le flux nous augmenton
de facon considérable sa vitesse, ce qui engendrerglus grande difficulté a capturer les
cellules par DEPp, celles-ci étant alors plus v&od ce niveau, il est encore difficile de
trancher sur I'efficacité d’une telle structure.
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6. Conclusion

Au cours de ce chapitre sur la simulation de ldoggaphie du champ électrique, nous
avons pu confirmer lattrait de la structure prag@par Washizu et al. Celle-ci sera d’ailleurs,
une fois parallélisée, un trés bon outil pour nee¢in place un protocole basé sur la DEPp et
I'électrofusion. Toutefois, il nous semble possidlaméliorer cette structure en proposant
une nouvelle architecture basée sur I'emploi déstomnaux et d’'une électrode enterrée.
Malgré un design plus complexe que celui de Washsau fabrication parait largement
envisageable, d’autant plus que les simulationsceite nouvelle structure paraissent
encourageantes. Enfin, l'utilisation d’électrodgmiéses et la modification du flux dans les
canaux sont deux options que nous pourrons applppe optimiser nos structures.

Durant ces simulations, nous avons vu égalemenini&es de nos modeles. Ceux-Ci
ne peuvent en effet décrire tous les phénomene®@blions pas que nous restons dans un
monde virtuel. Ces résultats devront étre confrioatéexpérimentation pour valider tout leur
potentiel. Cependant, comme nous le verrons pauita, elles permettent tout de méme de
bien prédire le comportement d’'une cellule soundida DEP. Cela reste donc un trés bon
outil pour trier et sélectionner les meilleuresustures de nos microsystemes. Mais pour
rendre ces structures réelles passons a leur aioric
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C. Fabrication

1. Introduction

Les simulations nous ont permis de sélectionnex dguctures aux designs différents,
mais qui d'un point de vue technologique sont agsezhes. On peut d’ailleurs regrouper ces
spécificités de la fagon suivante : il nous fauit td'abord des canaux capables de transporter
des cellules sur de grandes distances et ayangém®étries permettant de modifier la
cartographie de champ et I'écoulement du flux. HEasil nous faut maitriser la fabrication
d’électrodes fines et épaisses. Enfin, nous devénssir a englober tout cela dans un
dispositif connectable avec I'extérieur et facilemexploitable. Lors de notre étude sur la
microtechnologie, nous avons choisi le procédésatit la résine SU-8. Celle-ci posséde en
effet un grand nombre de qualités, en particuli@valr un haut aspect de forme, étre
biocompatible, étre transparente... Cependant, aucl&®e technologies mises en place
jusqu'a présent ne permet d’'insérer des électrégasses dans les canaux et de souder des
substrats a la fois durs et mous, il nous reste dola développer. De méme, la fabrication
d’électrodes épaisses de plus d’'une dizaine deomscnécessite la mise en place d'un
protocole encore peu développé. Si ces deux étmpablent les plus difficiles a surmonter,
en fait chaque étape pour mener a bien la réarsatii microsysteme a son lot d’obstacles.
C’est pourquoi nous aborderons le processus deicfion dans son ensemble en
commencant par la réalisation des masques, pour dpres de multiples étapes sur la
connectique. Mais avant de se lancer dans ce mue@sésentons la salle blanche.

2. La salle blanche : univers épuré

Dans le chapitre précédent nous avons discuté iderBt de paralléliser notre
structure de base pour augmenter de facon impertamombre d’hybridomes produits. Cela
signifie que notre dispositif a des dimensions #oia micrométriques et occupe une surface
de plusieurs centimeétres carrés, d'ou une sensilaiticrue a la moindre contamination durant
sa phase de fabrication. Ainsi, un cheveu ou umsgére pourraient obstruer un des canaux
ou perturber une des étapes d’insolation. Pouege# type d’accident, nous travaillons en
salle blanchedlean roon). Cet espace de travail se caractérise par uméderdrastique de la
pureté de tous les éléments mis en contact aveschemtillons. C’est le cas par exemple de
I'air qui est filtré pour étre dépourvu des priraligs poussiéres. Pour donner un exemple, 1
m® d’air dans la salle de lithographie de la CTU &&r contient moins de 1000 particules
d’'un diamétre de 0,1 um et quasiment aucune péetidiun diametre supérieur a 1 um
(classe iso 3 ou classe 1000). De ce fait, powsepvér cet environnement I'utilisateur doit
s’équiper d’une combinaison intégrale, de surchaesset de gants, car dans ce lieu épuré
c’est lui qui est la principale source de contariama Enfin, la salle blanche étant un lieu
contenant des substances chimiques dangereusds (adi, gaz toxique...), les régles de
sécurité y sont trés séveres. Passons maintendatpéemiere étape de fabrication : la
réalisation des masques.
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3. Les masques

Lors du chapitre sur la microtechnologie, nous avoarlé des résines photosensibles.
Comme leur nom Tlindique, elles sont sensibles aayonnements lumineux et tout
particulierement aux UV. Ainsi lorsqu’elles sortrhinées, elles peuvent devenir résistantes
ou solubles a une solution de développeur. Darsageou elles deviennent résistantes, on
parle de résine négative, dans le cas contrairiesonomme résine positive. Dans le cadre de
nos applications, toutes les résines seront négatin partant de ce principe, on peut donc
envisager de masquer certaines zones aux rayontegtenversement en exposer. On peut
obtenir de cette facon des zones délimitant lesipale canaux ou encore laissant a nu le
substrat sur des emplacements bien définis tolaissant le reste recouvert de résine. Pour
former ces zones d’ombre et de lumiére, on utilisenasque.

a) Dessin et fabrication :

Le masque, de part son réle de délimitation degz@tlairées ou non, va donner la
résolution de nos structures (a un phénomene &raaion pres). Les choix techniques pour
le réaliser auront donc un impact sur la finesda gualité de notre dispositif (voirableau
IlI-2). Dans le cadre de nos travaux, nous avons employ® types de procédés pour
fabriquer nos masques et pour définir le desigmdaque nous nous sommes servis de deux
logiciels de dessins, I'un destiné au grand publilustrator et I'autre congu pour un usage
professionnel et spécifique : CleWin [194].

Technique Qualité Résolution Temps de
transparence/opacité max. développement
(dessin+fab.)

Masque plastique mauvaise/moyenne ~20 pm ~3 jours

Masque plastique transféré bonne/excellente ~20 pm ~4 jours ~40 €
sur masque chrome

Lithographie Laser sur excellente/excellente <1 um 1 semaine ~80 €
masque chrome

Fabricant de masque excellente/excellente <lpm 4 geamaines >300 €

Tableau llI-2 : Caractéristiques techniques des difrents types de masques.

Dans un premier temps nous avons employé la tegbrig masque plastique pour
développer nos systemes. Cette technique reposéusilisation d’'un film plastique sur
lequel va étrdlashéle motif défini par un fichier informatique. A lzase, ce type de produit
est commandé par les architectes pour pouvoir paper leurs différents plans de
construction. N’étant pas spécifique a la microtexdbgie, il présente de nombreux défauts :
sa résolution est ainsi rarement inférieure a 2Q |enplastique est bullé impliquant une
mauvaise transparence, les parties noires ne senpgfaitement opaques a la lumiere et
enfin le film plastique présente de nombreuses aragures Figure 111-9). Toutefois, la
résolution étant faible, un logiciel de dessin calitustrator dont la prise en main est aisée,
permet de tracer rapidement ces premiers masquesplis, de nombreux imprimeurs
proposent ce service pour une somme modique (nmaend0 € la page A4) et un délai

99



d’'impression d’a peine 24h. Cette technique estdods utile pour se faire la main sur ses
premiers masques, et permet de développer a neoiodiit ses premiers dispositifs.
Cependant, une fois que le design des structurespeotocole technologique commencent a
prendre forme les défauts du masque plastique mieeie fortement pénalisants. Ainsi, les
bulles présentes dans le film diffractent le raygment UV et empéchent la bonne insolation
de la résine, ce qui provoque durant la fabricaties électrodes, des dépots métalliques sur
des zones qui devraient en étre dépourvues. De migmemicrorayures engendrent des

coupures dans les structuréggire 111-9).
1 Ql i : y .‘l‘-‘“ : 3

Figure 111-9 : 1) Masque plastique, on distingue um coupure traversant de part en part 'image et de
nombreuses bulles dans les zones claires. 2) Conggnge d’'une rayure d’'un masque plastique sur une
structure en SU-8. 3) Electrode sur la gauche dongs bords sont dentelés et présence non souhaitéepdtts
ilots métalliques sur la zone bleu (silice) dus auxulles. 4) Electrodes réalisées a l'aide d’'un masguwchrome
issu du transfert d’'un masque plastique, la plupartdes défauts ont disparu.

Pour corriger ces différents problemes nous avongeeourt au transfert de masque
plastique sur un masque chrome. Le masque chrotrie esasque de prédilection pour la
microfabrication. Il est constitué d’'une plagueveéere qui fait office de support transparent et
d’'une fine couche de chrome structurée qui abswéseefficacement les UV. Pour améliorer
la qualité de nos masques, nous utilisons des reasda chromes vierges (entierement
couvert de chrome) que nous recouvrons d'une réaswersible (méme propriété qu’'une
résine négative). Ensuite, nous exposons ce magqrge a travers le masque plastique de
notre choix. Durant cette étape nous exposonssiagé@ une dose deux fois plus élevée pour
gommer au mieux les défauts (bulles et rayuresyoatrepartie nous perdons Iégerement en
résolution. Une fois la résine développée, nouseéngeons le masque dans une solution de
gravure de chrome, ce qui nous permet de retireldeme sur les zones non protégées par la
résine. La gravure aide en partie a effacer leaulgfet a lisser les bords des structures. Au
final, en supprimant la résine a I'aide d’'un solyartous obtenons un masque chrome avec
une faible résolution, mais parfaitement opaquegcades défauts minimisés et une
transparence accrue. De tels masques donnent sfassitifs de bonne qualité et a moindre
co(t, mais avec une faible résolution (Meigure 111-9).

La derniére technique de fabrication de masqueéargiidue possible durant ma
troisieme année de thése, lorsque la CTU s’estpéqui’un appareil de lithographie laser
[195]. Comme dans la technique précédente, nousrnsad’'un masque de chrome vierge
recouvert d’'une résine, sauf que cette fois-cistcie laser asservi par un ordinateur qui va
venir insoler les zones spécifiées par le dessimasque. La qualité du masque ainsi obtenue
est excellente en tout point. Par contre, elle ssites du fait de la haute résolution (<1 pum),
I'utilisation de logiciel professionnel dédié ausdamn de masques. Ce type de logiciel
demande un certain temps d’adaptation et est pifisild & manier qu’lllustrator. Enfin, son
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colt de développement est plus élevé suite aux dimiréservation de la machine, mais reste
raisonnable comparé aux prix pratiqués par lessimeils (voirTableau Il1-9. Si nous savons
comment dessiner et fabriquer des masques, nogsavaeas pas encore comment les utiliser
au mieux.

b) Bien utiliser des masques

Notre dispositif est un empilement de structures glu moins complexes : électrodes,
parois de canaux, capot... il faut donc développer phacun un masque spécifique. Or, a
chaque nouvelle étape, nous devons aligner le reasyec la structure présente sur
I'échantillon. Ainsi, dans le cas de l'alignemenmitre le masque des parois des canaux et le
réseau d’électrodes présent sur le substrat, lied&lignement doit étre inférieure a 5 pum.
Pour se faire nous disposons deux séries de nibalignements sur les masques, I'une aux
dimensions millimétriques et I'autre aux dimensiongrométriques. Les gros motifs nous
permettent un alignement rapide et grossier etpkt#ts motifs d’ajuster l'alignement a
guelques micrométres prés. Les motifs d’alignemsatd le plus souvent des dessins qui se
superposent ou s’emboitent entre eux. Le plus camesi de reproduire une croix sur le
premier niveau de masquage et des carrés venariirgjuer sur elle sur le deuxiéme niveau
de masquage (vokigure Il1-10).

Alignement

o —>

() 2) 3)

Figure 11I-10 : Principe de I'alignement. 1) Suiteau premier masquage, des croix d'alignements sontgsentes
sur I'échantillon. 2) Le deuxiéme masque est composgé motifs pouvant s’imbriquer sur la croix. 3) A laide
d’optique présente sur la machine nous alignons Ighantillon et le masque en imbriquant les motifs.

D’autres parametres sont a prendre en compte lodessin du masque. Par exemple,
il faut éviter au maximum de placer des structesbord de I'échantillon, car c’est a cet
endroit que la résolution est la plus mauvaise @seale l'effet de bord induit lors de
'enrésinement. Il vaut mieux aussi privilégier dedispositifs sur un échantillon, qu'un seul
gros dispositif qui sera d’autant plus sensible défauts de fabrication. Enfin, lorsque I'on
parallélise une structure, il est intéressant ddifieo ses parameétres, comme sa largeur ou sa
longueur. Ainsi, on arrive a mieux paramétrer sostqrole et a connaitre ses limites. Pour
mieux appréhender chacun des dessins des masqgaesogs avons fabriqués, nous les
présenterons au fur et a mesure de leur utilisatierpremier sera ainsi celui permettant de
réaliser les électrodes.

4, Les électrodes

Les électrodes sont primordiales dans notre difyasar ce sont elles qui permettent
de générer le champ électrique. Nous devons domg dla premier temps, nous assurer que
les électrodes fournissent un champ électriquetanhsout le long des canaux. Il faut donc
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limiter au maximum la chute de potentiel le long ddectrodes, ce qui revient a avoir la
résistance la plus faible. La résistance électr{)el’une électrode est donnée par la relation

suivante :
l

R=—
0.5

Avec | la longueur de I'électroder sa conductivité (S.H) et S sa section (m2). Durant les
simulations, nous avons élaboré deux types d’'édes : des électrodes fines en or (<1 pum)
et des électrodes épaisses en cuivre (>10 um). Noignons ainsi, en supposant que nos
électrodes sont longues de 2 cm et large de 300 ynm, résistancdejec. fing=1,5 Q et
évidemment au minimum dix fois moins pour les étmEits épaisseReiec. epaisss0,1Q (pour

les valeurs de conductivité consulter Tableau IlI-]). La chute de tension le long des
électrodes est ainsi minime et ce d’autant pluslgueilieu a une conductivité trés faible et se
comporte donc comme une résistance éleRége(~1€ Q, on suppose que I'on travaille en
haute fréequence, négligeant ainsi les effets ddolable couche a linterface). Tout cela
implique que nous pouvons réaliser des électrod@sedongueur d’au moins 2 cm sans
risquer de diminuer la valeur du champ électriquebaut des électrodes. C’est donc en
prenant en compte tous ces paramétres (simulabiptimisation, résistance...) que nous
avons élaboré le design du masque d’électrodesqéésriigure 111-11.

“

Substrat |l Electrodes Croix d’alignement

Figure I1I-11 : premier niveau de masquage : résead’électrodes.

Notons que tous nos échantillons sont constituéshase d’'un substrat circulaire de
verre ou de silicium d’'un diamétre de 5 cm (schés®gtar le cercle gris sur Fagure 111-11).
Notre réseau électrique est formé de quatre élesroEn haut, on trouve deux électrodes
latérales composées chacune d’un plot pour uneefidgoudure et d'une longue (>2 cm) et
fine (300 um) piste, et une troisieme électrodetrad qui possede aussi un plot mais se
divise en deux longues pistes. En bas a droitepencoit une autre électrode avec son plot et
le début de la piste, le reste de la piste étapt petit pour étre visible sur cette figure. Cette
électrode est la future électrode enterrée dasgrlature trois canaux. On obtient ainsi nos
deux dispositifs sur un méme échantillon (Washimigt canaux). Enfin, notons que les
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longues électrodes du haut sont espacées entsedell@00 um ou 100 um, c’est d’ailleurs
dans ce long, mais petit interstice que les futisaux seront construits. Ayant défini le
premier niveau de masquage, nous pouvons a praéiserter la fabrication des électrodes.

a) Les électrodes fines.

Pour obtenir notre réseau d’électrodes fines ngaasautilisé le procédé dit didt-off
(décollement) a l'aide de la résine inversible AZLBE de la compagnie Clariant [196]. Ce
procédé a I'avantage de ne déposer le métal ge'aluendroit défini. Il évite ainsi toutes les
étapes de gravures et empéche toute contaminagometal sur les zones dépourvues
d’électrodes. Son emploi permet de gagner du teetpde limiter 'emploi de produit
chimique. En revanche, il nécessite un certain isdawe et demandera plusieurs
expérimentations de la part de I'opérateur avarttide maitriser le protocole. L'intérét de la
résine AZ 5214E est d’avoir des flancs dits en e casquette, ce qui facilite grandement
le décollement de la résine une fois le métal démiessus. Pour obtenir ces structures en
biseau nous suivons le protocole suivant : nousneésinons tout d’abord I'échantillon a une
vitesse de 1000 rpm durant 30 s pour obtenir uaesggur de résine d’un peu moins de 3 um.
Ensuite, nous mettons a cuire I'échantillon a 11@&ndant 50 s pour évaporer le solvant
contenu dans la résine. Apres cela, la résinensetde a travers le premier masque avec une
énergie surfacique de 2 mJ/cm?, pour cette étape ntlisons un aligneur conventionnel
pour la lithographie de type EVG 620. La résinenesintenant inversée par un recuit a 120°C
durant 2 min, puis elle est & nouveau insolée, wetie fois-ci sur toute sa surface avec une
énergie surfacique de 180 mJ/cmz. Pour finir lineéest développée dans une solution d’AZ
développeur mélangé avec de l'eau (rapport 1 :hdaet approximativement 90 s (voir
Figure I11-12). A présent notre échantillon est prét a receleoitepot métallique.

2 |a | b

|
)

Figure 111-12 : 1) Principe du lift-off avec la résine AZ 5214E: (a) structure de la résine avec seafics
biseautés (b) dépdt métallique (c) suppression de lésine et obtention d’'un dépbt métallique localis 2) (a)
photo de la résine AZ5214 juste apres le développemt on distingue les flancs biseautés (b) photo miant le
résultat obtenu aprés métallisation puis suppressinde la résine.

I substrat I AZ 5214E Dépét métallique

)

Pour ce dépdt nous avons choisi comme matériay ¢ar c’est un métal noble
(inoxydable), un bon conducteur électrique et tl Escompatible. En revanche, I'or a un
faible pouvoir d'accroche, c’est pourquoi nous d&p une sous-couche en titane pour
ameliorer 'adhésion. Le dépbt se fait par puhadien cathodique dans un bati de la société
Denton Vacuum. Au final, nous déposons une prentetehe de 150 nm de titane et une
seconde couche de 800 nm d’or (20 nm/min). Il nesne@ste plus qu’'a dissoudre la résine
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dans de l'acétone pour obtenir notre réseau di@des (voirFigure 111-12). Pour faciliter le
décollement de la résine, le recourt a des ultsapent s’avérer nécessaire. Dans le cadre de
nos optimisations, nous souhaitons réaliser destréties épaisses (>10 um), or avec les
techniques de dépot par pulvérisation cathodiquean@vaporation, il est difficile de déposer
des couches d’épaisseurs supérieures au microreffeén notre dépbt demande déja plus
d’'une heure d'utilisation, ce qui entraine pouppareil un échauffement important, une forte
contamination du bati et une grande usure de la.ddous nous sommes donc tournés vers
un autre type de technologie de dépoét : le dématrélytique.

b) Les électrodes épaisses
E e 4 s
-+ -
Substrat Moule SU-8 [l Croix d’alignement

Figure I11-13 : Deuxiéme niveau de masquage : moul8U-8 pour dépdt électrolytique.

La CTU d’Orsay met a disposition tout I'équipemedicessaire pour proceéder a un
dépdbt électrolytique. La présence de cet équipemasient en fait aux nombreux travaux de
fabrication de microbobines développés par le kafoine MINASYS [15]. Toutefois, le
protocole mis en place ne permettait pas de réalee électrodes épaisses de plus de 10 pum.
Il fallait donc trouver un procédé pour concevogsdmoules permettant la croissance
électrolytiqgue de structure épaisse de plus de 0 ljp SU-8 s’est tout de suite imposée
comme le choix le plus adéquat : elle permet eet efelaborer des structures de plus de 100
um d’épaisseur et nous avions déja une expériesmte £h manipulation. Cependant, une fois
structurée, la SU-8est trés difficile a enleven’dxiste pas comme pour les résines positives
un solvant qui permet de la dissoudre efficacememts du début de ma these, un nouveau
promoteur d’adhérence spécifique pour la SU-8 vatiétre mis sur le marché : I'Omnicoat
[197]. Il s’avere qu'il peut aussi étre utilisé coma couche sacrificielle pour aider a supprimer
les couches de SU-8 structurées. Nous avons danemplace un protocole de fabrication de
moules incorporant ce produit. D’autres technigeristent pour enlever des structures en
SU-8 en utilisant par exemple un plasma [198] aulzkns chimiques tres agressifs [199]. |l
nous reste encore a décider du métal employé podépodt électrolytique. Le choix le plus
logique aurait été de choisir I'or, mais des baidletrolytiques d’or contiennent du cyanure
(difficulté pour obtenir les autorisations d’emplat ont un codt financier d’exploitation
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important. C’est donc le cuivre, matériau bon méareh possédant une bonne conducti
gue nous avons sélectionné. Le dernier point &etraist le desn du masque qui donne
forme au moule. Nous n’avons pas besoin de renditdd réseau d’électrodes épais, seu
partie en contact avec les canaux le requiert. eNotoule recouvrera donc I'ensemble
I'échantillon sauf deux parti (voir Figure I11-13):

- les électrodes en contact avec les canaux plusnange supplémentaire de 300 |
pour laisser la solution électrolytique rentrerlioent a l'intérieul

- et la partie haute de I'échantillon pour permetiieeprendre un contact électrique |
du dépot électrolytique.

. e 1
Z — e .
) iy
anode : i 1 b aucalmel
Cu massif sature
cathode
échantilbn K Cl saturé
D—
o @ -
—
—
| @ - har reau
aimanté
réacton i 1’amode réaction i la catlode
Cu—0p Cult+ 2e Cult+ 2e—0Qp Cu

Figure 11I-14 : Schéma du dispositif et du prircipe de dépbt électrolytique de cuivr(15].

Le protocole de fabrication d’électrodes épaissecivise en trois partie : réalisation
du moule, dépbt électrolytique puis destructiomthule. Comme nous venons de le dire
moule est constitué de deux couches. La premiareheoest une fine couche d’Omnicoat
permet a la fois d’augmenter I'adron de la SWB sur le substrat en verre et fera aussi o
de couche sacrificielle pour I'étape de suppresdiomoule. La deuxiéme couche qui do
la forme du moule est faite de -8 2100 (pour les parametres techniques, Tableau I11-3.
Une fois que cette couche est structurée, nouopadechantillon dans un plasma 02/C
(0,1mbar, 200W) pendant 3 minutes pour s’assurer lgs couches meéliques soient
parfaitement propres. Nous passons ensuite a kaeiee étap : le dépbt électrolytique. Po
cela nous immergeons la partie de I'échantillomous souhaitons que le dép6t se fasse
une solution acide contenant des ions cuivre?*). Ensuite nous relions notre échantillon
cathode et appliguons un courant de 100 mA qundaiie le dép6t de cuivre via la réact
CU?*+2e-=Cu (voirFigure 1ll-14). Un tel courant nous permet de déposer approkieraent
0,8 um de cuivre par minute. Dans le cadre de egipication, nous limitons le dépot a
épaisseur d’'une quinzaine de microms, mais pour d’autres projets basés sur le
procédé nous sommes montés a 5( (voir Annexe 1l). L’échantillon est a présent pour
d’électrodes épaisses, il ne reste plus qu'a déisole moule en S-8. Pour ce faire, not
plongeons I'échantillon de une solution chaude (~80°C) remover P( pendant 30 a 40
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Figure 11I-15 : Différentes étapes de la fabricatio des électrodes épaisses. 1) Moule en Su-8 laigsanu les
électrodes qui recevront,le dépdt et recouvre le ste de I'échantillon. 2) Echantillon en cours de déj
électrolytique de cuivre. 3) Electrodes épaisses @btues aprés destruction du moule, au centre électte fine.
4) Image MEB d’électrodes épaisses sur les cotésaetcentre électrode fine.

minutes. Notons que l'usage des ultrasons peunétessaire pour aider a supprimer certains
morceaux de SU-8 bien accrochés. Au final, nousraiits un échantillon pourvu d’'un réseau
d’électrodes fines en or et d’électrodes épaissesiwre (voirFigure 111-15 et Figure 111-17.
Avant de passer a la prochaine étape de fabricatnarquons que l'usage d’électrode en
cuivre est assez problématique dans notre cag;etairci s’oxyde rapidement a l'air. Pour
remédier a ce défaut, il existe des solutions deatblyse d’or qui permettent de déposer,
simplement en immergeant I'échantillon, une finaidwe d'or (~60 nm) sur les parties
meétalliques [200]. Le principe de ce dépodt repasela réaction chimique entre les ions
meétalliques et un agent réducteur, permettant afaitenir des atomes meétalliques qui
interagiront par la suite avec le substrat [20H.drix de ces solutions est certes conséquent
1500€/L (contient 6g d’or), mais dans le cadre yitésnes réutilisables et interagissant avec
des cellules, cela semble une voie intéressanée&lapper.

