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RESUME

Titre : Caractérisation de microparticules par méthodekai@phorétiques : applications
aux cellules biologiques
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Title : Characterization of microparticles by dielectromtmr methods : applications to
biological cells
Keywords : electrorotation ; biological cells ; electromagnoédields

Durant ces dernieres décennies, les sources éteggreetiques se sont multipliées : I'exposition
quotidienne de I'homme s’en est retrouvée considénaent accrue. L'étude des effets des
champs sur I'organisme passe par une meilleure r@mpsion des phénoménes a I'échelle de la
cellule, unité de base de I'étre vivant. Nos oliigalans le cadre de ce travail portent sur la
caractérisation électrique des cellules et, pléxipément, des deux principaux compartiments
cellulaires que représentent le cytoplasme et lalonane. A terme, I'objectif est de fournir les
permittivités et conductivités de ces couches dérrenseigner les modeles qui seront utilisés
pour la simulation de linteraction champ-vivanbrkqu’une cellule est placée dans un champ
électrique tournant (généré par des microélectioadie tourne sur elle-méme sous l'effet de
polarisation des cellules : c’est le principe ddettrorotation. Le sens et la vitesse de rotation
dépendent des propriétés cellulaires et de la émdcpi du champ. La mise au point d’'une
plateforme expérimentale dédiée et automatisée2(géan du champ, acquisition et traitement
des images, extraction des propriétés) a permiscéder aux propriétés électriques des
différentes couches sur des levures et des liposometravers le tracé du spectre
d’électrorotation. Plusieurs études ont permis a@aler le fonctionnement de cette plateforme et
d’évaluer I'impact des traitements thermique etyematique sur des levures ainsi que l'influence
de la composition du milieu interne sur le spedi@ectrorotation de liposomes. Par ailleurs,
une étude théorique portant sur lidentificationrgmaétrigue a montré qu’il est possible
d’améliorer I'extraction de certains parametressenbasant sur une analyse de sensibilité du
spectre d’électrorotation a ces parameétres. La mmselace récente d’'une salle de culture va
permettre d’explorer une gamme plus large de edlulvantes et d’étudier les effets de sources
de champ magnétique sur celles-ci.
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INTRODUCTION

La maitrise des effets des champs électromagnétiguele vivant constitue un enjeu
scientifique et sociétal majeur. Durant ces deas@ecennies, les sources électromagnétiques se
sont multipliées : I'exposition quotidienne de lthme s’en est retrouvée considérablement
accrue. Le grand public a souvent une perceptidasteé des nouvelles technologies et de leur
impact sur la santé malgré les applications pattesi de ces champs dans le domaine médical
telles que limagerie médicale ou le traitement certains cancers (hyperthermie). De
nombreuses études se sont orientées vers lesctiesaentre les champs électromagnétiques et
la matiére vivanteg(.g.I'étude du comportement des cellules cardiaquesdes électrochocs).

L’étude des effets des champs sur I'organismeadeellule a I'étre humain, passe par
une meilleure compréhension des phénomeénes a lléake la cellule, unité de base de I'étre
vivant. Avec les progrés de la biochimie, de ladigue et des techniques de laboratoire, les
mécanismes régissant le fonctionnement interna aellule sont de mieux en mieux compris.
Les microsystemes dédiés a la caractérisationlatraanipulation de cellules jouent un role
essentiel dans la compréhension de ces mécanismpagieipent a la mise au point de nouveaux
traitements ou outils de diagnostic permettant deurdépister, par exemple, les cellules de la
leucémie ou du cancer du sein. Le champ d’invetstigade la matiere vivante est vaste ; en
effet, la cellule est caractérisée par de nombeepsepriétés biologiques et physiques. Nous
nous intéressons aux propriétés électriques dellale afin d’appréhender qualitativement et
quantitativement I'effet du champ électrique. Entipalier, 'un de nos principaux objectifs
consiste a mesurer les parametres électriquesrisesppux compartiments cellulaires tels que le
cytoplasme et la membrane afin de renseigner dedele® permettant de simuler le
comportement de cellules exposées a une sourchahepc L'étude de l'interaction du champ
avec des cellules est une premiere étape avantodeoip investiguer des communautés
cellulaires et de remonter, par exemple, aux cotepmnts des tissus.

Dans un premier volet, nous présentons la celluleigeau biologique et répertorions ses
propriétés physiques dont la mesure peut étre g&plpour caractériser la cellule en détaillant
plus précisément leur caractérisation électriquelleci repose généralement sur l'analyse
globale de suspensions cellulaires ou sur I'étudecellules isolées soumises a un champ
électriqgue dont on fait varier la fréquence. Entipalier, les techniques de diélectrophorése et
d’électrorotation permettent une investigation sammtact de la cellule. Elles induisent
respectivement un mouvement de translation et tition dont les caractéristiques (sens et

vitesse) renseignent sur ses propriétés électriquess verrons que chaque type de cellule,



suivant son état physiologique, a un comportemegélectrophorétique propre. Enfin, nous
terminons par une présentation non exhaustive gdgations potentielles de I'électrorotation.

Dans un second volet, nous présentons les modeélkdaces étudiés ainsi que leur
préparation en vue des expériences (culture dacasleles levures ou techniques de formation
dans le cas de vésicules artificiellement forméddpus décrivons ensuite le banc
d’instrumentation dédié a la manipulation de celiubar diélectrophorese et par électrorotation.
Lors des expériences d’électrorotation, les cedlglent soumises a un champ électrique tournant
par I'intermédiaire d’un microsysteme d’électrodiéslié pour une gamme de fréquence allant de
10 kHz a 80 MHz. Un systeme d'observation alliaritroscope et caméra vidéo permet la
visualisation du comportement des cellules maisialecquisition d'images. Celles-ci seront
par la suite analysées par traitement d'imagea eitésse de rotation sera évaluée pour chaque
point de fréquence étudié par un programme dévélamus MatlaB, ce qui nous permet
d’obtenir le spectre d’électrorotation des celluléautomatisation du banc, indispensable a une
manipulation aisée des particules biologiquesegalement exposée dans ce chapitre.

Nous développons, dans un troisiéme volet, les odéth d’identification paramétrique
par minimisation dans le cas d’'un modele cellulair2 compartiments. Dans un premier temps,
nous décrivons les différents parameétres que nd@scleons a extraire au cours de nos
expériences. Une étude préliminaire de sensihilitéspectre d’électrorotation a ces différents
parametres, basée sur une analyse de la variancs, permet d’améliorer la procédure
d’identification paramétrique. Une étude théorigigel'influence des conditions expérimentales
sur le spectre d’électrorotation est égalemenis@&al Compte tenu de la faible épaisseur de la
membrane, nous verrons qu’il est difficile d’exteala conductance membranaire qui est parfois
sacrifiée au profit des autres parametres.

Enfin, le dernier volet porte sur la caractérisagxpérimentale de 2 modeles cellulaires :
les levures, aisément manipulables et que I'onrgeupe facilement, et les liposomes, vésicules
artificiellement formées, qui sont d’'un grand iétéde par leur structure cellulaire simplifiée et
la possibilité de contréler leur composition (meert® et milieu interne). Nous explorons les
parametres électriques des levures et 'impacetfets de traitements thermique et enzymatique
sur celles-ci. L'étude des liposomes porte surflience de la composition lipidique
membranaire et de la conductivité du milieu interd@ec les techniques d’extrusion et
d’électroformation, nous obtenons des liposomes dame grande gamme de tailles ce qui nous
permet d’étudier I'influence de ce parametre. Enfious présentons des résultats préliminaires
issus de I'étude de I'effet d’'une exposition deules en culture a un champ magnétique ainsi

que les travaux de modélisation de I'électrorotatialisés au sein du laboratoire.

-2-



CHAPITRE| : CARACTERISATION PHYSIQUE DES CELLULES BIOLOGIQUES

Le besoin de caractérisation des cellules s’expligqunt par la nécessité de diagnostiquer
certaines anomalies (cancer du sein, par exempie)par celle d’évaluer I'impact de leur
environnement sur leur développement (expositi@etEmagnétique, par exemple) ... Ainsi,
nous verrons tout d’abord que les cellules présentee structure biologique universelle ainsi
que différentes propriétés physiques exploitabledea fins de caractérisation. Puis, nous
présenterons les techniques de caractérisationapbé@ire mises en ceuvre compte tenu de ces
propriétés. Enfin, nous porterons notre attentionla caractérisation électrique des cellules par

électrorotation dont le principe sera explicitdlastré par des exemples d’applications.

|. LA CELLULE

Nous décrivons dans un premier temps la structisl®dique de la cellule, puis nous
compléeteront cette description par une présentafi®rses propriétés physiques intrinseques