5. Parois des canaux et isolation des électrodes

Cette étape peut se révéler rapide a mettre er diats le cas ou notre dispositif n'est
pourvu que d’électrodes fines. En effet, la réStk8 qui sert a modeler les parois s’étalera
facilement et les étapes suivantes d’insolatiodestiéveloppement seront faciles a réaliser.
Seule I'adhésion de la résine SU-8 sur des surfacesme le verre ou la silice se révele
difficile. Ceci s’explique par la différence desopriétés des surfaces des matériaux, le verre
et la silice sont hydrophiles et présentent a $emface une fine couche d’eau native, alors que
la SU-8 est hydrophobe. Si on étale de la SU-&Barsurface recouverte de cette fine couche
d’eau, ceci va entrainer un stress important desstructures de SU-8, d’ou un risque élevé
de décollement. Pour éviter cela, il suffit de déshter la surface de I'échantillon en le
laissant pendant 30 minutes sur une plaque chaafta@00°C. Ensuite, il suffit de suivre le
protocole établi par le fabricant de la résine Spe8r réaliser les parois des canaux (voir
Tableau I1I-3. Par contre, si I'on considéere que notre échiantiest pourvu d’électrodes
épaisses, 'état de surface de la résine SU-8 apréssinement va étre problématique. La
résine SU-8 est visqueuse et les couches dépasdtesportantes, en présence d’'une surface
structurée, elle va donc répercuter la forme destrldes épaisses sur sa surface. On se
retrouve ainsi avec une surface complétenvatibpnnée(voir Figure 111-16). Or une telle
rugosité de surface est incompatible avec I'étajpeaste qui consiste a venir coller un capot
sur cette surface. Dans ces conditions le collaga de mauvaise qualité et I'on risque
d'avoir des fuites lors de l'injection de liquidearts les canaux. Pour remédier a ce
phénomene, nous insérons notre échantillon avesudace rugueuse de SU-8 dans une
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Rugosité (pm)

machine a soudure de wafer EVG 501 et nous la pmdrans de telle facon qu’elle presse
I'échantillon avec une force de 700 N tout en lauffant a 70°C. Pour protéger la machine
des écoulements de SU-8, nous placons un film énhdMEe I'échantillon et le piston. Au
bout de 30 minutes, nous récupérons I'échantillonreprenons le cycle normal de
développement : insolation, post-recuit et dévedopgnt. Le résultat final est trés intéressant
car nous avons fortement gomme le vallonnementyitrqer les électrodes épaisses, mais
aussi une partie de I'effet de bord (véigure 111-16). Nous obtenons ainsi une surface de
SU-8 presque aussi lisse que si nous étions ghntiseéchantillon parfaitement plat.

—— Aprés développement
—— Apres enrésinement SU-8

Ecrasement Résultat final

Rugosité (um)
5 &

5\)‘\]0 |ull\uu !5LIVJU Z‘Elflm'-\ ;'Bé\ﬂﬂ
X (um)

5000 10000 15000 20000 25000
X (um)

Figure 111-16 : Principe du lissage de la surface d SU-8 apres enrésinement sur une surface fortement
structurée. A gauche : mesure au profilomeétre mécaque donnant I'état de surface aprés enrésinementu
centre : appareil ouvert prét & recevoir I'échantilon pour le presser. A droite : mesure au profilomére
mécanique montrant un état de surface finalementdise, on distingue les canaux des deux dispositifss(
deux pics).

Nous savons maintenant comment fabriquer des pdeosanaux méme en présence
d’électrodes épaisses, il ne nous reste plus gefiaidle design que nous voulons donner a
ces parois. Lors des simulations nous avons défimix types de structures de parois
isolantes : la structur@/ashizuet la structureérois canaux Dans le cadre de nos simulations
de la structure Washizu, nous avons vu que leatiams de forme de la paroi centrale avaient
une répercussion sur la cartographie de chamgriglee. Nous avons donc dessiné une paroi
centrale avec différentes largeurs et difféerentesmés pour essayer de retrouver
expérimentalement ces variations sur la DEP. Ceatians des structures seront aussi utiles
pour visualiser I'efficacité de notre protocolepermettront ainsi de I'optimiser. De plus, dans
le cadre de I'optimisation de la structure Washinus avons ajouté pour certaines parties des
canaux, des structures triangulaires pour dévidfluleet faciliter la capture des cellules. En
revanche, la structure trois canaux étant déj@zassmplexe, nous n’avons pas fait varier ni
la taille ni la forme des parois. Pour les entréesorties des canaux, nous nous sommes
contentés pour le moment a deux entrées et une partdispositif (voilFigure 111-17).

A ce niveau du développement, les dispositifs smsez avancés pour permettre les
premiers tests de DEP et d’électrofusion sur ddsles. Il suffit en effet de déposer une
goutte contenant des cellules sur notre dispositile la presser avec une lamelle de verre
pour obtenir des canaux remplis de cellules. Ceness ne pouvons pas faire varier le flux
dans les canaux ni maitriser ou vont se positiotegicellules, mais cela est suffisant pour
faire nos premiéres expérimentations. En paratlelees expériences, nous avons continué la
mise au point de la prochaine étape de fabricatierscellement des canaux.
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Type de Résine Omnicoat

Fonction Promoteur &
Couche sacrificielle

1°" palier vitesse (rpm) 500

1°" palier accélération (rpm.s?) 300

Temps (s) 10

2°™ palier vitesse (rpm) 1000

12“’”‘E palier accélération (rpm.s- 300

'Izemps (s) 60

1° recuit min@°C 1'@200°C

Exposition (mJ)

2®m€ racuit min@°C

Développement PGMEA (min)

Epaisseur (um) ~0,02

SU8-2100
Moule

500
300

30
5000

300

60
3'@65°C, 13'@95°C
150
2'@65°C, 10@95°C
8
~80

SU-8 3050 SU-8 3005
Parois des canaux Isolation des
électrodes fines
500 500
300 300
30 20
3000-4000 4000
300 300
60 60
1'@65°C, 10'@95°C 1'@65%1@95°C
200 120
1'@65°C, 8'@95°C 1'@65°C, 5’@95°C
5 3
~50-~40 4

Tableau I11-3 : Parametres des procédés d'utilisatia de I'Omnicoat, de la SU-8 2100 (Moule), de la
SU-8 3050 (parois des canaux) et de la SU-8 300®(@ation des électrodes).
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Substrat [0 Parois des canaux en SU-8

—— Avec paroi isolante centrale

Rugosité (um)
a
L
Rugosité (pm)

-254

T T T T 1 T
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800

——==p= Electrodes épaisses

Figure 11I-17 : 1) Troisiéme niveau de masquage paiie des canaux. 2) Photo MEB d’une structure
Washizu parallélisée, on distingue les canaux avecstructure centrale et sur la droite la sortie du
dispositif. 3) Photo vue de haut de la structure W&hizu avec ces nombreuses ouvertures dans la paroi
centrale. 4) Photo MEB zoomant sur les structuresemtrales, on apercoit en fond une électrode épaisst
une paroi du canal. 5) Photo MEB mettant en évidendes structures triangulaires servant a dévier le
flux. 6&7) Mesures au profilometre mécanique d'unecoupe d’une structure Washizu au niveau d'une
ouverture ou au niveau d’une paroi isolante.
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6. Collage de substrats souples et durs pour sceller les canaux

Dans la partie Microtechnologie, nous avons pré&sedetx technologies pour sceller
des microcanaux : I'une est basée sur le collagélrde de SU-8 souples et I'autre sur le
collage de substrats durs recouverts de SU-8. emigre présente I'avantage de s’adapter
aux surfaces rugueuses et de nécessiter des fdecesmpression faibles limitant ainsi les
ecoulements de SU-8. Toutefois, un dispositif afabriqué est peu protégé des agressions
extérieures et difficilement connectable avec Beidur. De l'autre, le collage de substrat dur
permet d'utiliser des substrats de verre qui sdat fais solides et sur lesquels il est aisé de
coller des plots de PDMS pour se connecter vesgéigeur. En revanche, cette technique
demande un état de surface lisse et génére desedemis de SU-8 importants pouvant
boucher les canaux. Nous proposons donc de coopdedeux techniques pour réunir leurs
avantages et pallier les défauts de I'une et ddrka Le protocole mis en place consiste dans
un premier temps a sceller les canaux avec undérsU-8 puis a recouvrir le tout en collant
un substrat de verre. Avant d’aborder en détaiteha des étapes de ce protocole, notons que
le dessin du masque se limite a définir les enteééss sorties des canaux.

Entrées et sorties des canaux [l Croix d’alignement

Figure 111-18 : Quatriéme niveau de masquage défirisant les entrées et les sorties des canaux.

a) Collage de film SU-8 (Soft bonding)

Cette technique a été développée par Abgrall [4i83]] et consiste a laminer des films
constitués de SU-8 et de PET. Cette technique eepos I'emploi d’'un laminoir, or cette
machine n’est pas présente au sein de la CTU dyOmdaus avons donc transposeé ce
protocole expérimental sur la machine a collageusstrats (wafer bonding). L’emploi de
cette derniere permet de réaliser le collage sales mais le procédé nécessite au moins une
demi-heure, alors qu’il ne faut que quelques mimydeur la lamination. Apres plusieurs
expérimentations nous avons donc mis au point mtypre protocole de collage de substrat
souple. Celui-ci commence par la préparation du fle SU-8 qui est a la base constitué
d’'une couche de SU-8 de 20 um d’épaisseur prigse deux films de PET servant de support
et de protection. Ce film est commercialisé pasdaiété Microchem (référence DF 1000-20,
plus commercialisé aujourd’hui). Pour une raisom rmxpliquée, notre lot de films était
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completementullé (plus exactement le film de PET) ce qui a eu dasséquences non
négligeables sur la qualité de nos couches de Stiudsférées. Pour les prochains
développements, il faudra donc trouver un autrenfisaeur ou fabriquer soit méme les films
de SU-8. La premiére étape consiste donc a décdmgerface de film nécessaire et a retirer
le premier film protecteur en PET. Avant de procélecollage, nous exposons I'échantillon
comportant les canaux a sceller et le film de S&b&8s un plasma d’O2 (200W, 0,1mbar, 3
min) pour améliorer I'adhésion entre les deux cesctNous plagons ensuite I'échantillon
dans la machine a collage de substrats en le remaudu film de SU-8. Le collage s’effectue
par la suite a 65°C sous une force d’appui compngee 200 et 300 N durant 10 min. Le film
de SU-8 est maintenant collé aux parois des caaauxU-8, nous n’'avons plus qu’'a insoler
I'échantillon (~180 mJ) a travers le masque podindées entrées et les sorties des canaux
(voir Figure 111-18). Enfin, nous retirons le film de PET, nous reouss'’échantillon (2 min &
65°C puis 8 min a 95°C) et nous le développons dems solution de PGMEA (=5 min).
Nous obtenons ainsi des canaux recouverts d'ure douche de SU-8 sur toutes leurs
longueurs sauf au niveau des entrées et des saoviesns que les bulles présentes dans le
film de PET posent probleme lors de l'insolationdgfiractant les UV, ce qui engendre un
film de SU-8 entiéerement tacheté. Pour limiter effet, nous avons trouvé la solution
suivante qui consiste a insoler le film de SU-8lenx fois. La premiere insolation de faible
énergie permet de retirer le film de PET et la sdeoinsolation, de forte énergie, d’insoler
correctement le film de SU-8 (vdiigure 111-19).

Figure 111-19 : 1) Canaux scellés par un film de SkB fortement tacheté 2) Entrées des canaux de la
structure Washizu scellés par un film de SU-8 faildment tacheté (optimisation du procédé). 3) Commene
(2), mais entrées des canaux de la structure trotsinaux.

A ce niveau de la fabrication, nous pouvons comtirde répéter cette étape de collage
comme le propose Abgrall et al. De cette fagon snoansférons de nombreuses couches de
SU-8 qui formeront a leur tour de nouveaux can&pous disposons alors d'un dispositif a
plusieurs niveaux, ce qui nous ouvre des perspgeciivtéressantes de création de nouvelles
architectures. Dans le cadre de nos travaux de ausgoint du protocole de collage, nous
avons élaboré un dispositif de démonstration aesccdnaux sur deux niveaux [202].
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Figure 111-20 : Dispositif a deux niveaux, dévelopg a I'aide de la technologie de masque en plastiqug 1*
niveau définissant les parois d'un trés long candbrmant les lettres « PAS », on distingue aussi lestrées et
les sorties (grands ronds). 2)'2" niveau formé de deux films de SU-8, I'un recouvrarentierement le £*
niveau et le second délimitant le long canal en T) &ollage d'un substrat de verre pour protéger et annecter
le dispositif.

b) Collage de substrats durs (hard bonding)

Notre échantillon dispose de canaux fluidiques,sn@@ux-ci ne sont protégés de
I'extérieur que par une fine couche de SU-8. Despilreste difficile & connecter avec
I'extérieur. C’est pourquoi nous préparons un sabste verre d’l mm d’épaisseur en vue de
le coller sur le dispositif. Cette plaque de vessepercée de trous de diamétre compris entre 1
et 0,6 mm pour permettre de relier les différemtasées et sorties des canaux. Le percage se
fait a I'aide d’'une perceuse et de forets carb@ves Figure 1lI-21). La technique est certes
artisanale et demande un savoir-faire assez laug@érir, mais le résultat final est de bonne
qualité. Une technique industrielle appgb&svder blastingpermet de faconner des trous dans
une telle épaisseur de verre, mais elle nécessitmpareillage bien particulier [203, 204]. La
plaque de verre ainsi percée est recouverte enduite couche de SU-8 3050 (mémes
parametres que les parois des canaux Vableau 11I-3. De la méme fagon que pour le
collage de film de SU-8, nous soumettons le dispaila plaque de verre a un plasma O2
(200W, 0,1mbar, 3 min), puis nous positionnon®le tans la machine a collage de substrat.
Le substrat étant tres rigide nous augmentonsréz fde pression a 700 N, tout en laissant la
température a ~65°C, ceci pendant 10 min. Finalgnilene reste plus qu’a insoler et faire
recuire le tout pour finaliser le collage. Notongde résultat final de collage entre la plaque
de verre et I'échantillon n’est pas aussi bon qelaiobtenu avec un film de SU-8. En effet,
on retrouve souvent des zones au centre de lagldgwerre non collée du au fait que la
surface de I'échantillon ne soit pas complétemétegvoirFigure 111-20-3). Ceci ne pose en
général aucun probleme, car les canaux sont déjaduiellés par le film de SU-8, seules les
zones d’entrée et de sortie des canaux sont sesisilde probleme.

Figure 111-21 : A gauche, outillage et lames de vee percées. Au centre, vue en coupe au MEB dela
structure Washizu, on distingue les deux canaux,deélectrodes épaisses et la paroi isolante centrafe
droite, photo d’'un microsystéme recouvert de sa plaue de verre.
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7. Connectique et tests hydrauliques

Pour transformer notre dispositif en un microsysté@rét a I'emploi, il ne reste plus
gu’'a faire les connexions électriques et fluidiquesur les connectiques électriques, nous
venons simplement souder les fils sur les différgaibts prévus a cet effet. Il faut toutefois
faire attention de ne pas sublimer le plot en ocagpliquant trop longtemps le fer a souder. Il
est donc recommandé d’étamer avant, les fils aesodrbur la connectique fluidique, nous
préparons plusieurs supports en PDMS que nouspegegms de part en part. Ensuite, nous
les collons sur la plaque en verre via un plasma(ER2W, 30 s). Une fois fait, on peut
aisément enfoncer des capillaires dans ces bloBDHAS et injecter ou récupérer la solution
voulue. Pour les différents tests hydrauliques; Fajure 111-22.

Figure 111-22 : 1) Dispositif finalisé & deux niveaix de canaux avec ses plots de PDMS. 2) Dispositifec des
canaux non scellés prét a I'expérimentation électjie avec les différents fils soudés. 3) InjectioreddDCM
(marqueur fluorescent rose) dans le canaltAS. 4) Injection d’Eosine (marqueur fluorescent jaund dans le
second niveau, canal en forme de ‘T". 5) Présenceudie bulle d’air dans un dispositif de type Washizuempli
d’'eau.

8. Conclusion

De part leur finesse les microsystemes nécessitetrvailler dans un espace épuré et
avec des machines dédiées a une telle résolutienespace est communément appelé salle
blanche owlean room Cependant, la premiére étape de fabrication nerance pas dans ce
lieu, mais au bureau a dessiner les différents oessgLes masques vont permettre de
retranscrire une image sur I'échantillon via ungné photosensible. D’ailleurs, pour réaliser
notre dispositif ce n’est pas moins de quatre nixede masquage qui seront nécessaires. Une
fois les dessins des masques finalisés, plusieahiques de masques s’offrent a nous selon
un rapport codt/résolution a définir. Dés que leasques sont faits nous pouvons a
proprement dit commencer la fabrication de notspakitif. La premiere étape consiste a
elaborer le réseau d'électrodes en employant lantqae delift-off, on obtient ainsi
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rapidement des électrodes fines composées d'ureecemche de titane et d’'une couche d’or.
La deuxieme étape demande la mise en place d'unlempour permettre le dépot
électrolytique de cuivre pour réaliser des éle@sodpaisses de cuivre aux extrémités des
canaux. Une fois le moule détruit, nous passorsteoisieme étape basée sur I'emploi de la
résine SU-8. Grace a cette résine, nous allonerited électrodes et définir les parois de nos
canaux. Dans le cas ou notre dispositif est equigéectrodes épaisses, une étape de
compression est nécessaire pour aplanir la sudada résine. Remarquons qu’a ce niveau
d’élaboration, notre dispositif est déja prét & @mployé pour des expérimentations de DEP
ou d’électrofusion. Si I'on continue le procédénti alors la cinquieme étape ou nous allons
successivement sceller les canaux avec un filmenilecSU-8 puis avec un substrat de verre
percé. Il ne reste finalement plus qu’'a soudefile®lectriques et a coller des plots de PDMS
pour que notre microsysteme soit totalement op#maél. Nous avons donc réussi a mettre au
point un protocole qui en une semaine permet degiaér des microsystémes comportant des
électrodes épaisses ou fines, le tout parfaitemédgré dans des canaux fluidiques structurés
et pouvant étre développés sur plusieurs niveaOR][ZIoutefois, notons que d’'un point de
vue technique, il reste encore a finaliser le pdéode collage de substrats durs pour avoir une
surface entierement collée et ensuite caract&asérce d’adhésion. Pour l'instant, les seules
informations que nous avons collectées sont : gueotlage est plus résistant que le collage
PDMS/verre et qu'il résiste a une découpe a la scie

D. Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons fait tout kenghement de la conception a la
réalisation d’'un microsysteme. Tout commence avee idée de structure que nous
soumettons a un logiciel de simulation pour condirrson intérét et tenter de I'optimiser. Une
fois le design de la structure choisie, nous passora fabrication. Pour cela, il nous aura
fallu plus de deux ans de travail pour acquérisdeoir-faire existant et mettre au point de
nouveaux procédés pour réaliser en tout pointrlecttre souhaitée au départ. Il nous reste
maintenant a mettre nos différents dispositifs §saapot et avec capot) a I'épreuve de
I'expérimentation biologique afin de prouver lefficacité et leur robustesse.
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IV. Chapitre IV, Expérimentation biologique

A. Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons vu toutesttepes de fabrication d'un
microsysteme équipé de canaux structurés et d'weate d'électrodes. Toutefois, la
fabrication du microdispositif complet est longueéneertaine. Pour les premiéres expériences
biologiques, nous avons donc décidé d'utiliser dispositifs non finalisés, mais comportant
les structures les plus importantes, c'est-a-éseclectrodes et les parois des canaux. Un tel
dispositif est certes inadéquat pour une expériatiemt fluidique, mais il se préte
parfaitement a des tests de DEP et d'électrofuddenplus, ce dispositif a 'avantage d’'étre
facile & manipuler et & nettoyer ce qui permet ékdiger rapidement un grand nombre
d’expérimentations. Dans le cadre de nos travaaus ravons donc principalement travaillé
avec ce type de dispositif. Pour les expérimematftuidiques, celles-ci étant tributaires de la
technologie de scellement des canaux, seules gsekppériences ont été réalisées en fin de
these. Un autre parametre important de nos systestel&architecture. Chaque échantillon
comprend deux dispositifs : 'un avec une architextdite Washizu et l'autre dite a trois
canaux. Dans la suite de ce chapitre, nous veloeda totalité des expérimentations s’est
faite avec la structure dite Washizu. Si la carisaéon biologique de la structure trois
canaux a été reportée, cela est di principalemant@obléme d’observation. En effet, cette
structure est équipée d’'une électrode centraleuiéche une observation par microscope a
transmission. Or, les expériences portant sur laipo&ation de cellules cancéreuses se font
dans un laboratoire de biologie habilité (P1 ou BR)'équipement de prédilection des
biologistes pour I'observation est le microscopgeaasmission. Notre laboratoire d’accueil ne
faisant pas exception, le microscope était doncedspe.

Nos premieres expériences se sont focalisées phelgomeéne de DEP, le but étant de
mettre en place un protocole expérimental pourenahicrosysteme et de valider nos
simulations de cartographie de champ électriquee fdis familiarisés avec I'emploi de la
DEP, nous avons commencé a appliquer des picandoie ce qui hous a permis d’observer
les premiéres fusions de cellules. Enfin, les peesndispositifs scellés ayant commencé a
sortir de salle blanche, nous avons pu testeridaate la DEP sur des cellules soumises a un
flux. Dans ce chapitre, nous reprendrons simplernenbrdre chronologique pour présenter
nos différents résultats expérimentaux.
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B. Matériels et Méthodes

1. Introduction

Les expériences décrites dans cette section oné&iseesau sein de I'équipe cmon
co-directeur de thés@JMR 8121). Cette équipe a mis a ma dispion I'ensemble di
matériel biologique, optique et électronique néaessa mes expérimentations. J'ai auss|
formé a toutes les techniques de base pour utiiesr cellules (culture, préparation
milieu...). Tout ceci m’'a permis de mettre rapidet en place un protoco
d’expérimentation pour la DEP et I'électrofusi

Figure IV-1 : Photo panoramique de la plateforme mise en plaggour I'électrofusion. 1) Pousse seringues :
Microscope a transmissbn et a optique inversée 3) Ordinateur pour gérerds photos et les flux vidéos ¢
Générateur Basses Fréquences (GBF) 5) OscilloscdpePulseur 7) Camere

2. Cellules et milieu

Deux types de cellules adhérentes ontutilisés au cours de ces expérient La
premiere est une lignée cellulaire cancéreuse denpon de hamster chinois, dénomme-
3F. Cette lignée étant employée en routine daflableratoire, elle a donc servi aux premié
expérimentations portant sur la DEP. Pour les éxpées d’électroision, nous avons chan
de lignée cellulaire sur les conseils de Mr Lluis.Mette seconde lignée cancéreuse est
d’'un mélanome de souris et porte le nom de B16.celgles ont la particularité d’avoir ul
matrice extracellulaire limitée ce quiplique leur facilitée & métastaser. Dans le cadr
I'électrofusion, cette caractéristique pourraitdaser la mise en contact des membrane
rendre ainsi les cellules B16 plus propices a $&ofu

Dans le chapitre 2, nous avons étudié les différemilieux utilisés pour le
expériences d’électrofusion. De cette étude, ngaasaconclu que la solution la plus aday

était celle issue des travaux de Zimmermann. Nogorisexiste une version comirciale de
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cette solution (société Eppendorf). Ce milieu ew golution agueuse comprenant des ions
acétate de magnésium (0.5mM) et de calcium (0.1rd®l).albumine (Img/ml) et du sorbitol
(~90mM). La particularité de ce milieu est d’avame faible conductivité (~100uS/cm) et
d’étre hypotonigue (~90mOsm). Cette derniere pé@riajoutée a la présence de sorbitol,
permet de faire grossir artificiellement les caki(voirFigure IV-2. Cette augmentation du
diamétre des cellules est d’environ deux fois cdlime cellule présente dans une solution
isotonique (~300mOsm).

DC-3F + milieu sucrose B16 + milieu sucrose

— 50 pm

DC-3F + milieu sorbitol B16 + milieu sorbitol

s OO0

55 )
e m

Figure V-2 : Photos représentant les cellules DCet B16 mises en présence d’'une solution hypotonigu
contenant du sucrose (photos du haut) ou du sorbit¢photo du bas). On constate bien le grossissemedds
cellules en présence de sorbitol.

3. Microsystémes

Dans le chapitre 3, nous avons réalisé deux typemidrosystémes. L'un est une
version non finalisée, avec des canaux non sc@&kss ce cas, l'utilisation se fait de la fagon
suivante : nous disposons tout d’abord une gowté@d ul de milieu contenant les cellules
dans une des entrées ou des sorties du systenw. rlewis appliquons sur la goutte et
'ensemble du dispositif une fine lamelle de verénsi, nous remplissons les canaux et
préservons le liquide de I'évaporation. Pour led&@ye finalisé, il suffit de relier les différents
capillaires aux entrées et sorties, puis d’injetgemilieu pour commencer les expériences.
Une fois les expérimentations finies, les systesesettoient a I'aide d’eau distillée ou si
cela s’avere insuffisant a I'aide d’eau de javelepau diluée. Ensuite, il suffit de les laisser
sécher a l'air libre. Notons que les structuresS&h8 ne supportent pas une atmospheére
saturée en eau, comme celle présente dans lesatecub (risque de décollement).

Les expériences de placement et de fusion cekutait été effectuées sur la structure
Washizu pour des raisons évoquées préecédemmerie Steticture est répétée un grand
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nombre de fois en faisant varier les dimensionsisinila largeur de l'isolant central® (
évolue entre 10, 20, 30, 40 ou 50 um (veigure IV-3. Par contre, I'ouverture entre les
isolant €) et I'écart inter-€lectroded ) sont respectivement fixés a 22 um et 200 pm (voir
Figure IV-3.

L : écart inter-électrodes

A 4

A

I e : espace entre dielectrique

L] : |
| : largeur de dielectrique
Electrodes Isolant Milieu

Figure 1V-3 : Schéma de la structure Washizu aveek différents parametres la caractérisant.