(mécanique, magnétique et diélectrique).
1. Propriétés biologiques

Tous les étres vivants sont constitués de celluleités élémentaires vivantes. La
classification des cellules est basée sur I'exggteu non d’'un noyau au sein de celles-ci :
+ les procaryotes dépourvues de noyau (les bactpaegxemple),
+ les eucaryotes qui possedent un noyau (la plugartéllules humaines, par exemple).
Parmi les étres vivants constitués de cellules rgates, deux grandes catégories se
dégagent : ceux formés d’une seule cellule ditsalhilaires et ceux formés de plusieurs cellules
regroupées en tissus pour former les différentaraeg d’'un organisme dits pluricellulaires. La
taille typique des cellules eucaryotes est de t@miune dizaine de micrometres. La Figure 1.1
montre |'échelle des tailles des systemes biolagqwet des dimensions de dispositifs

technologiques du nanometre au centimetre.
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Figure 1.1 : Dimensions caractéristiques des structures biolmgat technologiques

De formes variées, les cellules présentent deditigions plus ou moins complexes avec
cependant une structure universelle. En effets edtmt toutes délimitées par une membrane qui
renferme des molécules qui baignent dans un nglkgatineux appelé le cytoplasme.

1.1. La membrane

La membrane, formée d’'une bicouche lipidique (FeégLi2) renfermant des protéines, est
une enveloppe qui délimite, entoure et protegeslale [1]. Grace a cette structure moléculaire
inhomogene, la membrane joue un double réle dangelade la cellule : a la fois en tant
gu’isolant et en tant que filtre :

« les molécules lipidiques, arrangées en une bicoéplagésse de 5 a 10 nm, forment une
barriere imperméable au passage de la plupart d&cubes solubles dans I'eau ; elles
bloquent totalement le passage des ions inorgasigie Na', CI, CP*, ...) et freinent la
diffusion des solutés organiques polaires telatédes aminés,

« les protéines ont pour r6le de réguler les échatrgasmembranaires ; en elle-méme, la

membrane n’est perméable qu’'aux petites molécylembhobes (@ N, glycéral, ...).



Figure 1.2 : Structure d’'une membrane : toute bicouche peutfeemer sur elle-méme pour former une cellule

La structure en bicouche est due aux propriétéhgohjesdes molécules lipidiques qui

possedent une téte hydrophile et 2 queues hydreshob
1.2. Le cytoplasme

Le cytoplasme est un milieu fluide ou I'eau repriéee/0% de la masse cellulaire.

Les cellules eucaryotes ont compartimenté danyttgplasme (Figure 1.3) les éléments
assurant la gestion des processus nécessairaesfarietionnement : se reproduire, se nourrir, se
déplacer et se défendre. Ces compartiments (apmefenites) ont chacun une fonction
biologique propre pour la production, la dégradatia régulation ou le maintien cellulaire.
Toutes les cellules ont les mémes organites, nmaisrestion de leur réle dans I'organisme, ceux-
ci sont plus ou moins développés. Le cytoplasmé peudéformer grace a la présence d’'un
cytosquelette qui se déconstruit et se reconstams cesse.

Figure 1.3 : Structure d’'une cellule eucaryote (sourbétp://www.infovisual.infg/

Les principales réactions du métabolisme et lah®gd des protéines intracellulaires se
déroulent dans le cytoplasme qui assure aussi péicdtion de 'ADN et la synthése d'ARN
(fonctions du noyau) et entre autres la synthese mietéines extracellulaires (fonction du
réticulum endoplasmique) ainsi que la respiratifamdtion des mitochondries).A linverse du
noyau chez les cellules eucaryotes, la cellulegrgamte (Figure 1.4) posséde un filament d'’ADN

qui contient I'information génétique et qui n'eas protégé par une membrane nucléaire.
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Figure 1.4 : Structure d’'une cellule procaryote
2. Propriétés physiques

Ces dernieres années ont vu une prise de consoeoissante du role que jouent les
aspects physiques dans les interactions de laledllalogique avec son environnement mais
aussi dans des processus biologiques fondameraibeft possible de caractériser une cellule
a partir de ses propriétés acoustiques, mécaniquagétiques, optiques et électriques. L'enjeu
a long terme de la caractérisation est la misespodition de la communauté scientifique de
bases de données exhaustives et robustes en yaptichtions ou d’études en biophysique.

Aussi, de nombreuses techniques actuelles (méeas)iglectriques, optigues ou encore
acoustiques) sont employées dans les bio-micrasgstéx des fins de caractérisation (mesure
des propriétés physiques intrinséques d’une cgll8leou de manipulation (tri, transport, micro-
positionnement).

2.1. Propriétés meécaniques

Afin d’analyser la réponse de cellules soumisegs sbllicitations mécaniques comme
I'accélération ou la gravité [4], les chercheursdient a caractériser les modules d’élasticités des
différents types cellulaires. Le module élastique module d’Young, noté E, caractérise la
résistance intrinseque d’'un matériau a une con&amécanique qu’il faut exercer pour en
doubler la longueur; a titre d’exemple, le moduMading de la membrane d’un globule rouge
est de 1 kPa [5]. Il a aussi été montré que désleglse déformaient en présence de substances
chimiques, c’est le cas des fibroblastes V-79 quila particularité de prendre la forme de la
lettre @ en réaction a la molécule de cytochalasirjé]B

Les cellules vivantes sont dotées de propriétésanmiggaes leur permettant d’accomplir
certaines fonctions cellulaires (Figure 1.5) comiadhésion ou la migration. La régulation de
ces fonctions dépend de I'’environnement mécaniquente la peau, les muscles [7] ou encore le
cerveau. Dans ce contexte, un GdR (Groupe de Rewkhen été mis en place alijanvier 2008

sur la mécanotransduction — processus de trangfiormdes signaux meécaniques externes en



signaux biologiques [8, 9] — afin de mieux comprenkks processus impliqués, par exemple,
dans I'évolution du tissu osseux tel que le remagkelsous I'action de contraintes mécaniques.
La coordination des cellules, qui interagissentesatles pour assurer l'intégrité des tissus, passe
par 'amplitude des contraintes et des déformatmuissont transmises par le cytosquelette aux

différents points de contact que la cellule mepkge avec son environnement [10].

Figure 1.5 : La cellule adhére sur le substrat via des compldyathésion (en rouge), I'extension de la membrane
est gouvernée par la dynamique du cytosquelettparaiet de faire migrer la cellule [11]

La compréhension des mécanismes de couplage &mthesion des cellules et la nature
physique de leur environnement est un enjeu crymal la biologie ; a titre d’exemple, la
rigidité du substrat peut réguler la différentiatiales cellules souches [12]. L'étude de
'adhérence des cellules en culture est importamia exemple, pour connaitre le potentiel
migratoire de cellules cancéreuses [13]. Dans haaioe des biomatériaux, on peut aussi citer
les travaux conduits au laboratoire BMBI (BioMéaare et Biolngéniérie) de Compiegne autour
d’'un théme de recherche intitulé « de I'interacti@tiule-matériaux a I'organe artificiel » ; nous
pouvons citer a titre d’exemple les travaux de ¥eberger portant sur un revétement
cellulosique de boites pour cultures cellulaireabtives [14]. Des chercheurs de l'université de
Princeton ont mis au point des filtres mécaniquesr séparer différents types de cellules
sanguines a partir de leur propension a adhéresatiaces, d [15].

Une cellule est aussi caractérisée par sa masseniple, notéep, ainsi que sa

compressibilité, noté@, propriété qu’'ont les corps de diminuer de volusoes I'effet d’'une
pression. Elle peut étre définie pﬁ:]/pc2 ou c correspond a la vitesse du son dans le

matériau considéré. A titre d’exemple, la densiél’'dau et celle des globules rouges valent
0,997 et 1,139 g.cth[16] respectivement. En ce qui concerne leur cossindité, elles valent
respectivement 4,48.10 et 3,38.10° Pa'; une étude montre qu'une diminution de la
concentration de I'hémoglobine contenue dans lelsuls rouges entraine une augmentation de
leur compressibilité [17]. La densité et la compidité des cellules et de leur milieu
environnant interviennent dans I'expression detad acoustique, de plus en plus exploitée dans

les dispositifs de micromanipulation de cellule8][1

-7 -



2.2. Propriétés magnétiques
Le comportement d'une cellule en présence d'un ghamagnétique dépend de sa
susceptibilité magnétique (not&@ [19]. Cette propriété désigne la capacité d'urtémau a
s’aimanter sous I'effet d'un champ magnétique (Fegb).x est reliée a la perméabilité relative
M. par I'équation y = 4 — 1, ainsi, la susceptibilit¢é du vide est nulle. loprs ¥ >0, le

matériau est dit paramagnétique ; pgus , il @st dit diamagnétique (Figure 1.7).