4. Electronique et microscope

Dans le cadre de nos expérimentations, deux tygesighaux eélectriques sont
utilisés : I'un pour la DEP et I'autre pour I'éleatusion. Le premier est un signal sinusoidal
de faible amplitude et ayant une fréquence vaeatte 10 kHz et 10MHz. Pour le délivrer,
nous utilisons un simple générateur basses frégsefihz-10MHz, W.,=10V, TOPWARD
TGF-4613). Notons que pendant une courte périods awons eu a notre disposition un GBF
numerique permettant de monter jusqu’a 80MHz etatte de la modulation de fréquence
(HP 33120A). Le deuxieme type de signal correspmih pic de tension de forte amplitude
et de courte durée (<40V, ~80 ps). Pour le génémmus employons un pulseur dédié a
I'électrochimiothérapie (TRX GHT 1287B). Celui-ceyt fournir plusieurs pulses de tension
allant d’environ 10V a 1kV et d’une durée variametld microseconde a la seconde. Comme
nous l'avons vu dans le chapitre 2, le protocolpéeixnental consiste a appliquer le premier
type de signal (DEP), puis d’envoyer les pulsesedsion (électrofusion) pour enfin rétablir
la DEP. Lors de nos premiéres expérimentationss idions obligés de débrancher le GBF
du dispositif pour envoyer les pics de tension.te€Cahanipulation était nécessaire pour
protéger le GBF. Or, en procédant ainsi, nous hn&&s pendant quelques secondes la DEP
ce qui suffisait aux cellules pour se décoller uthe I'autre. Pour remédier a ce probleme,
nous avons realisé un additionneur (Méigure 1V-4). Celui-ci a été concu de telle fagcon a
protéger le GBF des pics de tension et de conserv@ermanence la DEP. Signalons qu’en
additionnant les signaux nous obtenons lors devderd’'un pic de tension un signal
sinusoidal couplé a un créneau de forte amplittdere un simple créneau.
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Figure 1V-4 : Schéma électrique de I'additionneur @ signaux.

En ce qui concerne le dispositif optique, nous awmotre disposition un microscope
a transmission et optique inversée (Zeiss Axio8&R0) équipé d’une caméra CCD (Axiolam
HRC Zeiss, voirFigure 1V-1). Ce microscope dispose de deux sources de lumianee
fournit par une ampoule halogene (lumiere blandte)autre par une ampoule a mercure
utilisée pour la fluorescence. La majorité des @itijons photos ou vidéos sont faites en noir
et blanc et en pleine résolution (1400x1030 pixel3ns ces conditions, la caméra est
capable de fournir au maximum, un peu moins de d@ages par seconde. En réduisant la

fenétre d’acquisition, il est toutefois possible m@nter a un peu plus de 3 images par
seconde.

5. Conclusion

Connaissant maintenant les outils et les protocelg®erimentaux, nous pouvons
passer a I'étude détaillée des résultats.
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C. Résultats expérimentaux sur la diélectrophorese

1. Introduction

Nos premiéres observations ont consisté a étudieetail ou se plagaient les cellules
sous l'action de la DEP, pour comparer avec lesulsiions de cartographie de champ
électrique réalisées au cours du chapitre 3. Ducast simulations, nous avions aussi
remarqué qu'une variation des formes des paroisralea avait des conséquences sur la
cartographie de champ. Notre systeme étant éq@srdctures ayant une largeur de parois
centrales différentes, nous avons entrepris d’étuds répercussions de ces variations sur la
DEPp. En paralléle, nous avons analysé l'incidesheda variation de la fréquence sur le
phénomene de diélectrophorése pour les deux typlhdaires. Examinons a présent ces
différents résultats en détail.

2. Placement des cellules par DEP

Lorsque l'on regarde la simulation du champ élgaki dans la structure Washizu,
trois zones se dégagent (vBigure IV-5):

- La premiere se situe au niveau de I'ouverturesttétabli le maximum de chamy).(
Elle devra ainsi attirer les cellules lorsque nappliquerons la DEPp.

- La seconde localisée aux bords des parois issdagst caractérisée par la présence de
minima de champ?). Elle sera donc propice pour capter les cellplasDEPN.

- La troisieme positionnée tout le long des bords dlectrodes se distingue par un
maximum de champ locaB). Lors de la DEPp, les cellules a proximité pontrde ce fait
étre attirées vers cette zone.

X{r) %10
Parois isolantes

Figure 1V-5 : Cartographie du champ électrique pourune structure Washizu (vue de
haut) mettant en évidence 3 zones d'intéréts : (laximum de champ (2) minimum de
champ (3) maximum local au bout des électrodes (titsblanc).

Pour confronter ces résultats théoriques, noussagoomis des cellules de type B16
dans une solution hypotonique contenant du sorbaolun champ électrique de haute
fréquence (5MHz) pour mettre en évidence la DEPpnetrsement de basse fréquence
(50kHz) pour observer la DEPn. Comme nous pouvensohstater sur les photos de la
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Figure 1V-6 les expériences nous confirment les interprétatissues des cartographies de
champs simulées. On retrouve ainsi les cellules des zones prédites. Dans le cas de la
DEPnN les cellules vont se coller aux parois descgires isolantes (voirigure 1V-6-1), a
I'inverse pour la DEPp les cellules se placent dassouvertures et au bord des électrodes
(voir Figure 1V-6-3. Toutefois, on retrouve dans fagure 1V-6-3un phénomene que nous
avons abordé dans le chapitre 3 et que nos simogati’avaient pas prédit : la formation de
grappes de cellules, conséquence de l'attraction entreédlég induits (particulierement
visibles au niveau des électrodes).

DEP-négative DEP-positive

DE‘P—posi tive

Figure IV-6 : Expérience de diélectrophorese. 1) DERégative visible sur 4 cellules (marquées
en bleu). 2) DEP positive sur les 4 mémes cellul83.DEP positive avec placement de cellules
au niveau des ouvertures et des électrodes, miseé@iridence du phénomene dgrappe

3. Etude du comportement diélectrophorétique des cellules

Nous savons a présent interpréter un placemerdaifleées comme étant liés a I'action
de la DEPp ou de la DEPn. Nous pouvons donc earfaigarier la fréquence du champ
électrique retrouver grossiérement les variatioms facteur de Clausius-Mossotti (voir
chapitre 2). Nous avons réalisé ce type d’études des premiéres expeériences avec les
cellules DC-3F et B16 dans une solution hypotoniguec du saccharose, puis seulement
avec les cellules B16 dans une solution hypotonianec du sorbitol (voiTableau IV-).
Notons que pour ces expériences les solutions mmtcanductivité comprise entre 50 et 100
pS/cm. On constate que pour une méme solution et méme fréquence, deux types
cellulaires ont un comportement diélectrophorétigliférent. Ceci s’explique par les
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propriétés électriques et morphologiques propreharue type cellulaire. C’est d’ailleurs
cette disparité de réponse a la DEP qui est edglgitour trier des familles de cellules
différentes. On remarque aussi une divergence itapiar de la réponse diélectrophorétique
entre une cellule B16 immergée dans une solutiosadeharose et cette méme cellule placée
dans une solution de sorbitol. Ceci est du a Iemihce de taille. Comme nous l'avons vu
dans le chapitre 2, les cellules mises dans unti@olhypotonique contenant du sorbitol sont
environ deux fois plus grosses que dans une solagpotonique contenant du sucrose. Cette
augmentation importante de la taille va favorisemphssage du champ électrique dans le
milieu intracellulaire (cas d'un milieu intracel&ite plus conducteur que la solution), d’ou
une réponse a la DEPp plus tét en basses fréquereaussiFigure 1V-7).

Cellules Solution 10kHz 100kHz 1MHz 2MHz 12MHz 20MHz
DC-3F saccharose  DEP-n DEP-n Non défini DEP-p DEP-p
B16 saccharose DEP-n DEP-n DEP-n DEP-n DEP-n -
B16 sorbitol DEP-n DEP-n - DEP-p DEP-p DEP-p

Tableau IV-1 : Etude de la force exercée sur les celés, selon la fréquence du champ électrique.

08 T E 5 T L e 3 % ol E R 5

Facteur de Clausius-Mossotti

—0.63 L II\\\\Ild I ||||||w5 L \\|||||IE o O S
10 10 10 10 10
Frequence (Hz)
Figure IV-7 : Tracé du spectre diélectrophorétique tline cellule dans le cas hypothétique ou
elle mesure 5um ou 10um de rayon. On suppose queckanductivité et la permittivité de la
cellule restent constantes.

4, Etude de la variation de la largeur des parois centrales sur la
force de DEP
Pour réaliser cette étude, nous avons décidé ¢'serales variations de vitesse d’'une
cellule soumise a la DEPp. En effet, dans le cragiEquation I1I-9,nous avons montré que
la force de DEP dépend en premiere approximatida déesse de la cellule a un coefficient

prés (la masse étant minime omna ~ 0 et la force de frottement visqueux vai.q, =

kl7). Dans le cadre de nos expérimentations, la \@tdssrait donc varier comme la force de
DEP d'autant que I'on suppose que la cellule estiggite ou a une faible vitesse avant
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d’appliquer le champ électrique. De plus,
nous nous sommes intéressés uniquement a
¥ Frivmie~Fx la vitesse selon I'axe perpendiculaire a celui
des parois centrales. C'est-a-dire que nous
nous concentrons sur les forces poussent
Largeur de I'isolant  la cellule dans I'ouverture. Dans notre cas,
entre 10et30um  est principalement la force de DEPp qui
est selon cet axe, la force hydrodynamique
étant si elle existe, principalement selon
I'axe paralléle des parois centrales (dans le
sens des canaux, véirgure IV-9).

FDEF}:""FY

(_JElectrodes [ Isolants [_]Milieu Pour obtenir les variations de vitesse
Figure IV-9 : Schéma de la structure avec les axes de la cellule, nous enregiStronS a l'aide de la
choisis caméra, des courtes vidéos du phénomene de
DEP. Ensuite, nous décomposons cette vidéo
en une série de photos, ce qui nous permet de ibantaposition de la cellule a un temps
donné. Pour savoir le temps écoulé entre deux phatmus supposons que la caméra prend
les photos de facon réguliere. Ainsi, connaissanbmbre de photos composant la vidéo et la
durée de celle-ci, nous en déduisons le temps eew® photos. En combinant le chemin
parcouru par la cellule entre deux photos et lepteécoulé, nous en déduisons sa vitesse.
Enfin, pour comparer les variations de vitesseeetds structures de largeurs différentes nous
avons conservé les mémes parametres électrigueansamplitude de 5 V et une fréquence
de 5 MHz. Il en est de méme pour la solution hypigioe contenant du sorbitol qui était
maintenue a environ 90 uS/cm, ainsi que pour lésle® qui étaient toutes de type B16. En
maintenant ces parametres, nous avons réecupéralgsa plusieurs vidéos. Ce qui nous a
permis de regrouper la vitesse moyenne d’au maiis ¢ellules pour les différentes tailles de
structure (voiFigure IV-8.
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Figure V-8 : 1) étude de la vitesse de cellulessmises a la force de DEPp pour différentes largeurde parois centrales.
La vitesse donnée pour chaque structure est une mayee de la vitesse d’au moins trois cellules. Pouadiliter la lecture
du graphe nous avons centré la vitesse maximale trites les courbes a t=0. 2) : variations du chamdectrique (en
rouge) partant d’'une électrode pour arriver au milieu de I'ouverture (y=0), issues de nos simulationBe ce champ nous
déduisons la force de DEPp & un facteur prés. On disgue bien 'augmentation puis la diminution.
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En analysant le graphe issu deHRmure 1V-81, on retrouve un profil de vitesse
commun a toutes les structures qui commence paaugeentation de la vitesse lorsque la
cellule esthappéepar la force de DEPp, puis une décélération aetfar mesure que la force
de DEPp diminue, pour finir par s'immobiliser auntre de I'ouverture. Ces résultats sont
d’ailleurs en concordance avec les simulationsad®rice de DEPp, on retrouve en effet ces
phases d’augmentation et de diminution de la foedDEPp. Par contre, si I'on regarde les
variations de vitesse d’une structure a l'autres@percoit qu’il est tres difficile de tirer une
information. Au chapitre 3, nos simulations avaiprédit une force de DEPp plus importante
pour la structure a 20 um, puis de plus de pluples faible pour les structures plus larges.
Pour expliquer en partie ces résultats incohérentais devons rapprocher la vitesse
d’acquisition des images et la vitesse de déplaneaes cellules suite a I'action de la force
de DEPp. Dans notre cas, la vitesse est trés ragbithe distance a parcourir trés petite, or
'acquisition des photos est limitée a moins den2dges par secondes. Nous nous retrouvons
alors avec trop peu d’images (donc trop peu detgpipour différencier la vitesse d’une
structure a l'autre. Pour remédier a ce problérmasravons augmenté la frequence du champ
électriqgue a 20 MHz pour diminuer le facteur deuSias-Mossotti (on peut s’inspirer de la
Figure IV-7) et ainsi limiter |la force de DEPp (résultiigure 1V-10.
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Figure IV-10 : étude de la vitesse de cellules soises a la force de DEPp pour différentes largeurs de
parois centrales (f=20MHz). La vitesse donnée pouhaque structure est une moyenne de la vitesse
d’au moins trois cellules

Avec cette nouvelle condition, on observe que tasge a largement diminué. Ce qui
nous permet cette fois-ci de mieux différencievitasse entre les différentes structures. Ces
résultats sont proches des études comparatives favtec les simulations (voir chapitre I
structure Washizu). Il parait donc intéressant datinuer d’étudier ce phénomene en
collectant plus d’'informations. Notons que poureniit plus de points, nous pouvons modifier
le champ électrique appliqué ou I'osmolarité dedlution pour ainsi diminuer un peu plus la
force de DEPp. L'achat d’'une caméra rapide peetdaissi une solution a envisager.
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5. Conclusion
Au cours de ces expérimentations de diélectropborasus avons pu observer le
placement des cellules dans les zones préditesgsasimulations et cela, aussi bien pour la
DEPp que pour la DEPn. Toutefois, lorsque I'ontgliasse a un phénomene plus fin, comme
la variation de la force de DEP a la suite du clkeamgnt de taille de certaines structures, on
constate alors que le rapprochement entre simokagb expérimentations est moins évident
et ce malgré quelques premiers résultats encoureggea

D. Résultats expérimentaux sur I’électrofusion

1. Introduction

Dans le paragraphe précédent, nous avons vu commempuler des cellules par
DEP. Ce phénomene est relativement simple a metirplace, une fois que I'on dispose
d’une solution faiblement conductrice et d’'un mgysteme étudié pour cette application. De
plus, I'application de la DEP n’étant pas délétpoeir les cellules, on peut faire varier les
parametres électriques pendant plusieurs minutes. ré&vanche, dans le cas d'une
expérimentation d’électrofusion, I'expérience nautpavoir lieu qu'une seule fois, car en
appliquant des impulsions de tensions, on modife facon importante les propriétés
électrigues et biologiques de la cellule. De sutcite@lectrofusion n’est pas un phénoméne
généralisé a toutes les cellules comme cela saipnoour la DEP, seules les cellules placées
dans les zones de maxima de champ ont une chariusidener. Ces zones étant espacees et
le phénomene de fusion ayant lieu a I'échelle Gmhbe, I'observation se fait a fort
grossissement (fois 20 ou 40), limitant ainsi lebstion a une dizaine de cellules. Ceci ne
facilite pas ainsi I'étude de I'électrofusion. Dams premier temps nous nous sommes donc
assurés que nous étions capables de perméabiksercallules contenant un marqueur
fluorescent. Une fois ces expériences réussiess raMons commencé une campagne
d’expérimentations pour mettre en évidence I'édasion de cellules. Aprés plus de 200
expériences, I'étude a abouti a I'observation d’'vimgtaine de fusions. Nous avons au final
regroupé les informations les plus pertinentes goutirer les parametres électriques les plus
favorables a I'électrofusion.

2. L’électroperméabilisation

Ces premiéres expériences ont pour but de proaveadacité de notre microsystéme a
électroperméabiliser la membrane des cellules. Raitre en évidence ce phénomeéne, nous
avons employé des cellules fluorescentes, suitesition d’'un marqueur : la calcéine. Cette
molécule a la particularité de rentrer dans laubellmais ne peut en sortir suite a une réaction
chimique. Toutefois, si on perméabilise la membyaed#e-ci pourra s’échapper de la cellule
et on observera ainsi une chute de la fluorescateea cellule. Pour provoquer la
perméabilisation de la membrane nous avons apptigsé&mpulsions de tension électrique,
ce qui nous a permis de mettre en évidence le phéme de perte de fluorescence (voir
Figure IV-11]), prouvant théoriquement, I'aptitude de notre dssfif a électrofusionner. Nous
avons aussi provoqué I'éclatement de certainesilesllen appliquant des pics de tension
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Figure IV-11 : Expérimentation d'électroporation sur des cellules DC-3F marquées par de la calcéine. A
gauche : cellules avant application des pulses. Adite : cellules aprés application de deux pulsesed
tensions de 100us et de 20V. On constate une pdngportante de la fluorescence des cellules.

éleveés (voirFigure 1V-12, ce qui nous a donné une premiéere approximatobadplitude a

ne pas dépasser (pour une durée dimpulsion et ambre de pulsations donné). Ces
expériences nous ont aussi permis de mettre eer@adgue les parois centrales en SU-8 ne
posent aucun probléme d’autofluorescence pour xcigagon dans le bleu.

3. L’électrofusion

Notre dispositif étant a méme de perméabilisercadlales, nous avons commencé les
expérimentations d’électrofusion. Pour ce faireusxavons employé des cellules B16
immergées dans une solution hypotonique contenasbbitol et de conductivité d’environ
100uS/cm. Pour les parameétres électriques, noussdw@ le temps d’une impulsion a 80 ps
et le nombre d’'impulsions envoyées a deux (unespaonde). Nous nous sommes ainsi
focalisés sur un seul paramétre, la variation 'dmplitude du pulse. Notre protocole
expérimental consiste donc a soumettre les celtulesforce de DEPp (5MHz, 5V), pour les
placer dans les multiples ouvertures. Ensuite, appdiquons les deux impulsions de tension,
puis nous laissons la force de DEPp active pengiagigues minutes pour garder les cellules
en contact. Les observations consistent a premievidléo d’'une minute, débutant quelques
secondes avant I'envoi des impulsions.

Figure 1V-12 : Destruction d’une cellule B16 suitex I'application de deux pulses de tension, de 36Y @&une
durée de 80us chacun. Remarque : les photos de ftascence sont en fausse couleur.
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Les premiéres séries d’expériences ont mis en ee@eguelques phénomenes
d’électrofusion (voirFigure IV-13. Cependant, dans de nombreux cas il était ddfidie
conclure ou non a la fusion des membranes celigdaiPour remédier a ce probleme, nous
avons, comme pour mettre en évidence I'électromratmarqué les cellules avec de la
calcéine. Ce marquage permet de mettre en évidneéaction d’'une cellule suite a
'application d’impulsions électriques. Ainsi, oreyt discerner nettement sur les photos de
fluorescence, si la cellule n’a rien ressenti, IB@ est perméabilisée, si elle a fusionné ou
enfin, si elle est détruite. Pour aider a la vimadion de la fusion, nous mélangions des
cellules marquées avec des cellules non marquéasHygure IV-14. A noter que méme
dans le cas ou les deux cellules marquées fusignfeerphénomeéne reste plus facile a
observer que dans le cas ou les cellules ne senim@aquées. Remarquons que la prise
d'images par fluorescence demande un temps deipgsetant, ce qui diminue le nombre
d'images par seconde acquises (environ 1 imagespeonde, au lieu de 2 ou 3 sans
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Figure 1V-13 : Expérimentation d’électrofusions. Enhaut : Cellules placées par DEPp. Les cellules
marquées d’un point bleu vont fusionner alors que elles marquées d’un point rouge vont étre
détruites. En bas : 30s apres application de deuxufses (80us, ~25V).

Figure 1V-14 : Expérimentation d’électrofusion entre une cellule marquée et une cellule non marquée
(2 pulses, 80us, 30V).
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fluorescence).

L’ensemble de ces expérimentations a montré quee rdispositif était adapté a
électrofusionner plusieurs cellules en parallele.dus, de part son architecture il confirme
son aptitude a mettre un petit nombre de cellutesantact, favorisant ainsi la fusion entre
seulement deux cellules. Enfin lors des observatimyus pouvons zoomer fortement sur un
couple de cellules sans perdre trop de luminositéut en gardant une bonne résolution, ce
qui nous permet d’étudier en détail le phénomes&edirofusion.

4, Amplitude des impulsions et électrofusion

Précédemment, nous avons vu que seule 'amplitlet#riue des impulsions était
modifiée d'une expérience a l'autre. La raison tétiaccumuler ainsi le maximum
d’'informations et de déduire quelles étaient lekewa les plus propices a I'électrofusion.
Pour ce faire, nous avons regroupé toutes les iexpé&s réalisées avec un milieu contenant
des cellules marquées et non marquées, ce marguagentant 'avantage de mettre en
evidence avec quasi-certitude le phénomene misear (€lectroporation, électrofusion,
destruction...). Nous avons donc étudié chacune ddséosy en regardant comment
réagissaient les cellules présentes dans les owegren fonction de la tension appliquée (voir
Figure IV-15.
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Figure IV-15 : Effet de I'amplitude de la tension ébctrique sur les cellules placées aux
niveaux des ouvertures : pas de réaction (rien), @&troporation, fusion ou destruction
cellulaire.

Cette étude met en évidence que l'amplitude d’'umpuision de tension la plus
adaptée a I'électrofusion est comprise entre ZBgtsoit I'équivalent d’'un champ électrique
d’au minimum 1 kV/cm. D’autre part, on note que pdaes tensions supérieures a 28 V, les
impulsions de tension deviennent fortement délét@aur les cellules B16. Cependant, on
constate, comme pour tout phénomeéne biologique, sijige une tension donnée certaines
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cellules fusionnent d’autres seront détruites ou seemerdlectroporées. Dans la recherche
meilleur compromis, il serait donc intéressant detiouer cette étude, en faisant varier c
fois-ci la durée et le nombre des impulsi

5. Etude de la fluorescence durant I'électrofusion

Dans le paragraphe précédent, nous avons mis at yoiprotocole d’électrofusic
basé sur l'utilisation d’'un milieu comportant desllgles marquées et non marquées.
marquage permet de mettre en valeur la fusion eddgrex cellules, tout particuliéreent
guand l'une est marquée et que l'autre non (Figure 1V-14. A l'aide de ces vidéos, no
avons pu en analysant la luminosité image par ignoir comment évoluait la répartition
la calcéine a l'intérieur de cellules ciblées (\Figure IV-16. Ainsi, dans le cas de cette s¢
d’expériene, nous avons suivi tout d’abord la fluorescencéadmllule marquée (A) et de
cellule non marquée (B). Puis, lorsque nous ne @asiplus les différener, nous ne
mesurons la fluorescence que de I'hybridome (ABtstréoncés, remarqi: traits clairs
somme de A et de B).
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Figure IV-16 : Etude de I'évolution de la luminosité (valeur arbiraire) au court du temps de cellules choisies. Busion

entre deux cellules (A&B), I'une marquée et l'autrepas (2impulsions de 80us, 26V). L’hybridome (AB) formé exjpse

45s apres sa formation (fleche). 2) Méme chose goeur (1) mais durant une autre expérience (2 impulens de 80us

32V). 3) Idem que (1), mais pour cette expérienci@ybridome reste stable (2 impusions de 80pus, 22V). 4) Expérienc
étudiant le photc-blanchiment du marqueur sur 3 cellules (A, B, C)

Cette étude quoique limitée a trois expériencess mévele plusieurs informatio!
intéressantes. Tout d’abord, elle nous confirmewe nous avions sualisé sur les vidé :
l'interaction entre les deux cytosols des celldlesonnées est trés rapide. En effet, il fai
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peine 5s pour que la calcéine se répartisse de fagoortante dans la cellule non marquée
(courbes rouge&igure 1V-16. Ensuite, si 'on examine en détail I'électropéahilisation
des hybridomes (avant éclatement), on constatelguo® le cas ou I'hybridome éclate, la perte
de fluorescence se fait beaucoup plus rapidemenpqur I'hybridome qui reste stable. Ainsi,
si I'on calcule la pente des courbes des hybridoemtse le début et la fin de I'expérience
(AB2) ou entre le début de I'expérience et avaatlitement (AB1 et AB3), on obtient des
coefficients directeurs trés importants pour ledbritpmes éclatés (cogh=-7550 et
coehpg3=-2644) et faible pour I'hybridome stable (cgpfE-422). Pour s’assurer en partie de
la pertinence de ces résultats, nous avons auaysarie phénomeéne de perte de fluorescence
ou de luminosité par photo-blanchiment (Méigure 1V-16-4. On s’apercoit que cet effet est
minime sur la perte de luminosité, preuve en estda valeur infime du coefficient moyen
des trois courbes issue deFigure IV-16-4 coehgcmoyer-50.

Ces expérimentations sur la variation de la fluoease des hybridomes semblent trés
prometteuses, mais demanderaient plus de donnée£e confirmées. Dans le cas ou ces
expériences futures corroboreraient ces premiesgltads, il serait intéressant de pousser
I'étude a des temps plus longs pour analyseickatrisationde I’hnybridome.

6. Conclusion

Tout au long de ces expériences, nous avons mqgugénotre microsysteme était
capable de fusionner en paralléle plusieurs callge qu’il se révéle un bon outil pour
analyser en détail le phénomeéne d’électrofusiomnpoint de vue biologigue, nous devons
encore continuer nos études pour trouver les rmedllparamétres de fusion pour les cellules
B16. Il en est de méme pour les travaux portantanalyse détaillée de I'électrofusion. Tous
ces futurs travaux permettraient d’élaborer un quote d’électrofusion complet pour les
cellules B16, mais qui serait probablement transples rapidement a d’autres types de
cellules.
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E. Tests microfluidique et observations

1. Introduction
Les dispositifs permettant de faire des expériendes microfluidique ont été
opérationnels sur la fin de ma these. Le nombrgpdsgences a donc été limité. Toutefois,
ces quelques expériences nous ont permis de caemfimes points importants pour
I'utilisation de nos dispositifs dans de tellesigttons.

2. Diélectrophorese et microfluidique
Les premieres expérimentations avaient pour butndatrer que la force de DEPp
était suffisante pour capter des cellules entrairgégive allure par le flux hydrodynamique.
L’expérience présentée émgure 1V-17nous confirme que cela est possible. Toutefoissno
constatons que la résolution de I'image n’est pasltonne suite a la présence des taches dans
le film de SU-8. Ce défaut devrait cependant daip&r avec I'emploi d’'un film de bonne
qualité.

Figure IV-17 : Photos tirées d’'une vidéo mettant erévidence la saisie par DEPp (10V, 4MHz) de cellul¢goir
fleches blanches) entrainées par le flux hydrodynaique.

3. Observation de la fluorescence dans les canaux
Au cours des expériences d’électrofusion avec ddlsles marquées, nous avons
constaté que nos dispositifs étaient compatiblesc awe visualisation des cellules par
fluorescence. L& igure IV-18 montre que cela reste vrai dans le cas ou lesugasant
scellés.

Figure IV-18 : 1) Photo montrant deux cellules pié§es par DEPp (fleches noires). La qualité de I'imagest

assez médiocre en partie a cause de la présencédies dans le film de SU-8 et par I'ajout malencameux

d’un filtre bleu. 2) Méme endroit que (1) mais avedluorescence, on distingue deux cellules. 3) Phqtase
1min aprés I'envoi de 2 pulses (80us, 20V) pour éteoporer les cellules présentées en (2).
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F. Conclusion

Nous avons montré que d’'un point de vue technolagigotre dispositif se préte
parfaitement a I'observation dans le visible ou fiaorescence. Grace a la qualité de ces
observations nous avons pu étudier la capture eladas par diélectrophorese (étude de la
vitesse des cellules) et leur comportement suitapplication d’une impulsion de champ
électrique (étude de la perméabilisation des @dlelt de leur fusion). Enfin, nous avons pu
valider expérimentalement nos prédictions théosque la cartographie de champ électrique.

Ces expérimentations doivent étre complétées @ar @bsais avec des cellules
soumises a un flux dans les microcanaux. Enfingtesmis biologiques ici présentés devront
étre confirmés dans une structure trois canaux uet lss cellules d'intérét (cellules
dendritiques et cellules cancéreuses). Notons 'qQuepkeut envisager de réaliser I'électrode
centrale en ITO (oxyde d’indium dopé a I'étain,ngparent en couche mince), ce qui
permettra une étude par microscope a transmission.
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V.  Conclusion générale

L’étude présentée dans ce manuscrit représelgeatte et demi de travaux qui avaient
pour objectif de réaliser un bio-microsysteme ptusionner en grand nombre des cellules
cancéreuses et dendritiques de facon maitrisee.déhut de ce projet, le nombre de
microdispositifs élaborés restait anecdotique, néallgs premiers travaux datant du début des
années 90 [143, 167]. Cependant, on note depuig des un regain d'activité dans ce
domaine avec l'arrivée d'une équipe chinoise [1@9]d'une équipe américaine [170],
reflétant sGrement le potentiel de cette thématidwedépart de ce projet, nous nous étions
fixés certains objectifs comme : mieux comprendgeghénomeénes physiques et biologiques
permettant de fusionner avec efficacité des cd|utfinir I'architecture du dispositif et
enfin, décider de la technologie de fabrication.

A la lumiere des travaux existant au début de dbise nous avons sélectionné la
diélectrophorese et I'électrofusion pour respeatigrt, placer et fusionner des cellules ; le
tout étant couplé a la microfluidique pour ameuéplacer et évacuer ces cellules. Partant de
I'utilisation de ces forces, nous avons pris Igipde développer deux dispositifs : le premier
s’inspirant des travaux de Washizu et al devaitsnpermettre de partir de travaux connus,
pour élaborer notre propre protocole expérimental.second dispositif, reposant sur une
architecture novatrice, dispose de trois canaud’'wte électrode centrale, ce qui le rend
potentiellement plus performant, mais en contrépapius complexe. Pour valider et
optimiser ces différents dispositifs, nous les ava@mulés. Une fois les architectures
optimales définies, nous sommes passés a leurcédion. Les différents choix faits
précédemment impliquaient de trouver une technelpgrmettant d’assembler avec précision
des réseaux de microélectrodes et de microcanaoxis Mivons alors opté, pour des
technologies couplant techniques standards et itpods novatrices. Ainsi, pour la fabrication
des électrodes nous avons employé le procédé daitate lift-off pour les électrodes fines.
En revanche, pour réaliser les électrodes épamaesnous sommes basés sur une technique
plus récente et peu développée de dépobt électobtians des moules en SU-8. De méme, le
développement des canaux s’est fait avec un pravéddteur de collage de films souples et
de substrats de verre pour obtenir les meilleursptomis. Toutefois, le développement de
toutes ces technologies a demandé plus de tempprgue initialement. Nous avons donc
décidé d’employer des dispositifs non finalisés,ismeomportant les structures les plus
importantes. Ceci nous a permis de réaliser nomipres manipulations de cellules par
diélectrophorese, puis quelque temps apres, debsens premiéres fusions de cellules par
électrofusion. Ces premiéres expérimentations amifitné aussi la robustesse de notre
dispositif et son aptitude a permettre des obsenside bonne qualité dans le visible ou par
fluorescence. Tout ceci nous a poussé a continonepagalléle de ces expériences, a
développer le procédé de fabrication, nous permietia final de présenter des dispositifs
complets et préts a étre utilisés.

Quant aux études de diélectrophorese et d’élesimilsur des cellules, elles nous ont
permis dans un premier temps de mettre en reldi®rsimulations de champs électriques
avec l'expérimentation. Ainsi, pour la diélectropége, nous avons a la fois observé le
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placement des cellules dans les zones prédites auwisi fait le rapprochement entre les
variations du champ électrique simulées pour difiées structures, et les variations de la
vitesse des cellules mesurées pour ces mémesustsicPour I'électrofusion, nous avons
réussi a observer en parallele la fusion de plusiaellules. De plus, I'étude de la
fluorescence durant I'électrofusion a mis en valdes phénomeénes intéressants comme : la
rapidité a laguelle se mélangent les cytosols édsles, ainsi que la différence de perte de
fluorescence entre un hybridome stable et un hghr&lqui va éclater.

Durant cette étude nous avons donc eu la chanpartieiper a toutes les étapes d’'un
projet de recherche innovant. Au début, nous sonpadis de plusieurs idées que nous avons
ensuite modélisées et ainsi optimisées. Puis nmusnes passés du monde virtuel a la réalité
en fabriguant nos dispositifs, pour finir nous EBgNs soumis a I'expérimentation pour
démontrer leur utilité. Pour arriver a ces réssjtabus avons di acquérir dans un premier
temps, le savoir-faire existant dans des domaimssi asariés que la microtechnologie, la
diélectrophorese et I'électrofusion. Puis, nousnavproposé des procédés de fabrication
innovants et nous avons étudié de maniere apprigfotes phénomenes lies a la
diélectrophorese et a I'électrofusion. Toutefortte étude ne représente que les prémices de
I'objectif initial qui est d’obtenir un trés grambmbre d’hybridomes issus de la fusion entre
une cellule cancéreuse et une cellule dendritiaeplus, nous devons encore démontrer que
ces hybridomes sont plus immunogénes que ceux wbteavec des dispositifs
macroscopiques.

Pour les travaux futurs, il reste un travail expémtal colossal, mais slrement
passionnant. Je pense aussi qu'il ne faut pasmsdiaux architectures proposées. D’autres
structures ingénieuses peuvent étre imaginées dassnt sur la microtechnologie mise au
point qui s’accommode d’ailleurs facilement a deiveaux designs. On peut par exemple
facilement réfléchir a des structures a deux nixeda canaux ou comportant d’autres
géomeétries d’isolant... Dans tous les cas et commneato long de ce projet, il aura fallu et il
faudra encore « de l'audace, encore de l'audag@ucs de I'audace » [Danton, 1792].
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VI. Annexe |, Le Systeme Immunitaire

A. Introduction

Notre systéme immunitaire nous permet de voir nogélée planéte comme un endroit
propice a la vie humaine. Pourtant, sans lui lagtia Terre serait plutét vue comme un enfer
extrémement infectieux contenant dans chaque parmdeau, d’'air ou de terre des milliards
de virus, bactéries et autres parasites... Un &t/ (hostile ou non a 'homme) arrivant
pour la premiére fois sur Terre aurait peu de tetyisre s’il ne restait pas cloisonné dans un
environnement stérile (voir « la guerre des mondds H. G. Wells). Cette vision de la Terre
paradisiague se transformant en enfer, apparaitemausement a toute personne dont le
systeme immunitaire est déficitaire.

Depuis des milliards d’années, I'évolution dicte Iei sur la vie des especes. Pour
survivre plusieurs possibilités sont offertes igtes en se défendant, détruire en attaquant ou
s’allier pour mieux survivre. Dans tous les cagjlsdes plus aptes survivent. Dans cette
course effrénée pour la survie, la symbiose seledaemeilleure voie mais elle demande
enormément de temps, et lorsque lattaque est fmoproyante, toute une espece peut
disparaitre. La symbiose est, en effet, la meletoie car elle permet aux deux especes de
continuer a se reproduire et a transmettre leunegeout en profitant en général 'une de
'autre. Chez I'homme, la flore intestinale est bon exemple. Tolérée et régulée par le
systeme immunitaire elle permet de faciliter laeditipn, de synthétiser certaines vitamines et
d’occuper le terrain, empéchant ainsi le développende bactéries hostiles. La pression
environnementale a donc poussé les espéces a wmergour survivre des agressions
extérieures en particulier des agressions infestieu

Cette lutte contre les infections a amené I'évolutdu systéme immunitaire a une
extraordinaire complexité en particulier chez lestébrés. Notre systéme immunitaire s’est
ainsi doté de deux types d'immunités : 'une ditguase et I'autre adaptative. On regroupe
souvent ces cellules sous le nom de globules blamésucocytes. Ensemble, elles combattent
toute sorte d’'agressions : bactériennes, viraegifjues, toxiques, tumorales... Bien sdr ce
systeme n’est pas sans faille, preuve en est &/&DA (Syndrome d’ImmunoDéficience
Acquise). Mais dans la grande majorité des caspuis protege efficacement d’autant plus
gue depuis un certains nombres d’années I'hommnieegaprofiter au mieux, en particulier

Figure VI-1: Exemple d'antigénes potentiels : Polle, virus, bactéries, helminthe.

135



grace a la vaccination.

Pour mieux cerner le systéeme immunitaire nous werguelles sont les stratégies de
défense mises en place. Puis, nous rentreronsl@mdgtails du systeme immunitaire, de son
organisation a son fonctionnement.

B. Stratégies de défense:

Tous les étres vivants, y compris les virus, samhposés des briques élémentaires
suivantes : acides aminés (structures de base d#8ings), acides nucléiques (Acide
DésoxyriboNucléique, Acide RiboNucléique), lipides sucres. Chaque espece a donc
développé son propre arrangement lui donnant sgglarités. On retrouve ainsi cette
distinction au niveau de la membrane cellulaire. mambrane cellulaire étant exposée
directement au milieu extérieur, ces différencedajaaractérisent ont été des cibles de choix
de reconnaissance du systeme immunitaire. Ainsicédlules de 'immunité naturelle de la
mouche ou de 'lhomme sont capables de reconnattairts sucres ou lipides membranaires
microbiens. On comprend pourtant qu’il est trédiaié d’avoir un récepteur pour chaque
espéce hostile : d’'une part, au vu de la trop graratiabilité possible, et au temps qu'il faut
pour que la sélection naturelle puisse s’adapteraune d’entre elles. Pourtant, et c’est ce
qui est remarquable, le systéme immunitaire huneaincapable de réagir sélectivement a
n'importe quels microbes, toxines... et de gardem&moire le souvenir de ces infections.
Cette particularité est I'apanage du systeme atibgtanstitué des lymphocytes T (pour
Thymus) et B (pour Bortd).

A l'inverse, une autre stratégie est d’étre capaeeeconnaitre ce qui est sien et de
décider de détruire tout ce qui ne 'est pas. Céestjue I'on appelle la notion du soi et de
non-soi. Cette stratégie est particulierement é@sgante pour les pluricellulaires. C’est
pourquoi on la retrouve chez les vertébrés et awex remarquable complexité chez les
mammiféres. Ainsi, chez les vertébrés, chacunesdecellules nucléées exprime a sa surface
une molécule commune a tous : c’est le complexeumaj’histocompatibilité (CMH). Cette
molécule qui joue le rble d'une carte d’identitéogme a I'individu, permet au systeme
immunitaire de discriminer ce qui est le soi etdée-soi. Chez 'lhomme, le CMH aussi appelé
Human Leucocyte Antigen (HLA découvert en 1958 paan Dausset) est extrémement
variable d’'un homme a l'autre, ce qui explique eartipulier les problemes de rejet
d’allogreffe. Le systeme immunitaire humain a doptte double particularité de reconnaitre
ses propres cellules, le soi, et a la fois spagdiment des molécules propres aux microbes.
Intéressons-nous maintenant au détail de ce systiecoenplexe et si efficace.

13 0s en anglais
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C. Immunité acquise ou naturelle :

Notre corps a été faconné pendant des millionsnd@s pour nous protéger contre les
agents infectieux. Notre corps est ainsi entierémecouvert par un épithélium continu qui
joue le rdle de barriere physique et chimique. étérieur, cet épithélium ou épiderme est
recouvert de cellules mortes, et d’'un sébum |légen¢racide, contenant des antibiotiques et
antiseptiques naturels. Pour les orifices, ils smnis recouverts de muqueuses secrétant
d’épaisses couches de mucus: larme, cire, salivgantdes mémes propriétés que le sébum.
Mais nous ne sommes pas a I'abri d’'une contaminati@robienne suite a une coupure, ou a
une résistance a cette premiére protection. Si poersons le cas d’'une coupure, deux cas
peuvent se produire. Soit la coupure est [égéngagbas touché de vaisseaux sanguins. Dans
ce cas, les cellules blessées secretent des megéchilmiotactiques qui vont enclencher une
inflammation locale. Cette inflammation se tradpar le recrutement de cellules
phagocytaires appelées macrophages provenantdas tioisins. Si le macrophage rencontre
des microbes il va alors continuer la cascadernmfiatoire en sécrétant des cytokines. Ces
cytokines ont une triple action. Elles vont toualasbrd permettre d’activer les cellules de la
paroi des vaisseaux sanguins qui vont se dilaterhetrponner » les cellules phagocytaires.
Elles ont aussi la particularité d’étre des chinmek (cytokines chimioattractantes) qui vont
guider les cellules phagocytaires vers le lieu 'ddection. Et enfin elles vont entrainer
I'apoptose (mort cellulaire programmée) des ceflaeoisinant le site infectieux pour faciliter
I'arrivée des cellules phagocytaires.

On distingue dans notre systeme immunitaire depesyle cellules phagocytaires: les
neutrophiles et les monocytes ou macrophages Rigure VI-2. Les neutrophiles sont tres
nombreux dans le sang entre 4000 et 10 000 par ®np@uvent atteindre rapidement 20 000
en cas d'infection. Des les premiers signes d'ajpastransmis, ils sont en général les
premiers présents sur le lieu de I'infection. Léechnique d’attaque consiste a ingérer (ou
phagocyter) tous les microbes se liant a eux gadleer récepteur spécifique. lls meurent au
bout de quelques heures et peuvent former alorsagd’infection importante, du pus.

Figure VI-2: A gauche, Macrophage en action (Image obtenue aven microscope électronique). A droite,
Neutrophiles et globules rouges vus au microscope.
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Pour leur part, les monocytes sont beaucoup mansbreux : entre 500 et 1000 par
mm3 de sang. Lorsqu’un monocyte se trouve danssan,til se différencie en macrophage.
lls peuvent eux aussi ingérer des microbes, mésdéférence des neutrophiles, ils peuvent
survivre sur le site d'infection pendant une péeigaolongée. Leur rble principal est surtout
celui de médiateur. Pour jouer ce role, ils ontobesde communiquer énormément
d’'informations. Pour cela, ils utilisent de homises cytokines qui seront leurs messagers.
Comme nous l'avons vu précédemment, ces cytokieegt®es peuvent interagir sur les
cellules endothéliales des vaisseaux sanguinseiteg d’autres cellules phagocytaires. Mais
elles entrainent encore bien d'autres réactionsw®mla fievre, la prolifération et la
stimulation de tous les leucocytes, le recrutents® cellules Natural Killer (NK) et des
cellules de I'immunité adaptative. Enfin, une fb&taque microbienne finie, ce sont eux qui
sécretent des facteurs de croissance et des enzyunegrmettront de remplacer les tissus
Iésés par du tissu conjonctif.

Les cellules NK sont les derniéres cellules derfimmité naturelle a intervenir sur le
site infectieux. Leur réle est plus axé contreditaques virales. En effet, comme nous I'avons
vu précédemment, chaque cellule a une moléculentiiant comme le soi: il s’agit du
CMH. Le CMH permet aussi de donner I'état de salatda cellule. Ainsi, si une cellule est
infectée par un virus, elle exprimera sur son CMis deptides viraux. Ces peptides viraux
seront alors détectés par 'immunité adaptative Jes lymphocytes T cytotoxiques, dont nous
discuterons ultérieurement. Une fois reconnue cormfeetée, la cellule est détruite par le
lymphocyte. Pour éviter cela, des virus ont mipaunt des mécanismes capables de bloquer
'expression de la molécule du CMH. De cette fagmnpeuvent rester invisibles aux yeux
des lymphocytes et continuer de se développer iaudsela cellule. Pour pallier cette faille,
les cellules NK ont déployé un stratege simpleurta cellule ne présente pas de molécules du
CMH alors elle est détruite directement via un@ate de sa membrane en utilisant des
perforines. Les virus ne sont pas les seuls a essayse cacher du systeme immunitaire. Les
cellules tumorales essayent elles aussi de liféepression des molécules du CMH. Ce qui
fait des cellules NK des agents importants detta lantitumorale.

Revenons au cas d’'une coupure importante entrai@dégion de vaisseaux sanguins.
La réaction immunitaire est dans ce cas, beauctugpfprte car le pathogene peut alors se
disperser tres rapidement dans tout I'organisnedteindre des organes vitaux. Dans ce cas,
toutes les cellules de I'immunité naturelle sordruétes directement car présentes dans le
sang. En plus des cellules phagocytaires et NKhmn@et s’adjoindre I'aide d’enzymes et de
protéines présentes dans le sang. La plus contlieresyme du complément qui va s’activer
lors de I'inflammation et se lier au microbe poavdriser sa phagocytose ou sa destruction en
le lysant (formation de pores membranaires). Erdile microbe est déja connu du systeme
adaptatif, il sera attaqué et détruit par celuiigans le cas d’'une réaction immune trop
violente, la personne peut faire un choc septigmrainant une cascade de complications
pouvant aller jusqu’a la mort du sujet.
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L’immunité naturelle n’est cependant pas a mémeedennaitre tous les pathogenes.
C’est pourquoi est apparu au cours de I'évolutionapport majeur au systéme immunitaire :
immunité adaptative.

D. Immunité adaptative :

Notre systéme immunitaire adaptatif est scindé emxdparties : 'une a médiation
humorale et l'autre a médiation cellulaire. Cetiparation permet au systeme immunitaire de
répondre a deux attaques distinctes. La médiationohale répond a toutes les attaques
présentes dans les muqueuses et la circulatioruisengPour cela les lymphocytes B se
chargent de secréter des protéines appelées a@stig@onnues aussi sous le nom
d'immunoglobuline). Ces anticorps reconnaissentcavee grande affinité un fragment du
microbe ou de la toxine. Une fois celui-ci détedt@nticorps y reste accroché fermement
permettant son élimination rapide. Cette immuniénet donc de bloquer et d’éliminer les
infections avant méme qu’elles aient le temps déater les tissus. D’'un autre c6té, si le
microbe arrive a passer a travers cette prote@icd contaminer une cellule, nous n’avons
plus aucun moyen de nous protéger. C’est pourquas avons aussi une immunité cellulaire.
Elle est basée sur les lymphocytes T auxiliaird34€) et T cytotoxiques (CD8+). Ce sont en
particulier les lymphocytes T cytotoxiques qui sargent d’éliminer les cellules infectées et
ainsi d’éliminer les réservoirs d’infections. Leleddes lymphocytes T auxiliaires est
beaucoup plus complexe. Il n’a en effet pas de maeect pour éliminer un microbe. Il va
ainsi diriger la réponse immunitaire adaptativenggrvenir dans I'immunité naturelle. Son
statut est si important que lorsqu’il est la cithlene attaque microbienne c’est tout le systeme
immunitaire qui s’écroule. Cette maladie virale estnue sous le nom de SIDA (découvert
en 1983, par I'équipe du Professeur Jean Claudem@he de l'Institut Pasteur, sous la
direction de Luc Montagnier).

Avant de continuer plus en détail sur 'immunitépthtive, discutons d’abord de la
notion d’antigene et donnons quelques informatmmmplémentaires sur le CMH. L’antigéne
est une macromolécule qui peut étre un produitrebiou synthétique. Il peut prendre la
forme de polysaccaride, lipide, protéine, fragm#ADN... C'est-a-dire étre une fraction de
la membrane d’'une bactérie, de 'ADN ou I’ARN d’vinus, une molécule médicamenteuse,
du pollen... Ce sont ces antigenes qui sont recorspé&gifiguement par le systéme
immunitaire adaptatif. Les anticorps sont a mémdéedddentifier directement alors que les
lymphocytes T ont besoin que I'antigéne leur soéispnté. Cette présentation se fait a travers
le CMH de classe | ou de classe Il (véigure VI-3. Jusqu’'a maintenant lorsque nous
parlions de CMH, il était sous entendu que celugteit le CMH de classe I. Comme nous
'avons vu ultérieurement, le CMH de classe | neeg a la fois d’identifiant du soi, mais a
aussi la particularité de part sa forme en codalk présenter un peptide, c'est-a-dire un
fragment protéique. Si le fragment provient d’'uediute saine alors, il sera reconnu comme
du soi. Par contre, si une cellule est infectée yrawvirus, on verra alors apparaitre des
fragments inconnus, reconnus comme du non soio@ees lymphocytes T cytotoxiques qui
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Figure VI-3 : Représentation schématique du
CMH de classe | et Il, et d’'un peptide [Abbas][9]

ont développé leur récepteur pour
reconnaitre le CMH de classe | et les
peptides antigéniques contenus par celui-ci.

Le CMH de classe Il, a l'inverse du
CMH de classe |, n’est pas présent sur toutes
les cellules nucléées du corps. Il se trouve
uniqguement sur les cellules dites
présentatrices d’antigenes. Ces cellules
présentatrices d’antigénes (CPAg) sont
représentées par les familles de cellules
dendritiques, les lymphocytes B et les
macrophages. Seule une cellule est capable
d’interagir avec ce CMH de classe Il : ce
sont les lymphocytes T auxiliaires. Nous
pourrions nous demander a quoi peut servir
un tel systéme, notre corps étant déja arme
pour lutter contre toutes les attaques
cellulaires ou extracellulaires.

Notre systéme immunitaire a besoin
d’étre maitrisé et régulé. Ce travalil
d’activation et de régulation de I'immunité
adaptative est dévolu aux lymphocytes T
auxiliaires. Ce sont eux qui vérifient que la
réaction est bien une réponse a un antigéne
du non-soi et activent ensuite les cellules

ayant réagi a cet antigene. Pour cela, ils sont
recouverts a leur surface d'un récepteur sensildgfi@s au CMH de classe |l et a un peptide
antigénique. Suite a une infection, I'immunité adéipe met cependant au moins une
semaine a commencer a lutter efficacement contreocwel antigene. Cette latence peut
heureusement étre supprimée en effectuant une prifaction non |étale pour le patient.
Ainsi le systéme immunitaire aura déja combattpdéhogene et gardera en mémoire cette

attaque. C’est le principe de la vaccination.

Comme nous l'avons vu précédemment, les lymphooéeshacun a leur surface un
récepteur bien particulier. On retrouve ainsi sumembrane des lymphocytes B un BCR (B
Cell Receptor), et logiguement, un TCR (T Cell Rg#og pour les lymphocytes T. Ces
récepteurs membranaires sont fabriqués lors deataration du lymphocyte. lls ont une
particularité assez exceptionnelle car ils ontépertoire quasi infini. Ainsi la variabilité des
BCR peut atteindre & combinaisons, et celle des TCR9@e qui explique que méme une
molécule purement synthétique, n'ayant jamais étyte dans la nature, puisse étre
reconnue par notre systeme immunitaire. Cette sitéerdes récepteurs est due a une
recombinaison au hasard de différents fragmentsgélges et par I'ajout aléatoire de
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nucléotides entre ces recombinaisons. Une foisvoode son récepteur, le lymphocyte est
encore immature et doit passer différentes étapeseliction. Ceastingest tres important
car en cas de mauvaise sélection les conséquercesm étre dramatiques En effet une
mauvaise sélection entrainerait une réaction antotine. Les autres étapes de la sélection
concernent surtout les lymphocytes T. Celles-cmattent de ne garder que les lymphocytes
T ayant un récepteur reconnaissant le CMH de cllassdl, et ayant une affinité faible pour
les peptides du soi.

Maintenant que tous les protagonistes de I'immusdat rappelés, développons la
réaction immunitaire.

E. La réaction immunitaire :

Tous les acteurs sont en place mais le scénaest rpas encore bien connu.
Intéressons-nous donc dans le détail aux deuxioéacimmunes possibles : la médiation
cellulaire et humorale.

Mais avant de commencer, posons-nous la questionsal@ir ou sont nos
lymphocytes. La trés grande majorité des lymphacgtéendent dans nos ganglions que leur
soit amené un antigéne. Les ganglions sont regsoepe&ones bien précises. On les retrouve
ainsi particulierement aux endroits fortement e§g0& une contamination microbienne que

sont les orifices respiratoire et digestif. lls

sont aussi présents a toutes les extrémités
de nos membres pour pallier une infection
vers les organes vitaux. De plus, tous les
wessane e |- JANQlIONS sont connectés entre eux via le
e réseau lymphatique qui tapisse tout notre
corps Figure VI-4. Enfin, tous les
ganglions sont reliés aux vaisseaux
- i Fm':'mphqme sanguins ce qui permet de filtrer le sang,
oL 4 B I i d’amener les lymphocytes naifs (n’ayant
ependee : ' pas encore rencontré d'antigéne) et de
transporter les lymphocytes activés vers le
lieu de linfection. Notre ganglion central
est la rate, qui héberge une partie
importante de nos lymphocytes.

Amygdale palatine
Ganglion submandibulaire

Ganglion cervical

Veine  Canal lymphatique droit
sous-claviére droite.

Thymus " ;i
Ganglion axillaire
Vaisseau lymphatique

Canal thoracique
Citerne
de Pecquet

Ganglion inguinal

Moelle osseuse

S Nous pouvons maintenant nous
demander qui joue le réle d’entremetteur
entre l'antigéne et les lymphocytes. Bien
sar, I'antigéne peut arriver directement par

- : — la circulation sanguine et étre ainsi détecté
Figure VI-4: vue antérieure des principaux composants . .
du systéme lymphatique. lors de son passage dans un ganglion. Mais
heureusement pour nous, les infections
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n'arrivent pas toutes jusqu’a la circulation samguiCe role, est alors décerné aux cellules
présentatrices d’'antigenes (CPAQ) et tout parécainent aux cellules dendritiques. Ces
cellules sont de véritables sentinelles, réparsiess 'ensemble de nos tissus. Des qu’un
microbe est détecté, il est phagocyté. Ensuiteelale change de morphologie pour migrer
rapidement a travers le réseau lymphatique vergdaglions. C’est la qu’elle présente aux
différents lymphocytes les antigenes. L'immunit@gtative peut a présent se mettre en place.

Les différentes étapes qui vont suivre sont surtoagées sur l'activation et la
prolifération des lymphocytes. Tout ceci, sousdetdle des lymphocytes T auxiliaires.

1. La médiation humorale : Lymphocyte B

Les lymphocytes B (LB), une fois en contact avemtigéne, vont I'ingérer pour
permettre sa présentation au lymphocyte T awdliddette présentation peut se faire aussi en
parallele par les cellules dendritiques. Cette gréion permet d’autoriser I'activation du
lymphocyte B. Cette activation se traduit par unega@sion clonale, puis par une
différenciation en plasmocyte. Les plasmocytes stront alors a synthétiser et a secréter en
grande quantité des anticorps, tous dédiés a cegeam. Différents anticorps ou
immunoglobulines peuvent étre secrétés, luttardi ailus efficacement contre l'infection. Ce
sont les lymphocytes T auxiliaires qui induirontavdes cytokines particulieres une
recombinaison génétique du LB, entrainant ensuite synthese de telle ou telle
immunoglobuline (voilFigure VI-5).

\\

Lymphocyte B

W

3

[ p &7 LLymphocyte T auxiliaire : CD40L, cytokines
L r 4

[

\

\ Tissus mugueux ; cytokines
Iy par exemple TGF-3

Commutation

i | immediate)

isotypigue i i/ _ <,
Zl{; @y
laM Sous-classes lE
9 d'lgG (IgG1, IgG3) g IgA
[Tt R T T e s i S R
Principales | Activation du | Réponses du Immunité contre | Immunité des
| fonctions complément | phagocyte dépendantes| les helminthes ' muqueuses
1 effectrices . du récepteur de Fc; ‘ ) _ ? (transport
| | activation | Dégranulation | des IgA
1 E du complément ; | des mastocytes | atravers les
| | immunité néonatale | (hypersensibilité | épithéliums)
} | | (transfert placentaire) | |

Figure VI-5: Les différents anticorps secrétés selon la commutati isotypique [Abbas][9].

Mais la réaction immune ne s'arréte pas la. Entdfiss de I'expansion clonale,
certains LB ne sont pas exactement des clones difiemt Iégérement leurs récepteurs a
'antigéne. Cette évolution du récepteur va pemeetinsi d’affiner linteraction avec
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'antigene. Evidemment, cette évolution du réceptest aléatoire et entraine un taux de
réussite tres faible. Mais lorsque l'interactiomrsgliore, on passe alors a une immunité
hyper-adaptative. Enfin, quand l'infection est enirs d’étre résorbée, des lymphocytes B ne
vont pas se différencier en plasmocytes mais év@unecellules mémoires. llIs circulent ainsi
pendant plusieurs mois ou années a l'affit de ij@ne et permettent ainsi une réaction
immédiate contre celui-ci. C’est le principe u#ligour la vaccination, qui déclenche ainsi une
réaction immune pour induire des lymphocytes méesoiPar contre nous pourrions nous
guestionner sur l'intérét de faire un rappel deciraqquelques mois apres la premiere
injection, et non pas se contenter d’'un rappelsaptasieurs années, qui serait justifié pour
refaire simplement les stocks de lymphocytes mémsoiEn fait, ce rappel se fait avec une
dose infime d’antigénes, permettant d’enclenchee wéaction immune, favorisant les
immunoglobulines ayant le plus d’affinités avemtigéne. Ainsi notre immunité humorale
est extrémement bien parée a se défendre contaatigenes ciblés par le vaccin.

Rappelons comment I'anticorps nous protéege du peathe La protection de
'anticorps commence dés qu’il s’accroche a sorngane, et va permettre une cascade de
réactions menant a I'élimination du porteur de tigéne. En effet, I'anticorps seul permet
uniquement de géner ou bloquer I'interaction dinpgéne avec ce qui I'entoure. Ainsi, une
toxine reconnue par des anticorps perd sa toxécitée pouvant plus interagir avec ca cible.
Se pose maintenant le probleme d’éliminer le patheg Rappelons-nous que les anticorps
ont des récepteurs antigéniques différents s'id Bsus de diverses lignées clonales. Mais ils
ont tous en commun une partie invariable appelgmmédu Fragment constant (Fc). C'est
cette partie de I'anticorps qui va permettre leutmment de cellules phagocytaires ou NK et
activer le complément. Tout ceci entrainera unaightion rapide du microbe.

2. La médiation cellulaire : Lymphocyte T

Précédemment, nous avons déja vu que les micrahesient déjouer la vigilance de
immunité innée et des LB en infectant directeméntcellule. Pour éliminer ces foyers
infectieux intracellulaires, le systéme immunitaeebase alors sur la médiation cellulaire via
les lymphocytes T. Le principe est assez similaicelui présenté pour les LB. La premiére
étape va consister a reconnaitre les antigenes gpanitoriser la réaction immune a continuer,
pour enfin annihiler I'infection (voiFigure VI-6). Le microbe étant cette fois-ci a l'intérieur
de la cellule, il n'est pas possible de le déteatieectement. C'est pour cela que les
Lymphocytes T cytotoxiques analysent en permanen€MH de classe | des cellules pour
repérer un antigene du non-soi. En effet, un wauentrainer des modifications importantes a
lintérieur de la cellule. Le virus essayant dedsgliquer va produire un grand nombre de
protéines virales qui seront par la suite découpéefsagments et présentées via le CMH de
classe I. Mais avant de partir a la recherche teleg infectées, le LT cytotoxique doit étre
active.
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Figure VI-6: Les différentes phases de la médiation

cellulaire [Abbas][9].

Dans les organes lymphoides

ou attendent les LT naifs, la réaction a
médiation cellulaire commence
lorsqu'une CPAg présente des

antigenes sur son CMH de classe | et de
classe Il. Elle va activer simultanément
les LT auxiliaires et LT cytotoxiques.
Les LT cytotoxiques vont alors secréter
sur la membrane des récepteurs
sensibles a certaines cytokines qui,
lorsqu’ils sont activés permettront la
maturation complete du LT et son
expansion clonale. Ce sont les
lymphocytes auxiliaires qui une fois
activés par la CPAg vont alors s’auto-
stimuler et secréter en parallele ces
cytokines. Les Iymphocytes sont
maintenant préts a migrer dans tout le
corps a la recherche de I'antigene. Les
LT auxiliaires ne détruisent pas
directement le microbe mais permettent
d’activer les macrophages pour faciliter
la destruction des microbes phagocytés.
Les LT cytotoxiques vont eux
rechercher toutes cellules infectées en
scrutant leur CMH de classe I. Des que
'antigene est reconnu, le LT
cytotoxique va alors s’accrocher a la
cellule cible et la détruire en utilisant
des perforines, qui vont former des

pores sur la membrane de la cellule cible, et déapiart, des molécules toxiques qui vont, via
les pores, entrer dans la cellule et entraineopapse de celle-ci (voFigure VI-7).

Mais notre systeme immunitaire n’est pas sankefdilous avons déja noté qu’il faut
du temps pour que la réaction adaptative se metfdage. Mais les microbes ont développé
bien d'autres parades a nos multiples défensespreaiére est leur grande variation
antigénique. Les microbes, en particulier les vimsitent énormément leur génome ce qui
entraine une grande variation d’antigéne. Ainse fwis I'antigéne reconnu par le systeme
immunitaire, le virus ayant déja muté continuerseadupliquer sans étre menacé. Il s’ensuit
alors une course effrénée entre le systeme imniengtle microbe. Un exemple bien connu
est le virus de la grippe qui a un pouvoir mutagénienmunogene important. Heureusement,
le systeme immunitaire réussit la grande majoritétainps a repousser l'attaque mais pas
assez rapidement pour empécher le virus de se gepmdnez d’autres personnes via les
gouttelettes provenant de la toux ou des éternuemien fait de sa grande facilité a muter, le
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Figure VI-7: Lymphocyte cytotoxique en action.

virus est différent chaque année, nécessitant aneefie vaccination avant chaque épidémie.
Une autre parade, développée par le virus de l@segimplex (HSV), consiste a empécher la
présentation des antigenes sur le CMH de clas&asi le virus peut rester dans la cellule
sans activer les LT cytotoxiques. Il existe encdeenombreuses parades déployées par les
virus, les bactéries, les parasites...

Mais heureusement, ’'homme a su prendre en maselsation naturelle et développer
ses propres contre-offensives : antibiotiques, imations, antiviraux... Pourtant, il reste de
nombreux combats encore a gagner : SIDA, Ebolat ils ee devraient pas diminuer au vu
de la déforestation des foréts équatoriales, doaféement climatique, de la mondialisation
des échanges... qui poussent de nouveaux pathogeneatact de nouvelles espéces.

F. Conclusion

Durant ces quelques pages nous avons rappelédeanimmes de base du systéme
immunitaire, toutefois bien des sujets non pasaétirdés. Ainsi, a la lecture de ce chapitre
des questions restes en suspends, comme par exequaese passe t-il quand le systéme
immunitaire se retourne contre le soi ? Le syst@nmaunitaire joue t-il un réle contre les
cellules cancéreuses ?... Toutes ces questionasmird’hui, plus ou moins bien comprises
car n‘oublions pas que I'immunologie est une saejetine avec encore de trés nombreuses
inconnues, et c’est d’ailleurs ce qui en fait teom intérét.
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VII. Annexe Il, Le cancer ou les cancers

A. Introduction

Le « Cancer » est la maladie la plus redoutée damsckis (86%, étude Sofres 2004),
mais étrangement trés peu comprise du grand pusite crainte est en partie justifiée car le
cancer est la deuxieme cause de déces (28%),dastiere les maladies cardiovasculaires
(33%). Derriere le mot cancer, ce sont des cerdaid® maladies qui se cachent, bien
différentes les unes des autres, avec des prooestigitaux tous aussi différents. Les
médecins ont bien slr donné un nom au cancer etaajde nom de I'organe touché : cancer
de l'estomac, du sein, ... car le cancer est at@uitt une maladie localisée, et peut, s'il
prolifere devenir une maladie généralisée. Grace amancées sur le cancer, les médecins
savent maintenant que I'on peut classer un typeadeer en sous-familles. Ainsi, un cancer
du sein pourra étre dit & adénocarcinome canatditigant ou carcinome lobulaire... Il n’est
pas facile d’appréhender le cancer, maladie conspdé¢xnalheureusement propre a chacun de
nous. Dans cette partie nous décrirons brievemantpathologie du cancer et les
chiffres associés (statistiques, études épidémimlag). Puis nous finirons sur les techniques
de diagnostiques, et les différentes facons densoices cancers.

Figure VII-1:« Impression d’un cancer levant ». Imgression soleil levant, huile sur toile,
Claude Monet, 1873.
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B. Courte histoire du cancer

On imagine souvent que le cancer est une maladign@®me moderne, due a son
mode de vie : tabac, Tchernobgial bouffe bronzage, pesticides, pollution... Comme nous
le verrons plus tard, ceci a eu une incidence sundmbre de cancers mais pas sur son
apparition. Le cancer est avant tout une maladiesgit malheureusement tous les étres
vivants pluricellulaires et cela, depuis sGremeant borigine.

Ainsi, chez 'homme, on a retrouvé sur un guerded’age de fer (10 000 ans av JC)
un cancer osseux de 'humérus. Plus intéressaorenon a découvert des papyrus vieux de
plus de 5000 ans, qui décrivent des symptomes cimcer du sein. Un traitement est méme
proposeé. Il consiste a cautériser les ulcéres iaghair la tumeur. Par contre, la premiére trace
écrite ou il est donné un nom au cancer,
vient d'un papyrus égyptienle papyrus
d’Ebers, datant de 1500 av JC (vbBigure
VII-2). Il faudra attendre un peu plus de
mille ans pour retrouver une étude sérieuse
du cancer. C’est Hippocrate (460-370 av
JC) qui s’en est chargé en décrivant un
grand nombre de cancers et en lui donnant
son nom. Le nom proviendrait de la forme
de certaines tumeurs et par le
rapprochement du comportement du crabe.
Celui-ci ne relache jamais sa proie, et il
n'est jamais rassasié. Dans la méme lignée
gu’Hippocrate, on retrouve Celsus (25 av —
50 ap JC) et son traité de Medicina ainsi
gu'Aretaeus (I siécle apres JC) qui
apportent une distinction dans I'évolution
de la tumeur et de son traitement. Ainsi,
dans le cas d'une lésion trop avancée, ils
déconseillent d’intervenir. La période

Figure VII-2: Papyrus d’Ebers. antique se finit avec Galien (=129 - ~201

ap JC) qui considére le cancer comme un

exces «d’humeur », et en particulier de la bilersn@jui en se solidifiant de préférence au
niveau des lévres, de la langue ou des seins fatore une tumeuroficosen grec). Le
traitement consiste alors a effectuer une saigrée gissoudre cette bile solidifiee. Si la
lésion ne régresse pas, il préconise alors I'aiaDurant le moyen age, une partie du savoir
sera perdu, jusqu’a la relecture des écrits andiquer les médecins arabes au début du
millénaire. Ce sont des médecins comme Avicenn8-{®87), Albucasis (~Xeéme-Xléme),
Avenzoar (1070-1162) qui permettent ce renouveausawoir sur le cancer, tout en
'enrichissant de leurs expériences personnellegurd connaissances s'éteignent
malheureusement petit a petit, mais certains des lécrits réussiront a influencer certaines
écoles de médecine, comme I'école de Montpellier.
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Figure VII-3: Gravure d’'une mastectomie, et couvertire du

livre [Schultes Johann,1655] [5].

Il faudra réellement attendre le
début de la Renaissance (XVléme
siecle), et lI'engouement des écrits
antiques, pour qu'une meédecine un
tant soit peu scientifique ré-émerge. La
lutte contre le cancer ne sera pas
oubliée pour autant, et renaitra en
méme temps que la relecture des
anciens écrits. Preuve en est, ce livre
traduit du Latin en Francois de 1580,
intitulé : «la Chirurgie »  écrit par
Maitre Jean Tagault docteur en
médecine (imprimé avec privilege du
roi tout de méme) [205]. Ce livre est
un vrai trésor pour plus d’'une raison. I
contient tout d’abord plusieurs
chapitres (plus de 150 pages!) slas
tumeurs contre natureOn y apprend
aussi quelles sont les références
médicales de I'époque. On retrouve
ainsi dans la trés grande majorité des
cas, Galien, mais aussi Avicenne,
Hippocrate, Albucasis... et des
médecinsmodernescomme Guy de

Chauliac (chirurgien francais, 1298-1368). A sdues;, on découvre tout d’abord, un chapitre
nous expliquant la cause du cancer. Cette théstiergierement basée sur les idées de Galien
qui stipule la fluxion (congestion) des humeurs owren étant la cause. Ensuite, 'auteur se

bY

consacre a

un grand chapitre sur les différentesetius contre nature. Ce chapitre en

mentionnant les travaux d’Avicenne, nous rappellgual point celui-ci les avait fortement
bien décrites. Enfin, on peut lire a travers déféis chapitres, comment soigner ces tumeurs

contre nature

A la lecture difficile de ceux-ci, on peut trouvgrelques descriptions opératoires dont

VOICi un extrait :
tomber en défaillance de ceceur ...

« faites coucher le malade siditi: car s’il est assis, il pourrait facilement
faites lui tenitéle bien ferme a quelques valets. Apres
vous ferez une incision droite, ou oblique du ¢larpeau) qui est sur la dite tumeur ...

Mais

il ne faut tout d’un coup couper toute la grossgwircuir, car il ne faut en cette ceuvre faire

rien avec violence...
veines et arteres ...

Il faut faire une section ..

lags séparez doucement et peu a peu les
et écorchez les membraneseweoigts et manché de la lancette (petit

instrument comportant une lame plate et pointug)uis apres que la scrofule sera dénuée et
désenveloppée de ses membranes, tirez la peu.a pais si en faisant la section I'effusion

du sang retarde votre opération il faut lier lesgaau avec une petite corde. Parce que la base
de la scrofule sera étroite coupez le fragment emetant premier le doigt nommé index et
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Figure VII-4 : La lecon d’anatomie du docteur Tulp, huile sur toile,
Rembrandt(1606-1669), 1632.

cherchant s’il 'y a point d’autres scrofules adi@es, lesquelles s’ils se trouvent vous les
arracherez a la maniére que dessus... Albucasis codemgue ce soit consumé en
remplissant la plaie de coton ou de quelque audtosec semblable trempée en eau salée ...
etc... ». Ce récit nous plonge directement dans ta tkalité des opérations chirurgicales de
'époque : pas d’hygiene, pas d’anesthésiant (vigure VII-3)... Mais dans le méme temps,
on trouve des précautions pour limiter les hémaesagt beaucoup de belles paroles, nous
rappelant le malade imaginaire de Moliere.

Durant cette période de la Renaissance, les caammies en médecine vont étre
particulierement fertiles, tout particulieremengnd le domaine de I'anatomie (voir figure
II.C.4) avec les travaux d’André Vésale (1514-15B20)6] ainsi qu’'un siécle plus tard, en
1651, par la découverte du systeme lymphatique Kin@imal par Jean Pecquet (1622-1674),
puis chez 'lhomme, un an plus tard, par ThomashBérn (1616-1680). Ces nouveaux savoirs
remettent en partie en cause le dogme de la médselon Galien, permettent une nouvelle
vision du corps humain et le début de la médeciodame.

Pourtant, malgré ces avancées, le cancer restmaia€lie toujours aussi mal comprise
et surtout incurable. Ce pose alors le problemewidades. Les médecins de I'époque savent
assez bien diagnostiquer un cancer, mais n'arripasta le soigner ou méme a ralentir sa
progression. Les hdpitaux se retrouvent alors avegrand nombre de patients tres mal en
point, avec des plaies suppurantes, des abcesnadbpour image decancéré (comme on le
dit a I'époque), une personne fortement contagie@sdte croyance populaire, soutenue
malheureusement aussi par certains médecins, farepmuxcancérésle méme statut que
les pestiférés : c'est-a-dire persona non grata ¢ lieux publiques, hépitaux compris.
Pourtant certains hdpitaux, par ordonnances royaesloivent de les accueillir.
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C’est ainsi le cas de I'H6tel-Dieu de Reims. Maialgné cela, on n’essaye a tout pris
de ne pas les accueillir, allant méme jusqu’a f@oposer de petites sommes d’argent pour
gu'’ils retournent chez eux. Au vu des conditionpldé@bles dans lesquelles sont traités les
cancérés un esprit charitable le chanoine Jean Godinopgse en 1738 a un hopital de
Reims la coquette somme de 10 000 livres pour esslantretien a perpétuité de deux
cancéreux. Son offre sera rejetée par I'hopitaleptént le trop grand risque infectieux de la
maladie. Etrangement, c’est I'HGtel-Dieu de Reimsagcepte I'offre, sensible peut étre a la
donation qui s’éléeve maintenant a 25 000 livress hdministrateurs de I'hdpital proposent
alors de transformer une maison leur appartenapiett hopital réservé exclusivement aux
cancéreux. Ce sera ainsi le premier centre antétang de France et surement I'un des
premiers d’Europe. Pour la petite anecdote, ibestde savoir que les habitants avoisinant le
futur hépital s’opposeront a sa réalisation et @nésront une requéte au roi pour qu'’il soit
établi ailleurs. Leur requéte sera rejetée car'’ai feconnait «la mauvaise odeur des
suppurations du cancer » [207] on dénie le faitl it contagieux, « la preuve en est que ni
les domestiques d’'un riche bourgeois atteint decexanni les dames charitables qui
s’occupent de cancéreux, ne sont en général toyeirds mal» [208]. Preuve toute aussi peu
scientifique que le risque infectieux du cancexise pas.

A la méme période, le chirurgien Henri FrancoiDlan (1685-1770) réalise que le
cancer est avant tout une maladie locale qui pasuide se propage via les canaux
lymphatiques. Peu de temps apres, le pére dedlbogie (étude des tissus), Xavier Bichat
(1771-1802) montre que les tumeurs cancéreuseldntian patient en de multiples endroits
sont en fait toutes issues d’'un méme tissu. Cestébut de la cancérologie moderne. On
comprend que le cancer est tout d’abord une matialia cellule, qui deviendra ensuite une
maladie locale, pour finir par étre une maladieégalisée. Malgré ces avancées importantes
sur la compréhension du cancer, les résultatsqokes se font toujours attendre. Pour preuve
cette enquéte du chirurgien de Leroy d’Etiollesadatie 1844. Rappelons qu’a cette époque,
la découverte il y a peu des anesthésiques (clolonaf et éther) permet aux chirurgiens de se
lancer plus facilement dans I'opération de tumearscéreuses. Cette enquéte montre que la
survie a trente mois est moins fréquente chezdesries opérées que celles ayant suivi un
traitement par médicament ou aucun traitement (18 %92 pour celles non opérées, et 4 sur
804 pour celles opérées). Ces résultats postop@satmontrent encore les progrés que
devront réaliser les médecins du XIXeme et du XXa&raeles [208]. Avant de finir sur cette
courte histoire du cancer, penchons nous sur uneiéde étude menée en 1775 par le
chirurgien anglais Percivall Pott. Celui-ci s’'irdése aux petits ramoneurs de Londres, et une
maladie que nombre d’entre eux développaient ateer du scrotum. Il montre ainsi qu’un
contact cutané régulier entre le scrotum et lesssimprégnées sur la corde peut provoquer un
cancer. En effet, pour nettoyer les cheminéegétiss ramoneurs se tiennent & une corde sur
laquelle ils glissent. C'est la premiére étude épitblogique sur le cancer, et aussi le premier
cancer professionnel. Malgré cette étude, il fawdtandre 1840 pour que le ramonage soit
interdit a toute personne de moins de 21 ans.
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C. Le cancer, une maladie génétique

Aujourd’hui, les connaissances sur le cancer optosé. Pourtant la maladie ou les
maladies cancéreuses restent encore une pandémikaheo

1. Du gene au cancer

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédent’immmunité, tous les étres
vivants, virus compris sont constitués d’acidesl@éigqaes. Ces acides sont les briques
élémentaires de notre information. Nous pourrioas tomparer aux bits utilisés en
informatique, l'information élémentaire prenanttaté et non
seulement deux. Ces quatre acides ont pour acroAyr@e G
et T pour Adénine, Cytosine, Guanine et Thyminerstae
ces acides se lient entre eux, ils forment alors dauble
chaine plus connue sous le nom dADN (Acide
Désoxyribonucléique, voifigure VII-5). Ces deux chaines ne
sont pas pour autant indépendantes. En effetosiy’regarde
de plus pres, on s’apercoit qu'une certaine comeigarité
existe entre elles. Une Adénine se retrouve tosjaur face
d’'une Thymine, et il en va de méme pour la Cytoshda
Guanine. Ceci permet une redondance de l'informagiadonc
d’augmenter la fiabilité des données. Ainsi, si dae chaines
perd des acides nucléiques, la cellule pourra sditoar ces
lésions en placant les acides complémentaires & ceu
provenant de l'autre chaine. Dans le noyau nosndlards
d’acides nucléiques sont compactés en 48 lotdistappelés
chromosomes. Si I'on examine en détails notre AN,
constate que I'on peut classer ces chromosomeg! graiges
(sauf pour les hommes qui n'ont que 23 paires Syguess et
deux chromosomes sexuels non identiques). Ce olesdesn
paires vient du fait que nous recevons 24 chromesode
notre mere et les 24 autres de notre pere (braggagdique).
Nous ne sommes pas en effet des clones de noggarens
Figure VII-5 : Structure de une somme de leur patrimoine, formée aléatoirerpantni
I’ADN en double hélices. leurs 48 chromosomes.

= 3.4 nanol

10 base pairs

1 tum

Seule une petite partie de 'ADN est traduite er umformation exploitable par la
cellule. Cette information utile est regroupée etitps entités formées par une suite d’acides
nucléiques bien organisés : avec un début et un€étte entité est appelée un géne. Pourtant
les données contenues par le gene ne sont pastaljas directement, elles ont besoin d’étre
transcrites et envoyées par un messager en dehorgydu cellulaire. Ce réle est attribué a
'ARN (Acide Ribonucléique). Une fois en dehors mloyau, I'ARN va permettre a la cellule
de synthétiser une protéine selon l'informationteane par celle-ci. Elle peut aussi, dans
certains cas, étre directement utilisée commeys#atl enzymatique ou méme comme ARN
interférent (limite ou empéche I'expression d’'unMit donc indirectement celle d’'un gene).
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Les protéines synthétisées via 'ARN messager semtprincipaux constituants de notre
corps. On les retrouve partout : enzyme, hémoglfiransport de I'oxygene), hormones,
récepteurs membranaires, anticorps, cytosquelette...

Combien de génes sont alors nécessaires pour wnird corps aussi complexe que
le nétre ? Ce défi lancé au début des années € paig un peu plus d’'une dizaine d’années
pour aboutir et nous permet de connaitre la grangierité du génome humain. Au début de
ce programme, les scientifiques espéraient troamenoins 100 000 génes pour notre espece,
d’autant qu'au cours de ces années, le séquengada bactérie Escherichia coli nous
apprend qu’elle possede un peu plus de 5000 g208%. [Puis en 2000, on découvre que la
mouche Drosophile a environ 13 000 génes [210].xDans plus tard le séquencage de la
souris est annoncé a plus de 24 000 génes [214]fiA de 'année 2003, le nombre de génes
pour I'espece humaine est annoncé, et étonnamrmeatserait qgu’au maximum de 25 000
[212]. Ce séquencage aura permis une avancée lerdaias la compréhension du cancer car
lorsque I'on observe avec attention ce que dewiengéne modifie, on constate que 'ARN
messager sera lui aussi touché, entrainant unadmste disfonctionnements selon la nature
du gene. Prenons le cas d’'un géne dont la proasseciée permet de surveiller I'état du
génome de la cellule. Cette protéine permet entiresde veérifier si ’TADN n’a pas était lésé.
Si c’est le cas, elle arréte la division cellulgieur permettre a celle-ci de se réparer. Dans le
cas ou la réparation est impossible, elle poussellale a la mort par apoptose. Ce géne est
connu sous le nom @3 Lorsqu’il est inactivé suite & une mutation génét, il augmente
considérablement les risques de cancer. On ret@ingecette mutation dans plus de 50% des
cancers humains.

2. Genes suppresseurs de tumeur et proto-oncogenes

Nous touchons enfin la cause du cancer, c'est ualadie du génome, ou plus
simplement une ou des erreurs dans le code gémétigua cellule. Toutefois, quand nous
regardons avec attention le Téléthon au mois dendlée, nous découvrons un grand nombre
de maladies génétiques. Mais ces malades ne suuffess en général (heureusement) de
cancer. Il semble donc que la maladie « canceitagalisée a un certain nombre de génes.
Reste a savoir comment identifier cette famillend@genes parmi les 25 000 genes que
compte notre génome. Le travail consiste alorgjaesgcer le génome de cellules cancéreuses
et a le comparer a celui d'une cellule saine. @eail fastidieux débouchera en 2004 sur
l'identification de 291 oncogéenes [14]. A la bases genes sont essentiels a la vie de la
cellule. Chacun de ces oncogenes apportera selwis@ une perte ou un ajout de fonction a
la cellule. Malheureusement, cette perte ou cettaje sera pas un atout pour notre corps. En
effet, cette cellule ainsi modifiée perdra desrietsdns ou gagnera des capacités par rapport
autres cellules. En particulier, celle de se mlitipndéfiniment.

Intéressons-nous tout d’abord au cas ou la celpded une fonction de son
meétabolisme. Dans cette éventualité, ce sont eérgkdes genes dit suppresseurs de tumeur
qui sont mis en cause. En effet, ces genes ontfpaation de protéger la cellule contre les
mutations en réparant si possible les erreurs oergrainant la mort de celle-ci en cas
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d’erreurs trop importantes. Le gép&3, dont nous parlions précédemment fait partie die ce
famille de génes suppresseurs de tumeur. Lorsqugémes sont mutés, les protéines issues
de ceux-ci seront généralement inactives, ceciaaint la cellule dans un cercle vicieux de
mutations génétiques. Heureusement, ces genesisotaux a notre survie qu’ils sont dit co-
dominants. Cela signifie, que les deux copies degémes sont autonomes. Dans I'hypothese
ou une des copies est touchée et du coup inatauére pourra la remplacer. Si la cellule est
de nouveau touchée par une mutation sur le degdéee encore sain, alors dans ce cas la
cellule basculera tres probablement vers le cancer.

Chez certains individus, leur génome ne possedéngutopie du géne suppresseur de
tumeur ce qui les rend plus susceptibles de dépetopn cancer. On parle alors de mutation
germinale (qui touche la cellule ceuf). Dans lesesutas on parle de mutation somatique. Par
exemple, les individus ne possédant qu’'une copigethep53 souffrent du syndrome de Li-
Fraunemi qui malheureusement augmente leur ridguancer de 80% pour les femmes a 50
ans et de 40% pour les hommes au méme age. Cepenaen mutation des génes
suppresseurs de tumeur ne suffit pas a rendrdlldeceancéreuse. Elle rend certes la cellule
instable génétiquement et insensible a cette noatatnais ce sont les mutations qui touchent
les proto-oncogéenes qui vont entrainer définitivetia cellule vers le cancerifure VII-6).

mutation activatrice (gain de fonction)

mutation unigue dans
un proto-oncogéne N — survie
excessive et
créant un oncogéne prolifération

‘?'.).F_.,’

cellule normale

une mutation activatrice

permetl 38 un oncogene

de stimuler la survie et
la prolifération de la cellule

mutation inhibitrice  (perte de fonction)

une deuxiéme

\, une mutation yd ™~ mutation
*:. inactive / % inactive i survie
SRS ] ‘ excessive et
/ IE; géne \ J la deux ame = y, ~— prolifération
/' suppresseur %\_ _# copiedugene / ‘E’

de tumeur e
,eHuIs normale pas d’effet
de la mutation

d’une seule copie deux mutations inactivatrices détruisent

la fonction du gene suppresseur
de tumeur et stimulent
la survie et la prolifération
de la cellule

Figure VII-6 : Proto-oncogénes et gene suppressede tumeur [Alberts][11].

Nos cellules sont en permanence en relation les amec les autres. Ainsi, comme
nous lI'avons vu dans le chapitre sur I'immunité, ¢ellules peuvent mettre fin a leur vie pour
faciliter le passage des globules blancs ou inneese, elles se divisent pour reconstruire les
tissus endommagés apres une blessure. Tout cem@gé via des signaux provenant des
autres cellules : immunes, endothéliales, neursnal€es signaux interagissent directement
avec les récepteurs de la cellule, entrainant aseatle de réactions a l'intérieur de celle-ci.
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Figure VII-7: Diagramme décrivant les principales wies de signalisation impliquées dans le cancer. En
rouge, les protéines issues de proto-oncogenes @mgs suppresseurs de tumeur. [Hanahan][17].

Si un des genes participant a ces voies de sigtialisest touché, il pourra entrainer des
conséguences désastreuses pour la cellule.

Prenons I'exemple, du proto-oncogéRas La protéine issue de ce gene fait partie du
chainon signalant a la cellule la nécessité deivdsed En cas de mutation de ce gene, la
protéine peut devenir en permanence active, nesséast plus de stimulation extracellulaire.
La cellule rentre alors dans un cycle de divisimcontrolable par notre métabolisme. De plus,
lors de la division cellulaire, elle transmettrateenouvelle fonction a toutes ses filles, créant
ainsi une lignée cellulaire cancéreuse. D’autresoponcogenes pourront proférer a la cellule
la perte de molécules d’adhésion permettant a elslas d’envahir le tissu environnant.
D’autres encore rendront la cellule immortelle exconstituant a chaque division ses
télomeéres (extrémités des chromosomes) évitant ed#, mormalement apres quelques
divisions. Il y a encore de trés nombreux protoeggnes qui interviennent dans le cancer, la
Figure VII-7[17] représente une partie déja bien complexeette diversité.

3. De la perte d’'un gene a la métastase : le Cancer colorectal
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Pour mieux comprendre I'évolution d’'une cellule careuse suivons pas a pas la
progression d’'un cancer colorectal (inspiré de [R13histoire de la maladie commence avec
une inactivation des deux copies d'un gene suppuesde tumeur ditAPC (Polypose
Adénomateuse du Célon). Cette premiere mutatioempécher linhibition d’'une protéine
qui intervient dans la voigVnt Cette mutation aura pour conséquence la prdiiérale la
cellule souche intestinale ainsi touchée. Cettlelleeiutante et ses clones formeront alors un
polype. A ce stade, on parlera de tumeur béniges.d€llules proliférant plus que la normale
augmenteront leurs chances de mutation. Une maotadlora de plus grande chance
d’apparaitre sur le ger€ras. Celui-ci fait partie de la familleas qui participe a la régulation
des facteurs de croissance. Une fois muté, ce jpratogene augmente la prolifération de
cette nouvelle lignée cellulaire qui commence aabimdes tissus environnants. A ce moment,
la tumeur constitue un adénome de stade tres avgntEfaudrait impérativement opérer
pour éviter toute complication. Si la tumeur n’pat supprimée, une de ses cellules risquent
fortement de muter encore une fois. Un autre gappresseur de tumeur comme le géne p53
risque d’étre touché. La tumeur devient alors emén@ent invasive aussi bien dans les tissus
gue dans la lumiere intestinale. La tumeur est teaant maligne, et S’'apparente a un
carcinome. Les divisions cellulaires sont de plas ptus nombreuses dans ces cellules
génetiquement instables, accélérant 'accumulaties mutations. D’autres proto-oncogenes
sont donc touchés a leur tour, rendant les cellcdeséreuses si invasives qu’elles peuvent
maintenant migrer dans d'autres organes pour ford@utres tumeurs (métastases). Le
cancer est maintenant généralisé (voir réstigére VII-8). Cette succession d’événement
met 10 a 30 ans a se réaliser, et heureusememand gombre de polypes restent cantonnés a
cet état, n’étant alors que de simples tumeurghési

Normal epithelium Early adenoma/ Late adenoma Carcinoma Metastasis
dysplastic crypt

Figure VII-8 : Modéle et coupe histopathologique de I'évolutionudcancer colorectal [44, 45] [Lengauer, Fodde].

4, La cause de la cause...

Examinons ce qui conduit & la mutation d’un oncegéPour cela intéressons nous
d’abord a un calcul simple. Considérons une mass&0Kg (poids d’'un humain moyen)
composée uniguement de cellules. Nous approximoe<ellule a un cube d’arétes de 10um,

P N 15 . , . .
son volume est alors égal 4M0°m°. En faisant I'approximation que notre masse est
guasiment due a l'eau contenue dans les celluless pouvons en déduire une valeur
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approchée du nombre de cellules)(jue contient notre corps en connaissant la dedsit
'eau (Dy).

De= 1kg/litre, 1000 L=1m3,

D'ol V=10"L, donc le poids d'une cellule vaut=A0"Kg
70

On en déduit le nombre de cellules contenu daosrigs N = e 7x10%cellules

En arrondissant volontairement a une valeur iafgg (nous ne sommes pas

bY

constitués uniqguement de cellules), nous garderesngout a I'esprit l'ordre de
grandeur suivant10™ cellules.

Revenons maintenant a la source du probleme :Jisiah cellulaire. Lors de la
division cellulaire (appelé mitose), l'intégralitlu code génétique de la cellule mere est
recopiée dans celui de la cellule fille. Malheumuent (ou heureusement pour I'évolution)
rien n'est parfait, et malgré une grande précista de la copie de 'ADN, des mutations

peuvent naturellement apparaitre. Ce taux de noutapontané a été quantifié enlr@ ®et

10" mutations par géne et par division cellulaire. Eowil 0" divisions surviennent au cours
de notre vie, exposant un géne donné a au moinmiliiard de mutations. Ce qui est
surprenant avec ce chiffre, c'est la trés forteositjpn que nous avons face au cancer.
Pourtant, méme si nous pouvons développer un cascecours de notre vie, nous ne
développons pas des millions de cancers, ou toundins nous ne nous en rendons pas
compte. En fait, une des explications est qu’it falusieurs mutations sur une méme cellule
pour quelle devienne cancéreuse (voir évolutiorcahcer colorectal), ce qui réduit dans ce
cas énormément les chances de développer un cancerendra beaucoup de temps pour se
produire. Ensuite, notre systeme immunitaire noustege en partie contre les cellules
cancéreuses en les détruisant. Enfin, toutes ldatios sur un proto-oncogene ne menent
pas forcément vers une mutation oncogénique. Uneiepales mutations sera tres
probablement létale pour la cellule.

u Translocations
n Non translocations

[ soth

Figure VII-9 : Proportion de génes touchés par unéranslocation
dans les cancers humaingFutreal][14]
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Trois mutations peuvent toucher notre ADN pendarivVision cellulaire : la délétion,
la substitution et I'addition. La délétion est uperte d’acides aminés, et inversement
I'addition, I'ajout d’acides aminés. La substitutiest le remplacement d’acides aminés par
d’autres. Ces phénomeénes apparaissent en partiubgu’une translocation se produit entre
deux chromosomed-igure VII-10. Cette translocation aura pour conséquence d& arg
gene chimeére ou d’apposer un gene régulateur atoe gene, entrainant une modification de
'expression de celui-ci. C’est ce type de mutaiqui touche a lui seul plus de 75% des
cellules cancéreuseBigure VII-9) [14].

Toutefois, la division cellulaire n’est pas le saoteur pouvant induire une mutation
génétique. Les virus, les radiations ionisantes,pl@duits carcinogenes peuvent, eux aussi
jouer un réle important dans I'apparition de mutas. Mais connaitre leurs impacts sur le
cancer se réveéle extrémement compliqué et nécetestétudes épidémiologiques. Celles-ci,
permettent a I'aide de grandes cohortes, de mippréaender I'impact d’'un agent extérieur
sur une population donnée.

Aujourd’hui, le fait que le cancer soit issu d’'ume plusieurs mutations génétiques fait
consensus parmi les experts, le débat n’est pagentos et de nouvelles hypotheses seront
peut étre proposées...

Balanced
Translocation

innal Libmry of Medicine

Figure VII-10: Schéma d’une translocation chromosorngue (U.S National Library of Medecine) et caryotyped’'un
neuroblastome avec ses différentes translocationisgu du bulletin du cancer 2004).

D. Etudes épidémiologiques

Comme nous l'avons vu dans le chapitre sur I'histaiu cancer, la premiére étude
épidémiologique dans ce domaine, nous vient degléés Percivall Pott. Celui-ci avait
démontré la relation entre les suies contenuekesuwordes des petits ramoneurs, et le risque
élevé pour eux, de développer un cancer du scrdiatgré son étude, rien ne sera fait pour
protéger les jeunes ramoneurs. Il faudra attenldie gie 70 ans pour voir une loi interdire ce
travail aux jeunes hommes. Ceci se passait il gux diecles, et aujourd’hui la situation, a
bien des égards, n’a pas beaucoup évolué. Lesaearslr le tabac, puis 'amiante au siecle
dernier nous montrent a quels points il est difficde prouver la toxicité d’'un produit car
montrer qu’un agent est carcinogéne chez 'homneveedu défi. En effet, comme nous
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'avons vu précédemment notre corps est tout de en@qrmé pour se défendre contre les
mutations génétiques (genes suppresseurs de tusystigme immunitaire...). Il faut donc
réaliser une étude longue dans le temps (plusidizesnes d’années) et sur une population
importante (évite les biais), pour démontrer laivitd d’'un produit. De plus, I'étude doit
étre dirigée par un organisme réellement indépendan

1. Grandes études épidémiologique et nouvelle législation
européenne

Toutes ces contraintes font que de telles étudgmneent étre aujourd’hui financées
gue par un état développé. Et méme dans ces aomg]itl arrive que les lobbyings industriels
soient si puissants qu’ils arrivent a empécher ¢mnle tenue de telles études ou tout
simplement a les discréditer ou occulter. Pourrkné€e, I'exemple flagrant fut la gestion de
lamiante. Ce matériaumagique massivement utilisé un temps dans le BTP (Batiment
Travaux Publique), regroupe en fait une famillendaéraux a texture fibreuse. L’inhalation
de ces fibres durant une longue période entraappdrition de différents cancers touchant les
organes respiratoires. Plusieurs études sciergdiqurouvent la toxicité et dénoncent son
utilisation (voir le rapport tres intéressant dwnaésur I'amiante [214]). Les industriels
francais créerent alors le CPA (Comité PermaneniaAta). Ce comité sera si puissant qu'il
imposera massivement ces idées aux différents goewents de I'époque. Le titre d'un
chapitre du rapport du sénat résume bien la chedeétat « anesthésié » par le lobby de
'amiante. CPA, un lobby remarquablement efficag224].

La question que l'on peut se poser alors est: cemirgérer au mieux toutes ces
substances chimiques existantes et nouvelles ?épanse est venue non pas de notre
gouvernement, mais de la commission européenne koumm de reglement REACH
(Enregistrement, évaluation et autorisation desdyite chimiques ou en anglais:
Registration, Evaluation and Authorisation of Cheatd). Adopté en décembre 2006 et
appligué en France en juin 2007, il permet de e#isér I'enregistrement, I'évaluation et
l'autorisation des produits chimiques fabriquésmgtortés en Europe. Pour cela, une Agence
Européenne des Produits Chimiques (ECHA) a étécf@e reglement est tres complet et trés
ambitieux [215]. Il couvre toute la vie du prodaitimique de sa découverte a son recyclage
en passant par sa toxicité, son impact sur I'enviemnent, son étiquetage etc..

La grande nouveauté de ce réglement est gu’il iheoma Il'industriel ou a
limportateur d’évaluer les risques et les dangi@sa ses substances chimiques : Alinéa 25 :
« La responsabilité de I'évaluation des risqueslest dangers liés aux substances devrait
incomber, en premier lieu, aux personnes physiguesiorales qui fabriquent ou importent
ces substances, mais uniquement lorsque les qggfaibriguées ou importées dépassent un
certain seuil, afin que les intéressés puisseninassia part de responsabilité qui leur revient.
Les personnes physiques ou morales qui manipulestsdbstances devraient prendre les
mesures nécessaires de gestion des risques, ceénfiemh a I'évaluation des risques liés aux
substances, et transmettre les recommandationsngregs le long de la chaine
d'approvisionnement. Elles devraient notammentiéalocumenter et communiquer d'une
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manieére appropriée et transparente les risquesalida production, a lutilisation et a
I'élimination de chaque substance. » [215]. L'irtdesse doit donc de tester son produit en
effectuant des tests in vitro et in vivo, et d’agpér le principe de précaution si nécessaire.
Ainsi un produit cancérigene aura de forte chanéé&radrejeté ou mis en vente sous des
conditions draconiennes. Tout ceci permettra ptrateBatteindre le souhait de ce reglement :
« assurer un niveau €élevé de protection de la $amt@ine et de I'environnement, y compris
la promotion de méthodes alternatives pour I'évalonales dangers liés aux substances, ainsi
qgue la libre circulation des substances dans lecméaintérieur tout en améliorant la
compétitivité et l'innovation » (Article®] alinéa 1 [215]).

Pour finir sur cette directive, rappelons juste tgidobby des industriels chimiques
francais (UIC), farouche opposant a cette directivdait évaluer par le cabinet Mercer en
2003 l'impact économique de ce réglement : il revted 28 milliards d’euros rien que pour la
France. Il semblait donc que REACH allait pousses antreprises chimiques droit vers la
faillite. Pour éviter toute désinformation, en dut® 2004, le conseil européen a évalué
impact total de REACH a 4 milliards d’euros s0i2% du chiffre d’affaires de la chimie
européenne (inspiré de larticle « La Chimie eusspég passe aux tests » La Recherche
n°392 01/12/2005).

2. Etude de la mortalité par cancer
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Figure VII-11: Nombre de déces par cancer en Francen 1968 et 2003 [IARC][12].

Les graphes présentés dans cette partie ne scen geux dimensions ne reflétant
gu'une partie de linformation. Il faudra donc pendors de la comparaison entre deux
graphes, a bien les mettre dans un contexte identiq

Intéressons-nous aux graphes issus dddare VII-11 La premiere chose que nous
pouvons remarquer est I'apparition tardive de déagscancer. Le cancer est donc bien une
maladie du vieillissement, nécessitant I'accumalatie mutations génétiques pour devenir
dangereux pour l'organisme. Ensuite, nous constatpre les hommes meurent plus de
cancers que les femmes. Ceci s’explique par un otempent a risque (alcool, cigarette...)
plus important chez les hommes que les femmes. Mais pouvons remarquer qu'en 2003
malheureusement, I'écart de mortalité entre lesriemet les hommes a diminué. Ceci étant
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Figure VII-12: Evolution de la mortalité (1950-2004)des principaux cancers en France pour les
hommes et pour les femmes [IARC][12].

da au fait qu’elles fument de plus en plus alors lgunombre d’hommes tabagiques a quant a
lui eu tendance a baisser. Enfin, on remarque ejnermbre de morts par cancer est beaucoup
plus important en 2003 qu’en 1968 (tous sexes cwhfy). Cette analyse est un artéfact car la
population a depuis 1968 énormément augmenté gads&0 millions a 60 millions en 2003.
Et d’autre part, I'espérance de vie a elle ausgihanté. On explique ainsi logiquement cette
augmentation du nombre de déces par cancer. iellesi I'on considére une population
dans laquelle la proportion d’habitants dans chdrarehe d’age serait restée constante entre
1968 et 2003, on observe une diminution du nomlerelécés par cancer de 8% chez les
hommes et de 19% chez les femmes.

Rentrons maintenant dans le détail de ces mortcaacer Figure VII-12). Chez
’homme, on retrouve les principaux cancers dusa &ifarette et a l'alcool: cancer du
poumon, de la bouche, du pharynx, du larynx et'@sdphage. Mais heureusement, grace
aux campagnes d'informations sur la toxicité declgarette et la diminution de la
consommation d’alcool, ces cancers sont en bai3sez la femme, le cancer du sein reste
préedominant. Cependant I'accroissement du cancepdmon suite & une augmentation de la
consommation de cigarettes reste préoccupant. Hafchute trés importante des cancers de
'estomac chez les deux sexes seraient due aidatibn du réfrigérateur (limitation de la
contamination bactérienne..) ainsi qu’a I'amélimatdu traitement de I'eau.

En général, lorsque I'on étudie la mortalité dé&kents cancers, on met en parallele
leurs incidences respectives. C’est volontairenggemet nous ne les avons pas rapprochés car
l'incidence du cancer est trés difficile a intetprépour plusieurs raisons. D’une part, la
population a une espérance de vie de plus en plywriante. Ensuite, les meilleurs
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dépistages de cancers comme ceux de la prostatmiejudu sein et de la thyroide font
exploser leur incidence artificiellement. Pourtaldur étude permet de remarquer une
augmentation de certains cancers au fil des anoc@®sne ceux touchant le cerveau, les
testicules et les lymphocytes. Ces augmentatiognes si elles semblent aujourd’hui se
stabiliser, restent en I'état actuel, des connatEsinexpliquées.

Cette premiere étude nous permet de voir I'impastdtreux de l'utilisation d’agents
carcinogenes comme le tabac sur notre corps. Capgnldaura fallu plusieurs études pour en
prendre conscience : montrer tout d’abord que fumoeewait provoquer un cancer et prouver
ensuite que I'on retrouve bien ce lien dans unadggartie de la population (impact réel).
Plongeons-nous dans cette fumée opaque qui pegrdadant longtemps.

3. Tabac et cancer
Aujourd’hui, nous savons que le tabac contient ples40 carcinogenes (dont le
goudron, le polonium 210...). La nicotine est I'agel® dépendance mais n’est pas un
canceérigene. A la base, la nicotine est un ingdeticaturel, qui protege la feuille de tabac des
attaques des chenilles. Qui aurait pu imaginerrgtuenant cette feuille, la nicotine passerait
dans le sang puis dans le cerveau et interagivaét an récepteur de certains neurones,
provoquant une addiction ?

L’histoire commence en 1950 a Londres. A cette @po@n s’alarme de la forte
augmentation du nombre de cancers des poumons. ttamsnent déceler I'agent qui
provoque cette épidémie ? On pense alors aux émasatles pots d'échappement des
voitures, la fumée due a la combustion du fuel, éfétude est menée dans 20 hopitaux, et
portera sur 649 hommes et 60 femmes ayant un caneirdes poumons [216]. La conclusion
est sans appel, 99,7% des hommes étaient des firielis’agit du seul lien entre tous les
patients. Pourtant, les auteurs ne peuvent paslurengue le tabac contient I'agent
carcinogene et ils ne se permettent pas de conglweda consommation de tabac est liée a
'augmentation du nombre de cancers du poumon wande pays. lls lancent alors une étude
de plus grande envergure comprenant 40 000 hominiesimes. Ces hommes et ces femmes

sont tous des docteurs anglais,

2100 57
E mortalité des docteurs en relation
g 80 - - avec leur habitude a fumem.
= On-SMOKers . P N
= [217]. Cette étude sera poussée a
_— B0 , , . .
% Cigarette smokers 50 années supplémentaires ce qui
& 40 permettra en 2004 de publier une
= étude encore plus compléte que la
s 2 premiere [24]. En particulier,
cette derniére permettra de mieux
0 4 50 60 70 80 90 100 comprendre I'impact de l'arrét de
Age (vears) la consommation de tabac sur
Figure VII-13: Survie des docteurs males anglais séentre 1900- I’espérance de vie. Cette derniere
1930 selon qu'ils soient fumeur ou non [Doll][24]. étude confirmera encore un peu
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Figure VII-14: Effets sur la survie de I'arrét de fumer selon différents ages de I'arrét
[Doll][24].

plus toutes les études précédentes sur la relatibe 'exces de cancers des poumons et les
personnes tabagiques. Dans cette étude, on apguéerd moyenne un fumeur meurt 10 ans
plus jeune qu’'un non fumeuFigure VII-13. On peut y lire aussi, que l'arrét de la cigarett
permet d’augmenter significativement son espérateeie fFigure VII-14). Il n'est donc
jamais trop tard pour arréter.

D’autres études épidémiologiques ont permis de rapritaugmentation du risque
pour les tabagiques passifs de développer un cancgoumon. D’autres encore, montreront
gue le risque de cancer est décuplé quand la perdooit de I'alcool et fume. Toutes ces
études pousseront les différents gouvernementge fartement le tabac et a interdire sa
consommation dans les lieux publics. Pourtant, uadjbui encore, le tabac est la premiere
cause de mortalité par cancer (33,4% des décesmpeaer chez les hommes en France).

Nous devons ces études principalement au médeadémiplogiste anglais Richard
Doll (1912-2005). Ces travaux auront permis de sawues millions de vie en prouvant la
toxicité du tabac. Pourtant, une ombre est vensenalsrir le tableau. Un an apres sa mort, en
2006, le Guardian publie des informations trés mum@ntes indiquant qu’il étasiponsorisé
par des entreprises ou lobbys [218]. Malgré toaysnlui devons de grandes études, dont la
premiere tentative de syntheses des facteursgigergouvant induire un cancer.

4, Facteurs de risque et déces par cancer

En 1981, Doll et Peto proposent de regrouper |&érdnts facteurs pouvant étre la
cause d'un déces par cancer. Cette premiere éteste trés vague avec parfois des
incertitudes énormes (fourchette d’estimation er®eet 70% pour les cancers lieés a la
nutrition). Mais elle a le mérite de donner undonsgénérale des facteurs a risque. Ce type
d’études a eu des suites, comme on peut le vos @atableau a I&igure VII-15 issue du
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Doll et Peto 1981 Olsen etal 1997 Doll et Peto 2005 , 0?5““:'2 i;‘_lﬂu Présent —
USA Pays nordiques UK - p_‘_} . | rapport 2007 :
Facteurs de nisque de vie levé
) %casde % casde . _ % morts par % morts par )
% morts fourchemne % morts Limites % morts par % de morts
praen cancer cancer i cancer cancer
par cancer  d estimation R fesimmcs par cancer  d’estimation cancer Somiins R, par cancer
Tabac 30 25-40 19 2] 30 27-33 29 334 9.6 23.9
Alcool 3 24 2 1 6 4-8 4 94 3 6.9
Agents infectieux 107 1-7 2(g) 3= 5 4-15 =<1.5 (h) 33 4.4 3.7
Nutrition o .35 10-70 7 (d) 7 (d) [_ 25 15-35 3(10 NI NI NI
Obésité et surpoids L <1 1 L 15-35 3 12 23 1.6
Inactivité physique = NI NI <1 0-1 2 0.5 32 1.6
Profession 4 2-8 3 <1 ) 1-5 NI 3.7 0.5 2.4
Pollution q <15 1(e) <1 (e) [‘ 2 15 NI 0.04-1 0.3 0.1-1
Pollution urbaine - NI NI — 1 NI NI NI
Produits industriels <1 (b) <1-5 NI NI NI NI NI NI NI NI
Additifs alimentaires =1 0.5-2 NI NI NI NI NI NI NI NI
MEdicaettges. — @ 0.5-3 NI S 0-1 NI NI NI NI
procédures médicales
Horrnouuﬂler_aple substitutive _ 0.53 NI NI 0-1 NI NI 23 0.9
et contraceptifs oraux
facteurs liés i la reproduction 7(s) 1-13 NI NI s 10-20 NI NI 1.1 0.4
; ionis: 3(c
Ra_} onnements onisants non ” (e) P 1B 160 4 35 NI NI NI NI
médicanx
Rayons ultraviolets — 24 4 5 1 1 NI 0.6 0.6 0.6
Kayadnements fomsarity NI (1) NI 2 3 <1 <1-1 NI NI NI NI
d’ongine humaine

NI : facteur considéré non un facteur de risque de cancer par I'étude - * Figures. limites et « 7 » dans le tableau sont rapportés comme dans la publication d erigine

(a) Inclu les irradiations médicales, les agents clhuimiothérapiques, les contraceptifs oraux, 'hormonothérapie de substitution — (b) Inclut les agents chimiques et physiques
introduits dans la vie quotidienne par I'industrie contemporaine. (c) Appelés facteurs géophysiques par Doll et Peto 1981 et incluant les rayonnements non médicaux et les
ultraviolets. (d) Les auteurs ont considéré que les données sont msuffisantes pour calculer la fraction attribuable — (e) Limité au tabagisme passif — (f) Limité au radon — (g)
Limité aux infections par hélicobacter pylori. — (h) Limité aux relations sexuelles sans précaution (1%) et seringues contaminées dans le cadre des soins (<0.5%) — (1) Peu de
fruats et légumes — (1) Inclus dans la catégonie « médicaments et procédures médicales » - (s) Inclut les comportements sexuels tels que les agents infectieux impliqués dans le

cancer du col utérin

Figure VII-15: Contribution des différents facteurs de risque sur le nombre de déces par cancer depuds

publication de Doll et Peto (1981) [IARC][12].

rapport sur les causes du cancer en France [12pll&au rassemble des études récentes, de
chercheurs et de pays différents. Le premier cogsial’on peut faire est le faible écart entre
les études récentes, tous facteurs confondus. Cestylutdt réconfortant : mémes effets,
mémes causes.

Dans ces études, on retrouve les principaux fastdercancer que sont I'alcool et le
tabac (~30% a eux deux). Mais surtout, nous voyb#ia les effets de I'obésité et de
linactivité physique sur I'apparition de cancefZes effets sont d'ailleurs surement sous-

estimés, car n'oublions pas qu’il faut plusieurgaglies d’années pour qu’'un cancer se
développe. On peut donc craindre une envolée dubrome déces par cancer causés par
I'obésité dans les années 2020. Pour illustreeffet « bombe a retardement », prenons le cas
des rayonnements UV. En France l'incidence dessdgaecancer des suites a une exposition
au rayonnement UV est encore faible (0,6%) maesrefiléete un mode de vie des années 80.
Hors, depuis une dizaine d’années le nombre depees allant en institut se faire bronzer a
considérablement augmenté (13% des Francais digéuties installations en 2000). On
devrait donc bien mieux évaluer I'impact de ce cortgment d’ici quelques années.

D’autres causes de déces par cancer sont connpes déen longtemps, comme les
agents infectieux (un peu moins de 4% des décexagarer). Ces agents infectieux sont
principalement des virus, qui lorsqu’ils contamindan cellule, vont injecter leur génome.
Celui-ci, va ensuite migrer vers le noyau pour ier dans notre génome et utiliser notre
machinerie cellulaire avec ses propres informatiobs probleme survient quand le génome

by

viral s’'integre a notre ADN. Il peut alors transf@r un proto-oncogéne en oncogene.
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Aujourd’hui, la plupart des virus ayant un pouvoircogénique sont bien connus, ce qui a
permis en 2006, de lancer un vaccin contre unellfarde papillomavirus responsable de
cancers du col de I'utérus. Grace a ce vaccinspgre éviter a terme, le déces d’un millier de
femmes francaises.

B Colorectum B Breast W Lung:
[0 Desophagus B siadder [ pancreas

100 200 300 400

Figure VII-16: Consommation de fruits et Iégumes asociée a la réduction de risque de différents canse
(Colorectal, Sein, Poumon, Esophage, Vessie, Paras¢ Estomac) [IARC][7].

164



E. Dépister, trouver, diagnostiquer

Depuis plus de 2000 ans, bonmédecin est capable de diagnostiquer certains type
de cancers. Pour autant, c’était le patient guydlagnant de génes ou de douleurs, pouvait
amener le médecin a diagnostiquer un cancer. Mgugid une vingtaine d’années on cherche
a provoquer sa découverte dans les populationssqueai Cette pratique du diagnostic
systématique est plus connue sous le nom de dgpisie dépistage a été rendu possible avec
'avancée des technologies de I'imagerie et dedbgie. Pourtant, depuis quelques années le
dépistage du cancer est en pleine tourmente : iogibrtant, effet peu convaincant pour
certains, mal utilisé... D’un autre c6té, il est pomtiial de suivre une population a risque pour
prévenir au mieux l'apparition de tumeurs malignésujours est-il, que faire une fois le
cancer découvert ? Le médecin s’évertuera a fairkilan détaillé de la tumeur : type et état
clinique. Une fois ce bilan dressé, le médecin serméme de prévoir un pronostic et
d’adapter la meilleure thérapie. Commencera alor®ng combat pour le malade.

1. Trouver ?

Avant méme de lancer un dépistage ou de diagnestign cancer, que doit-on
chercher ? La réponse peut paraitre évidente tumeur ! Mais comment différencier une
tumeur du reste des tissus ? Rappelons-nous geeihde cancéreuse est avant tout, une
cellule qui va proliférer plus que la normale. Zefait, elle va envahir un tissu ou un espace
libre. Cette invasion, se faisant de plus, de faponganisée, il sera possible d’'observer un
contraste entre le tissu sain et la tumeur. Ilipai@nc évident que si la tumeur se développe
localement, elle prendra de plus en plus de plaeenettant si elle affleure, a un ceil averti de
discerner une déformation locale des tissus. ® edit un peu plus en profondeur, une
palpation ou un toucher peut permettre de la dédélédemment, dans ce cas précis, il faut
gue la tumeur ait atteint une taille déja imporapbur étre repérable. A ce moment, le
patient ne ressent peut-étre aucune géne venala weneur. Il revient donc au médecin
d’ausculter son patient si celui-ci fait partie ldepopulation a risque. Les exemples les plus
courants sont la palpation des seins par la/leagptogue et I'examen des grains de beauté par
la/le dermatologue. Ce premier type de dépistage@@essible partout si le personnel est
formé et que le patient a connaissance et accés tgpe de soins. Le patient peut aussi
consulter son médecin pour signaler des troublesigt@ents. Dans ce cas, certains signes
peuvent étre révélateurs de la présence d'une tuni@u peut citer en plus des deux
précédemment signalés (masse et modification dtaingde beauté€) : saignements et
ecoulements anormaux, modifications du transitsimial ou des mictions (uriner), plaie qui
ne cicatrise pas, toux persistante ou enrouemesnfet trouble digestif ou de la déglutition.
Si le patient se révéle avec un de ces symptomneesnddecin se retrouve avec une
présomption de I'existence d’'une ou plusieurs tumeMais comment recueillir plus
d’informations sans recourir a la chirurgie (lagarie exploratrice) ?

2. L'imagerie médicale
La réponse est I'imagerie meédicale, qui a fait depune vingtaine d’années un bon
technologique impressionnant. On peut classer-celda cing techniques différentes, basées
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chacune sur un phénomene physique différent :dgens X, les champs magnétiques, la
radioactivité, les ultrasons et enfin la lumiérsilvie. Leur utilisation permet d’obtenir des

informations sur I'anatomie de la zone étudiée.pgarle alors d’imagerie structurelle. Dans

certains cas, on peut aussi recueillir une infoionadans le temps et I'espace, permettant
d’avoir une imagerie fonctionnelle. Regardons umn pdus dans le détail chacune de ces
technologies.

L'utilisation des rayons X pour l'imagerie médicakst la plus ancienne des
techniques. Elle a débuté avec son découvreur,elifillRontgen (1845-1923) en 1895, qui
pour présenter ces travaux sur les rayons X, débédéaire une image de la main de sa
femme. La radiologie est née. Aujourd’hui encoreutlise ce type de technique qui consiste
a illuminer la zone d’'intérét et de regarder sim fphotosensible (ou photodiode pour les
appareils récents) le passage des rayons X a dréverorps. Les rayons X étant fortement
absorbés par les tissus denses (les 0s), et pelegaissus dits « mous » (peau, graisse,
muscles..), on obtient alors une image contrastte technique est utilisée pour la
radiographie pulmonaire et osseuse, et la mammbgrapepuis une trentaine d’années est
apparue dans les hopitaux la tomodensitométrie (J¥DM scanner. Cette fois-ci, on va
utiliser un faisceau de rayons X qui va balayepdéent, formant ainsi une suite de coupes
(principe de la tomographie). Ensuite, grace ausgance de calcul d’'un ordinateur, il est
possible de faire une reconstruction 3D de la Zma@née. Avant la radio, on injecte souvent
un produit de contraste (en générale de I'iode) ahsorbe les rayons X, améliorant ainsi
image du réseau vasculaire ou de certains orgdresésolution de cet appareil peut étre
submillimétrique, ce qui permet de discerner fawdat des tumeurs supérieures a 1cm,
méme si celles-ci sont localisées profondément tawesrps. De plus, en s’appuyant sur la
reconstitution 3D, il est possible de proposer Elleur chemin pour effectuer une biopsie
pour la suite des examens. Enfin, le TDM est dtileujourd’hui en standard dans les
hdpitaux, et il permet un suivi efficace de I'éviadm de la tumeur. Le TDM utilisant une
source ionisante, il est important de respecterdgkes de radioprotection.

L'imagerie par résonance magnétique nucléaire (IR basée sur l'utilisation des
champs magnétiques pour interagir sur le momenmngétagie de spin des atomes. Elle est
plus connue sous le nom d’'IRM, le N étant supprpoé@r que les patients ne fassent pas
lamalgame avec les rayonnements ionisants ou lesibbs nucléaires. L'IRM est

Figure VII-17: Image IRM : & gauche enfant avec unéumeur du pont, au centre travailleur de
I'amiante avec un mésothéliome pleural, a droite gdme cérébral.
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principalement utilisée a la fréquence pour interagec I'atome hydrogene. Cet atome étant
présent dans I'eau (H20) et les tissus organigoiegpeut obtenir une image de qualité de
presque tout le corps, sauf des poumons (air)tetedons et des tissus osseux. Le principe
d’acquisition de l'image est le méme que le TDMgff@ctuant par coupes, reconstruites
ensuite via un ordinateur (vokigure VII-17). La résolution s’améliore d’année en année
permettant aujourd’hui d’avoir une résolution dadire du millimetre. Cet appareil est I'outil
privilégié pour I'étude du cerveau. Il permet d'yvert, de discerner les parties profondes de
celui-ci (le TDM est fortement limité pour ces zeheEt d’autre part, en utilisant le principe
de I'IRM fonctionnelle on peut suivre I'évolutiorudébit sanguin d’une zone du cerveau et
le relier ainsi a son activité cérébrale. En ceapricerne la localisation des tumeurs, I'IRM
est particulierement utilisée pour le cerveau, raassi pour le thorax, 'abdomen et I'appareil
génital. Il 'y a pas de contre indications majsytgormis la présence de métaux dans le
corps (agrafes, balles, stimulateur cardiaque..tilisation entre un TDM et une IRM (hors
étude du cerveau) n'est pas encore bien définidépendra du choix du médecin et de
I'équipement disponible.

L’utilisation de la radioactivité est basée sufifation d’'un marqueur radioactif par
les tumeurs. Ce marqueur radioactif, en se désamég/a émettre un rayonnement tres
énergétique qui sera détecté par une caméra oilmupHotosensible. Cet examen est appelé
une scintigraphie. Les principaux types de sciapbies sont la scintigraphie osseuse et la
scintigraphie thyroidienne. Le but de ces examéest pas d’avoir une image détaillée de la
tumeur mais de détecter sa présence ou non. Hlldoes principalement utilisée pour la
recherche de métastases. Depuis une dizaine daeséapparu le tomographe par émission
de positons (TEP). Cet appareil est constitué dapteur sensible au rayonnement gamma,
qui permet d’identifier la position de la source @erayonnement. Comme pour le TDM et
'IRM on effectue des coupes qui sont ensuite retirées par un systeme informatique a

s e :

53 -u46.88Bmm 53 -46_8Bmm 53 -u46_8Bmn

CT Coronal PET Coronal Fused Coronal

Figure VII-18: image PET-TDM : a gauche cancer du sei droit (TDM, PET, TDM+PET), a droite
reconstruction 3D PET-TDM présence de deux métastasesseuses.
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I'aide d’algorithmes de reconstruction. Pour lahexche de tumeurs, le principe repose sur le
fort métabolisme de celles-ci qui consomment urendg quantité de sucrose. L'idée est
alors, de marquer une molécule de sucrose a l#ideisotope radioactif du fluor (18F). On
dispose alors d’'un traceur qui sera assimilé paurtgeur mais restera bloqué a l'intérieur de
celle-ci car il n’est pas métabolisable. Si un gutti ayant absorbé un tel traceur, passe un
TEP, on pourra découvrir s’il a des tumeurs ou (anir Figure VII-18. Certains traceurs
utilisent les dernieres technologies en couplananiicorps spécifique d’'un antigene tumoral
a un isotope radioactif. Un tel traceur permet dieune meilleure sélectivité et donc une
image plus contrastée. Les derniers TEP sont nmaintecouplés a un TDM (bientbt avec une
IRM) pour avoir directement un trés bon repéragat@nique des tumeurs. La principale
contrainte de la TEP est la fabrication des isaoplioactifs qui ont une demi-vie trés
courte, nécessitant la présence d’un cyclotrorozigité.

Le TDM, I'IRM et le PET ont révolutionné I'imagerimédicale et malheureusement
les codts hospitaliers par la méme occasion. tidampter un peu moins de 1 million d’euros
pour un TDM, 1,5 million d’euros pour une IRM eb2nillion d’euros pour un équipement
TEP-TDM. S’ajoute a cela un colt d’entretien trievé da a la haute technicité des appareils.
La palme du codt d'utilisation revient tout de méme TEP, avec I'achat trés codteux, des
traceurs radioactifs.

Nous finirons ce paragraphe sur l'imagerie médicaleec ['échographie et
'endoscopie. L’échographie repose sur I'utilisaties ultrasons. Elle est souvent assimilée a
un appareil d'imagerie pour les applications obsfées. Mais elle peut étre aussi utilisée
pour la détection de certaines tumeurs : cancetadiyroide, métastases hépatiques et
tumeurs ovariennes principalement. L’avantage d#e céechnologie est sa rapidité
d’exécution et le caractére non contraignant peyrdtient. Cependant, le diagnostic est tres
dépendant de [l'opérateur, nécessitant un médecen léntrainé. Récemment, des
améliorations technologiques permettent de mieanaliser la vascularisation tumorale et de
réaliser des images en trois dimensions. L'appayint un colt relativement modeste et
étant potentiellement transportable, il sera péet-& 'avenir un appareil de dépistage fort
intéressant.

L’endoscopie est basée sur l'utilisation de ladibptique. On envoie a travers la fibre
de la lumiere par intermittence. Pendant les palis@sneuses, on récupere la lumiere
réfléchie. La fibre optigue se comporte un peu cemun périscope, sauf qu'elle est tres
mince et flexible. Grace a cet appareil, on peuytlaer les voies respiratoires, digestives,
urinaires et génitales. L'examen peut se faire smesthésie générale ou non. On a donc la
possibilité de localiser et de décrire la Iésionir(\Figure VII-19. De plus, les endoscopes
sont souvent équipés d’'appareillages permettafiedteer des biopsies des tissus ou méme
des excisions de petites tumeurs. Il est aussiiljesde coupler une sonde échographique
pour analyser en profondeur les tissus environndast ceci fait de I'endoscopie un acteur
majeur du dépistage du cancer du colon.
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endorectal

Figure VII-19: Aux extrémités, échographies : & gache métastase hépatique, a droite tumeur
touchant la prostate. Au centre, endoscopies du @i : a gauche polype pédiculé, a droite
carcinome.

3. Diagnostiquer pour mieux guérir
Le diagnostic de la ou des tumeurs sera vital popatient car c’est lui qui dictera la
stratégie thérapeutique. De plus, il doit étre dapet de qualité. C’est principalement sur ce
premier diagnostic, que se joueront les chancegidason du malade. Mais comment arriver
aux meilleurs diagnostics ?

L’imagerie médicale apporte déja son lot d’inforioas : présence de métastase ou
non, forme et délimitation de la tumeur.. Tout geeimet de dresser un premier bilan, qui va
mener a I'examen le plus important pour le diagnosia biopsie. Une fois le prélevement
des tissus suspects effectués, celui-ci est enaof@natomo-pathologiste. Celui-ci, a a sa
disposition une armée de tests, du plus simplalyae histologique au microscope, aux plus
modernes : PCR, cytométrie de flux ou encore pud®®. Tout ceci lui permet de décrire
au mieux la tumeur. Cette description va permat&redlonner un nom au cancer et ainsi de
l'identifier. En paralléle de I'analyse des tisslesmédecin demandera des tests biologiques.
Certains de ces examens biologiques sont essepbietsaider a définir le type de tumeur, en
particulier les dosages hormonaux. L’équipe médisal retrouve maintenant avec un grand
nombre d’informations sur la tumeur, qu’il faut orsher. Pour ce faire, il existe une
classification des tumeurs. Cette classificationtess importante car elle va permettre de
prévoir le pronostic et d’adapter la thérapeutitpglus indiquée. Par la suite, elle servira
aussi a comparer les résultats thérapeutiques enémes groupes de malades, ceci
permettant d’améliorer ou d’invalider un traitemeloinné. Pour réaliser cette classification,
on utilise le systeme de classement TNM. Le T gwte I'atteinte locale et il vade 1 a 4
selon I'extension de la tumeur. Le N signale sigasglions sont touchés (N+) ou non (N- ou
NO). On ajoute si besoin, un chiffre compris entreet 3 selon la taille et le siege des
ganglions. Enfin le M correspond a la présence émstase (M1) ou non (M0). Une fois ceci
fait, un staff médical va étre organisé avec tagsithtervenants ayant participé au diagnostic
(radiologue, anatomopathologiste, chirurgien..)aessi avec les futurs intervenants qui
participeront au traitement (chirurgien, oncologtajiothérapeute..). lls débattent alors du
meilleur traitement a prescrire au vue des dernigsaltats cliniques connus. Dans le cas ou
I'équipe médicale participe a un essai clinique piburront juger de la candidature du patient
ou non a cet essai.
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Prix en € Le traitement a été décideé, il
faut maintenant I'annoncer au patient
et lui expliguer comment celui-ci va
se dérouler. Les clefs de la suite des
événements sont alors entre les mains
du patient... en attente de son
consentement.
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Figure VII-20 : Prix de djzérelnts examens d'imagefe plus en plus précis et rapide. On peut
meadicale.

se demander pourquoi ne pas faire
passer ce type d’examen en routine a
une population a risque. Il sera ainsi possibleidgnostiquer un cancer trés précocement, et
intervenir avant qu’il ne se développe en tumeuligna. L'idée parait bonne, mais reste sur
une vision du probleme un peu simplifiée. Tout diabh toutes les tumeurs ne se
transformeront pas en tumeurs malignes ou tout dimsnau vu du temps nécessaire pour y
arriver, le patient sera depuis longtemps mort idélesse. Ensuite, se pose le probleme du
cout du dépistage (vokigure VII-20. Il parait impensable de faire en routine un RI6Ur

un dépistage de masse. Il faut donc trouver uncbampromis.

Rappelons d’ailleurs les bases d’'un bon examenégestge. Celui-ci doit permettre
de suspecter un cancer avant I'apparition des symgx cliniques. Il doit donc étre sensible
tout en ayant un nombre de faux positifs faibles.r®&me, le nombre de faux négatifs, doit
lui aussi étre trés faible pour rassurer le patsemtson état de santé. Bien sdr, il faut que les
cancers ciblés par le dépistage aient un traiteregigtant efficace. Des études doivent
prouver, que ce dépistage améne une survie plgsidormvec une diminution de la mortalité.
L’examen doit étre facile a mettre en place et pigcgar la grande majorité des patients.
Enfin, tout n’étant pas gratuit, il doit engendtere diminution du coUt total de la prise en
charge.

Comme nous venons de le voir, lancer un dépistagesgopulation a risque releve
du défi. Le dépistage du cancer du sein est a de@snégards un exemple de la complexité
d’'un tel processus [219]. Lancé dans les année® $QRe a des études épidémiologiques
montrant I'intérét pour les femmes de faire une magraphie régulierement apres 50 ans, il
devait permettre de diminuer la mortalité de 30%zcles femmes le suivant. Aujourd’hui,
ces études épidémiologiques sont fortement rereis€ause et auraient été manipulées. Mais
le probléme ne s’arréte pas la, car un autre pnodléhérent aux dépistages a été montré. Ce
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sont les femmes de moins de 50 ans qui passetitidece dépistage, alors qu’elles sont les
moins visées par celui-ci. En effet, les femmesnu®ns de 50 ans sont suivies par leur
gynécologue qui leur rappelle l'intérét de la mamgnaphie. Mais une fois ce stade passé,
linformation n’étant plus transmise, la plupart sddemmes ne passent plus de
mammographies alors qu’elles sont la populatioplls a risque. Le dépistage de masse du
cancer reste donc tres compliqué a mettre en pladeit étre proposé de facon réfléchie et
surtout en informant réguliérement la populationasnée de passer ce dépistage ou méme
parfois aller a sa rencontre (mammographie mobile...)

F. Guérir ou vivre dans de bonnes conditions avec son cancer

Quels sont les traitements mis a la disposition dédecins pour guérir le cancer?
Trois traitements coexistent, pouvant étre utiliseéparément ou simultanément.
Historiquement, I'un des seuls moyens mis a laadigpn des patients souffrant de cancer fut
la chirurgie. Puis, avec la découverte des rayomisants a la fin du XIXeme siécle apparut la
radiothérapie. Ensuite, il faut attendre la fin ldeseconde guerre mondiale pour que les
premiers médicaments anti-cancéreux sortent summégché: c'est le début de la
chimiothérapie.

1. La chirurgie :

La chirurgie reste le traitement de prédilection chncer. Avec I'évolution des
technologies et des études cliniques, elle a begupmgressé. Jusqu’au début des années 90,
on privilégiait toujours I'exérése dit large monobtl C'est-a-dire que I'exérése comprendra :
la tumeur, une large proportion de l'organe touga celle-ci, les tissus conjonctifs
environnants ainsi que les vaisseaux lymphatiqtiésseganglions (lymphadénectomie). Le
but étant de s’assurer au maximum de la non diss#ion de cellules tumorales dans les
tissus avoisinants. On peut citer comme exempleedgpe d’opération une oesophagectomie
radicale, une mastectomie radicale, une orchidgetoi@es opérations sont évidemment tres
invalidantes pour le patient et peuvent entraimer morbidité importante. Heureusement, une
alternative a été proposée, consistant a une ablate la tumeur et des tissus justes
environnants (tumorectomie). Durant I'opération¢lhérurgien peut pratiquer une ablation du
ganglion sentinelle (appelé ainsi car il est lenpez en contact direct de la tumeur). Ce
ganglion est alors directement transmis a I'anatpatbologiste qui confirme ou non sa
contamination par des cellules cancéreuses. Sirlglign est touché, le chirurgien continuera
le curage ganglionnaire, sinon il s’arréte |a, tant les risques de lymphoedémes. L’étude du
ganglion sentinelle permettra aussi d’ajuster ikesdu traitement selon sa contamination ou
non. Pour s’assurer que toutes les cellules camegseont été éliminées, les médecins
couplent la tumorectomie avec une radiothérapieune chimiothérapie adjuvantes. Des
études cliniqgues ont montré que ce type de traiénf@imorectomie + radiothérapie)
n‘augmentait pas le taux de mortalité par rappane exérese large bloc [220].

Il peut arriver que malgré tous les traitementswhicaux et autres, le cancer n’arrive
pas a étre endigué. Dans certains cas, on pewt ploposer au patient une chirurgie
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palliative. Celle-ci permettra de limiter la
progression du cancer, ou la géne qu'il
provoque. Enfin, la chirurgie cancéreuse
restant une chirurgie mutilante
(physiquement et moralement), on
proposera au patient une chirurgie
reconstructive si nécessaire.

2. La radiothérapie
irradiation externe  contamination interne
Figure VII-21 : Sources des radiations ionisantes Deuxieéme traitement le plus utilisé
extemnes ouintemes. aprés la chirurgie, elle peut étre prescrite
seule ou couplée (chirurgie

généralement). On distingue trois techniques detlaetrapie : la radiothérapie externe, la
curiethérapie, et la radiothérapie métaboliquerddiothérapie externe est la plus courante, et
se dénomme ainsi car la source de rayonnementwest s I'extérieur du corps du patient. La
curiethérapie est basée sur l'utilisation de saureglioactives scellées, placées directement
dans les tissus tumoraux ou a proximité dans uwmiécnaturelle (vagin, utérus, bouche..).
Enfin, la radiothérapie métabolique utilise une rseuradioactive non scellée qui ira
spontanément se fixer sur I'organe ciblé. L’exentplplus connu dans ce cas, est I'utilisation
de l'iode radioactive (iode 131) dans le cancetadthyroide, I'iode se fixant tres fortement
aux tissus thyroidiens.

La radiothérapie est basée sur l'utilisation degmaements ionisants. Ceci parait
surprenant, quand on sait que ce type de rayonriepeen induire un risque important de
cancers. En effet les rayonnements ionisants péudea toxiqgues ou létaux mais tout
dépendra de la zone touchée et de la dose abstdmphénomenes les plus présentés dans
les médias sont bien sir les cas extrémes d’expositix rayonnements ionisants et sont le
plus souvent mortels. On peut citer les explosides différentes bombes atomiques, les
accidents de site nucléaire (Tchernobyl en téte),empoisonnement volontaire au polonium
210 d'un ex-agent russe. Ces cas malheureux, tdstemeusement exceptionnels. Pour ce
qui est des cas plus réels, nous avons vu précédetnaans le chapitre sur les causes du
cancer, que l'impact des rayonnements ionisants@mu ou non) est infime (voiFigure
VII-15). Ceci s’explique par notre bonne robustesse aygnnements ionisants. Rappelons
gue la principale source de rayonnements ionisprasient de la radioactivité naturelle
(rayonnement cosmique, radioactivité naturelle si@s..) et que celle-ci s’est exercée sur
I'évolution du monde animal depuis tout temps. Etestion naturelle a donc favorisé une
résistance a ce type de rayonnements. Cette r&sstslest faite de différentes facons:
redondance de I'information vitale (double brin @N), réparation possible des informations
lésées (géne p53..), premiere couche cellulaires®de aux rayonnements extérieurs déja
morte (pas de risque mutagéne)... Pourtant, malgitédaes protections, notre corps ne peut
pas lutter contre un rayonnement trop long danteneps et/ou trop fort. Mais en quoi le
rayonnement ionisant peut-il étre délétere pourenorganisme et plus encore pour une
cellule cancéreuse ?
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Figure VII-22: Accélérateur linéaire pour la radiothérapie : a gauche I'appareil, au centre vue en cpe, a
droite collimateur multi-lames permettant de confomer le faisceau a la forme voulue.

Quand on parle d’'un rayonnement ionisant, on ehpam la que ce rayonnement peut
induire lors de son interaction avec un atome.e€tpn d'un électron, produisant ainsi
lionisation de I'atome touché. Pour réussir a semiun atome, l'apport d’énergie par le
rayonnement doit étre tres important. Lorsque egluva toucher une cellule, il va
principalement ioniser I'eau, entrainant par ré&mctchimique la production de radicaux
libres. Parmi ces radicaux libres, certains somtiqudierement réactifs, en particulier ceux
formés via linteraction avec I'oxygene (productide peroxyde d’hydrogene,.04). Ces
radicaux libres interagiront avec les moléculesnilieu comme I’ADN provoquant des effets
délétéres. Dans le méme temps, le rayonnementdaudsi directement I'ADN, I'ionisant, et
provoguant ainsi un endommagement local de la matdéd outes ces interactions produiront
diverses lésions de I’ADN : pontages protéine-ApNintage ADN-ADN, cassure simple brin
ou double brin. C’est en patrticulier les cassummsbtes brins (non réparables) qui seront des
mutations |étales pour la cellule. Le rayonnememé @aonc un effet plus ou moins nocif sur
la cellule selon I'exposition de son ADN, sa corication en oxygene et ses capacités de
réparations (ADN et autres). Si I'on regarde desppwés le métabolisme d'une cellule
cancéreuse, on s’apercoit que celle-ci est soumerdivision, ce qui induit une exposition
importante de son ADN (dédoublé et décompacté)uiEns pour se diviser elle a besoin de
beaucoup d’oxygene. Enfin, suite a ses mutatidiestaint les génes suppresseurs de tumeurs,
son pouvoir réparateur est faible. Tout ceci, twtla cellule cancéreuse, une cellule trés
sensible au rayonnement ionisant. On soignera Eoral par le mal.

Reste maintenant a choisir et a produire un rayomené ionisant. Historiquement, ce
sont les rayons X qui ont été utilisés. Ensuitet spparus les accélérateurs de particules
permettant le bombardement ionisant a l'aide dtébes puis récemment de protons et de
neutrons. Dans certains cas, les raypgasnt aussi utilisés. Le choix du rayonnement dépen
de la localisation de la tumeur (profonde ou na®),la présence d’organes sensibles et de
I'existence de I'appareillage nécessaire. Par e¥@nop utilisera en priorité les électrons pour
une tumeur affleurant, car ceux-ci interagissems tfortement avec la matiére, mais
préserveront du coup, les tissus situés en protondes protons seront plutot utilisés lorsque
'on aura besoin d’'une irradiation trés préciseurLatilisation est néanmoins trés limitée car
leur production nécessite un cyclotron. Pour meslaralose de rayonnement recue par le
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patient, une unité a été imposée c’est le Gray.(By)Gray représente une énergie d’'un Joule
absorbé par 1 kilogramme de matiére. Pour donnerdme d’idée, une irradiation corporelle
totale de 5 Gy chez I'homme, entraine 50% de dépekb jours. Pourtant, lors du traitement
du malade la dose moyenne est plutét aux alentwué® Gy. Comment le malade fait-il alors
pour survivre ? Tout d’abord, la dose est fortenenslisée a la tumeur. Ensuite, la dose
n’'est pas délivrée en une fois mais est fraction@&ei a pour avantage de laisser le corps
récupérer et en méme temps, facilite I'acces aériaur de la tumeur car celle-ci est
beaucoup moins radiosensible du fait de sa mauvaascularisation (angiogénese
anarchique). A chaque cure de rayonnement, ondne Ik couche externe de la tumeur. Au
fur et a mesure, on arrive ainsi a stériliser catgphent les tissus cancéreux. Une séance
classique de radiothérapie externe est de 2 Gyopar 5 fois par semaine pendant 4 a 6
semaines selon la dose prescrite. Dans le casalgi¢édhérapie, le fonctionnement est un peu
différent. Etant directement en contact, voir ddastumeur, on peut soit injecter un
radioélément de tres forte intensité ponctuellem@nielques minutes) ou laisser un
radioélément de faible intensité pendant plusiguss.

Les effets secondaires sont importants surtoutiean des tissus a renouvellement
rapide (sensibilité accrue aux rayonnements). Qn giger les réactions aigués de la peau et
des muqueuses mais aussi une asthénie, des nausgasémie, une leucopénie... Ces effets
secondaires nécessiteront un bon suivi des patieatslant plusieurs mois aprés leur
traitement aux rayons.

La radiothérapie peut étre utilisée seule pouetutbntre le cancer. On parle alors de
radiothérapie exclusive. Ce cas est tout de mémscpt dans des cancers encore limités et
radiosensibles. La radiothérapie est le plus sduwauplée a la chirurgie, soit en
préopératoire pour faire régresser le volume tumetaainsi faciliter I'opération ou en
postopératoire pour réduire les risques de réadilBmns certains cas, on peut associer la
radiothérapie a la chimiothérapie, pour des tumeunésentant un grand potentiel de
dissémination et chimiosensibles. Enfin, comme hérucgie, la radiothérapie peut étre
envisagée pour des soins palliatifs ou symptomesiqgues doses seront généralement plus
faibles pour limiter la morbidité, mais permettraoi@ freiner pendant un temps I'évolution de
la maladie.

3. La chimiothérapie

Il s’agit sGrement du traitement le plus appréhepatdes patients. Il est pour eux, une
prise de conscience de leur maladie bien diffidil@dmettre. Avant la chimiothérapie, le
patient pouvait ne souffrir que trés légéremensale cancer. En prenant ce traitement, il va
subir de plein fouet les effets secondaires etesdirsréellement malade. Cependant, si les
chimiothérapies n’ont pas trop évolué depuis 2Q knss effets secondaires sont beaucoup
mieux compris et traités. Mais comment se faitdié e traitement soit aussi nocif pour notre
corps ?

La chimiothérapie a pour principe de jouer suritiérence de sensibilité a un principe
médicamenteux, entre la cellule cancéreuse etlldecsaine. Le but étant que I'effet délétere
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soit exacerbé chez la cellule cancéreuse. Queb& athoisir alors contre le cancer ?
Simplement, ce qui fait sa principale différensen taux de division cellulaire anormalement
élevé. La chimiothérapie est donc un poison paicétiules en division. Le principe est alors
de brdler toutes les cellules en division cellulaire dansdeps, saines ou cancéreuses. Pour
cela, le médecin a de nombreuses molécules antiguiés a sa disposition dont voici les plus
connues. Les antimétabolites auront pour but ddahila synthese des acides nucléiques
(brique de base de I'ADN) empéchant ainsi la dapiccn de 'ADN lors de la division
cellulaire. Dans cette famille, on peut citer legi-foliques tels que le Méthotrexate ou les
molécules mimant les acides nucléiques tel le BeHUracile. Une autre famille est basée
sur l'utilisation des Alkylants, qui vont venir gerocher trés fortement a I’ADN. Limitant
son dédoublement et bloquant aussi sa transcrjpgbancela aboutira a I'échec de la division
cellulaire. Le cyclophosphamide et le cisplatinetsoe type de médicaments. Une autre
famille tres importante est I'utilisation d’antigo-isomérases | et Il. En bloquant I'action de
la topo-isomérase, la cellule sera alors incapdéldécompacter (déméler) son ADN et donc
de commencer sa division. Le médicament le pluseale cette famille est le VP-16. Enfin,
nous pouvons citer les poisons du fuseau (perntetar cellules de se diviser) qui
empéchent sa synthese (exemple : vincristine) ctialeilise de maniere irréversible (famille
des Taxanes : Taxotéfe.).

Avec toutes ces molécules, on pourrait se dire gue aucun cancer ne pourrait
résister. Pourtant, les cellules cancéreuses diwehd trés rapidement une résistance a un
anticancéreux. Le principe de résistance est trashp de celui des virus ou des bactéries
face a un médicament. En se multipliant énormémeamtentraine lI'apparition de lignée
légerement différentes, qui par sélection naturpberront alors devenir résistantes a un
antibiotique, a un antiviral ou a un anticancérdux.réponse a cette résistance est comme
pour le SIDA, la poly-thérapie ou poly-chimiothéiepdans le cadre du cancer. Ces
traitements demandent de longues études cliniquesjpger de I'effet bénéfique par rapport
aux effets indésirables.

La chimiothérapie reste une technique trés agres&itant un traitement systémique,
les effets secondaires sont trés nombreux et totidbet le corps. Les premiéres cellules
touchées sont les cellules de I'hématopoiese eatrtaanémies, thrombopénies, leucopénies.
On peut contrecarrer ces toxicités aigués avecmiiadtration d’hormones (exemple :
erythropoiétine ou plus connue sous le nom d’EP©Ojl® facteurs de croissance (G-CSF).
D’autres effets secondaires comme les vomissemégalspécie (perte des cheveux) sont
aujourd’hui bien pris en compte et des traitemeffisaces permettent de les limiter. La liste
des effets secondaires est encore longue et déeeladchimiothérapie choisie. Dans tous les
cas, le patient sera suivi et sa cure sera ajgstéa sa résistance a la chimiothérapie.
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Comme la chirurgie et la radiothérapie, on peusqniee la chimiothérapie dans un but
curatif, adjuvant ou palliatif. En 50 ans d’existenla chimiothérapie aura permis de gueérir
certains cancers (cancers des testicules, maladikladigkin...) (voir Figure VII-23, de
prolonger la survie (cancer du sein, du colon,’dealre...), de réduire le volume tumoral
(effets palliatifs) ou n’aura rien apporté de p{uancer du pancréas). Heureusement, depuis
maintenant une quinzaine d’années, de nouvelle®culgls sont apparues, soulevant de
grands espoirs.

Figure VII-23: Patiente présentant une maladie de lddgkin. Série 1 : TEP-TDM présence d’'une masse
ganglionnaire visible sur les coupes TDM1@). Les coupes TEP, TDM de fusionl(p, 1c) et le volume
scintigraphique 3D (Ld) montrent que les cibles ganglionnaires fixent tr®intensément le 18FDG. Série 2 : Coupes
TDM, TEP, TDM de fusion (2a, 2b, 2¢ et volume scintigraphique 3D 2d) réalisésaprés chimiothérapimontrant
un aspect de réponse métabolique compléte [Cachi@§].

4., Nouvelles molécules, grands espoirs, mais localisés

Les travaux fondamentaux sur les mécanismes duecaicle développement des
biotechnologies ont permis I'apparition de nouveangdicaments. Ces médicaments sont
différents de ceux issus de la chimiothérapie. eCétis-ci, on cible une faille dans le
meétabolisme de la cellule cancéreuse mais pasutiesttes cellules cancéreuses, uniquement
d'un type de cellules cancéreuses possédant unatiorubien particuliere. Ces recherches
ont donné naissance a deux courants: les méditamaepetites molécules actives et les
anticorps monoclonaux.

Le premier médicament nouvelggnérationmis sur le marché fut le Trastuzumab
(Herceptid™) en 1998. C’est un anticorps monoclonal murin huis®g c'est-a-dire, que la
réaction immunitaire a été faite chez une sourisaquroduit des anticorps contre un antigéne
précis. Les plasmocytes qui ont produit ces amiEant été ensuite immortalisés. Ceci
permet de secréter des doses quasi infinies d’'unargnticorps d’ou le nom monoclonal.
Puis on a humanisé l'anticorps en supprimant ligpaonstante de I'anticorps murin par une
partie constante humaine. On obtient ainsi, urcargs chimere homme-souris ciblé pour un
antigéne donné. Le Trastuzumab a pour cible urptéae membranaire (HER2) surexprimeé
par les cellules mammaires cancéreuses. L'anticerpse fixant sur ce récepteur va bloquer
une voie de signalisation qui permettait la sureggion d’'un facteur de croissance. Ceci aura
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pour effet d’inhiber la prolifération des cellulésmorales. Cette surexpression HER2 est
présente chez 20% des malades traités pour unrcdunsein. Les résultats de I'utilisation de
ce médicament en traitement adjuvant, apres urmiatmérapie sont remarquables (voir
Figure VII-24). Cette étude portant sur plus de mille femmesitreoque I'espérance de vie
des femmes HER2 positives, traitées avec Trastuzunpasse de 4 ans a plus de 95%
d’espérance de vie alors gu’elle n’est que de 7806 €e traitement. De plus, ce traitement
s’avere tres bien toléré par les patients.

Dans la méme lignée des anticorps monoclonaux, eurt piter : le Bevacizumab
(Avastin™). Celui-ci va se lier & la protéine VEGF (Vascufardothelial Growth Factor) et
inhibe ainsi 'angiogénése (apparition de nouveeaisseaux). Ceci a pour conséquence de
bloquer I'évolution et la progression des tumeudg plus, réduisant la vascularisation
anarchique des tumeurs, elle permet d'augmentercdacentration localement des
chimiothérapies. Ce médicament a surtout rallosgéurvie des patients dans des cancers
ayant un trés mauvais pronostic (cancer du colotastatique par exemple). La liste des
anticorps monoclonaux est encore longue et s’aflaiignnée en année.

Parallelement a leur développement sont apparuepeatées molécules actives. Leur
développement technologique est le méme que legcumek standards mais leurs cibles
thérapeutiques sont le fruit de 'avancement desmaissances sur le cancer. Nous prendrons
l'lexemple du STI-571 (Glivéd"). Cette molécule est donnée dans le traitementade
leucémie myéloide chronique (LMC). La LMC est dudaamutation d’'une protéine de
signalisation intervenant dans la voie tyrosineakan Le but de cette molécule est donc de
bloquer cette protéine, et ainsi d’arréter la féodition de la maladie (vokigure VII-25. Le
dernier rapport de I'IRIS (International Randomiz8tudy of Interferon versus STI-571)
confirme les excellents résultats du Glivec avee sarvie globale a 7 ans, de 86% des
patients [221]. Avant le Glivec, la médiane devgugtait de 5 ans. Pour finir, la toxicité du
Glivec est faible, permettant de prescrire le éraignt sur de trés longues périodes (> 7ans).

100+ -
___—_‘.T%_%—b A: HER2/neu+, trastuzumab
— . B: HER2/neu-, no trastuzumab
401 — C: HERZ/neu+, no trastuzumab

60+

| Avs. B: hazard ratio, 1.09 (95% Cl, 0.52-2.29, P=0.82)

A vs. C: hazard ratio, 0.29 (95% Cl, 0.13-0.64, P=0.002)

7 Bvs. C: hazard ratio, 0.31 (95% Cl, 0.20-0.49, P<0.001)

0 T T T T T T T T 1
0 1 2z 3 4

Survival Free of Distant Recurrence
(% of patients)

Years
Figure VII-24: Survie sans récidive des patients efonction du nombre d’année. Courbe
noire possédant HER?2 et traité avec Trastuzumab. Cobe bleu pas HER2 donc pas de
Trastuzumab. Et courbe rouge possédant HER2 mais pagdrastuzumab [Joensuu][35]
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Figure VII-25: Principe du Glivec™ dans la lutte contre la leucémie myéloide chronigu
(inspiré de [Alberts][11]).

Ces nouveaux médicaments ont donc changé le didgm@scertains cancers. C’est
grace a leur ciblage trés précis d’'un processusgame qu'ils arrivent a avoir d’aussi bons
résultats. Mais ce ciblage a un contrecoup, le cadadent a un effet restreint a un type bien
particulier de cancers (possédant la méme mutatiosensibilité), ce qui se traduit pour le
laboratoire pharmaceutique par un nombre de patdi®nts réduit. Le laboratoire
pharmaceutique se retrouve donc avec des médicarnmestefficaces mais avec une cible de
patients limitée. Le calcul de I'amortissement dédimament implique un colt de vente
extrémement onéreux. Pour donner un ordre d'idéeraitement annuel a I'Herceptin est de
12 000€, pour le Glivec il faut compter 30 000€...

Ces codts éliminent directement les patients degs s voie de développement,
poussant certains pays comme I'Inde, a ne pas aesppar exemple la fin du brevet du
Glivec pour le génériquer et entrainant une mudstule proces. Toujours est-il que nous
pourrions penser que dans un peu moins de 10 ande(de vie moyenne d'un brevet d’'un
médicament), tous ces médicaments seront génémrquiésc peu onéreux. Si ceci s’applique
pour les molécules qu’en est-il des anticorps mlmmaeix ? En effet, on ne peut pas les
produire par simple réaction chimique. Il faut dkse, induire une réaction immunitaire sur
une cible bien précise d’'ou une complexité tresartgmte. Comment prouver alors que
I'anticorps générique aura exactement la méme eibtionc les mémes effets, sachant que les
essais cliniques sont impensables au vu du codédeloppement qu’il induirait ?

Les nouveaux médicaments donnent de grands espoingatients, mais demanderont
beaucoup de patience avant de pouvoir cibler ladgranajorité des cancers. lls posent aussi
de nombreux problemes économiques et sociaux. Comlee organismes sociaux vont-il
pouvoir les rembourser ? Comment les patients ensous traitement (durant plusieurs
années) pourront ils demander un prét, etc... ?
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La recherche de nouveaux traitements anticancérewe cantonne pas seulement aux
médicaments. D’autres voies sont en cours de dépeloent, comme I'immunothérapie du
cancer que nous traiterons en détail dans le progla@agraphe.

G. Conclusion

Le cancer ou les cancers ? Méme a la fin de cetobala réponse ne parait toujours
pas évidente. Si nous parlons du cancer comme wladi@ qui englobe tous les genes
(proto-oncogénes et genes suppresseurs de tun@imt entrainer un cancer, alors oui, on
pourra parler du cancer. Par contre, si on panmel’maladie qui touche spécifiguement
guelques genes, induisant le développement d’ua pgpticulier de tumeur, alors, dans ce cas
bien précis, on parlera des cancers. Cancer orgraans tous les cas le patient lui, n’attend
pas un nom, mais un pronostic et un traitementnd@ de la maladie intéresse surtout le
meédecin qui va tout mettre en ceuvre pour le déaolevplus rapidement possible car c’est le
diagnostic de cette tumeur qui permettra de déadddn thérapeutiqgue. On peut espérer que
dans un futur proche, les puces ADN identifierantgénome de la tumeur avec rapidité,
efficacité et pour un prix raisonnable. Les médeamt a leur disposition un arsenal de
traitements anticancéreux : chirurgie, radiothé&aghimiothérapie et plus récemment les
anticorps monoclonaux et petites molécules. Toaséliorent et évoluent d’année en année
permettant de mieux traiter le patient, mais adssiimiter au maximum son mal-étre. Tout
ceci a forcement un colt, qui est de plus en pificit a gérer pour la sécurité sociale.
Comment peut-on alors espérer geérer cette explat@sncolts médicaux pour soigner une
population qui vieillit, et donc potentiellementupl exposée aux cancers ? Une solution
viendra peut étre d’un nouveau traitement, bas@yample sur 'immunothérapie du cancer.
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VIII. Annexe III, Projet Aiguilles

Ce petit projet a été lancé suite a la discussigt ain doctorant de mon équipe qui travaillait a
I'époque sur le projet européen Angioskin. Ce graj@our but d'injecter de 'ADN a travers la pegiude la
faire rentrer dans les cellules par électropernii@abon. Pour se faire, elle nécessite la mispaint d'aiguilles
fines (limitant la douleur lors du transpercemeatld peau), longues (pour traverser une grandée pdet
I'épiderme) et conductrices pour délivrer igapulsionsélectriques. L'idée était donc d’employer le savoi
faire mis au point pour la fabrication des électm@paisses, pour réaliser des aiguilles. L'étdtadedans ce
domaine était principalement représenté a I'épopae les travaux de I'équipe de Prausnitz et al 222
Toutefois, leurs techniques restent trés compleRdsur faut au moins 5 étapes de fabrication.dses, il n'est
pas possible d'appliquer un champ électrique avec telles électrodes, car elles sont toutes reliées
électriqguement entre elles.

Pour pallier ces différents problemes, nous propesene conception en 4 étapes qui devait nous
permettre d’'obtenir des aiguilles prétes pour éatjon et I'électroporation. Pour cela, nous pastdiun wafer
de Si oxydé sur lequel nous déposons via lift-affré réseau d’électrodes en Ti(50nm)/Cu(900nm)ulEss
nous réalisons notre moule en SU-8 pour guiderd&ésance électrolytique. Pour faciliter sa destoacdans
I'étape finale, nous déposons préalablement uns-souche d’Omnicoat™. L'Omnicoat™ servant a la fibés
promoteur d’adhérence et de couche sacrificiellee fbis le moule préparé sur notre wafer nous mlocg a
I'électrodéposition du cuivre. Il ne nous restesphlors qu'a plonger le wafer dans une solutionudbade
Nano™ Remover PG pour retirer le moule. Nous dewdntenir alors des aiguilles trouées reliées tiraent &
un réseau d'électrodes. Cependant, méme si nouns algienu des aiguilles pouvant atteindre une spaisie
plus de 50 pum, celles-ci restaient toujours boush&e@te a la présence du moule en SU-8 qui netiait pas,
et cela, malgré plusieurs tentatives. Ce projettgdenc soldé par un échec, mais nous a permifin&ainos
procédés dans I'utilisation du dépdt électrolytigdens la fabrication et dans la destruction dulenen SU-8.

Figure VIII-1 : 1) Photo du moule en SU-8 sur un wéer de silicium oxydé. On distingue les différentsrous ou se
formeront les aiguilles. Notons que nous avons enqgyé la technique de masque en plastique pour ce jeb2) Photo
prise aprés dépot électrolytique de cuivre. 3) ImagMEB aprées destruction du moule, on distingue un ré&au complexe
d’électrodes avec des aiguilles. 4) Image MEB d’unguille épaisse de plus de 50um avec la présenoepportune d’'un

bout du moule SU-8 au centre de celle-ci.
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