Figure 1.6 : (a) Isovaleurs de la densité de flux magnétique @ssne source magnétique. Modification de
cartographie suite a la présence d’un corps (bdfesgnétique (c) paramagnétique (d) diamagnétique

La plupart des cellules sont faiblement diamaguésq leur susceptibilité magnétique
volumique se rapproche de celle de I'eau vala®5-20° unité SI [20]. L'échelle donnée Figure

I.7 permet d’avoir une vue densemble de la gamreesdsceptibilités magnétiques des

materiaux. _diamagnétisme  paramagnétisme ferromagnétisme
| | | | | | | | |
I I I I I I I
/1 -103T -10° OT 10° Tlo3 1\ \103 106\
supraconducteurs bismuth (-164%10 | air (0.36.1F) tantale (1.1.1%) nickel (600) mumétal (16)

La plupart des cellules
vivantes (proche -1%)

Figure 1.7 : Echelle de susceptibilités magnétiques (unité Sl)

Il existe quelques exceptions :

« les globules rouges qui contiennent une grandeectdration de fer dans ’hémoglobine —
molécule paramagnétique qui permet le transport’ae/géne — sont des cellules
diamagnétiques mais ont une susceptibilité pluoiapte que celle de I'eau (-6,52%0
pour les globules désoxygénés [20]),

« Les bactéries magnétotactiques ont des proprié@Egné@iiques intrinseques qui leur
permettent de se déplacer le long des lignes dagimaagnétique terrestre [21, 22]. Elles
synthétisent naturellement des chaines intracetislade nanoparticules magnétiques
Fe;0,4 appelés magnétosomes (Figure 1.8) et des étudesariré une nouvelle méthode
pour cultiver et assembler des nanoparticules ddes structures ordonnées par
manipulation avec des micro-aimants apres lysa adeembrane [23].



Figure 1.8 : Magnetospirillum magnetotacticu¢a) la bactérie synthétise une chaine de nanopkasi qui est
ancrée a l'intérieur de son corps (b) chaque paetiest recouverte d'une membrane (c) anneau dipasicules
formé par la manipulation et la lyse de deux bétémagnétotactiques

La résonance magnétique nucléaire est une techmumlyse non destructive tres
utilisée pour I'étude de matériaux ou I'imageriedicé@le. Actuellement, la méthode utilisée pour
observer les zones actives du cerveau est basdaiswantation de I’'hnémoglobine contenue
dans les globules rouges [24]. En effet, I'actmatgénere un appel massif de sang oxygéné
local ; en suivant la perturbation du signal deoné@mce magnétique nucléaire émis par une
molécule active de 'hémoglobine [25], il est pbsside localiser ces zones.

2.3. Propriétés diélectriques
e Indice de réfraction

Quand un faisceau de lumiere (onde électromagredtipénéetre dans un organisme, les
propriétés optiques, telles que I'absorption etilgpersion, déterminent la transmission et la
distribution de la lumiére. La modification de leopagation des faisceaux par leur interaction
avec le milieu matériel dans lequel ils se propagehcaractérisée par l'indice de réfraction.

L’indice de réfraction, noté n, représente le rappatre la vitesse de la lumiere dans le
vide et celle dans le milieu de propagation. Clgstparametre important pour comprendre et
prédire le comportement de la lumiére (transpomsdas tissus biologiques, interaction avec des
objets biologiques) et pour les applications emgmstic optique et en traitement laser. |l
intervient dans I'expression de la force optiquerii@ dans la partie 11.2.1 de ce chapitre. La
plupart des cellules ont des indices de réfractioisins malgré des tailles et des formes trés
différentes ; pour exemple, l'indice de réfractm I'eau, des cellules mammiféres et du plasma
sanguin sont respectivement de 1,333 [26], ded B&1 [27, 28] et 1,351 [29].

e Permittivité et conductivité électriques

Autour et a l'intérieur de chaque cellule vivardes champs électriques sont présents et
peuvent étre critiques au bon fonctionnement desgasus biologiques [30]. La caractérisation
électrique des cellules, qui s’intéresse a la needarl'impédance, est donc un point clé pour la

compréhension des phénoménes intrinseques ou laarebule.



La réponse d’'une cellule en présence d’'un chanyiriglee dépend de deux paramétres
gue sont la permittivité électrique relative (notgequi refléte la capacité a polariser un matériau
par accumulation de charges et la conductivitetidere (notéeo) qui reflete la capacité a
laisser passer un courant électrique avec un mmime pertes. Le comportement de la cellule
résulte de la différence de permittivités complegagre le milieu extracellulaire et la cellule
(Figure 1.9).

Figure 1.9 : Lignes de champ électrique (a) cas ou la partiestglus (b) ou moins polarisable que le milieu

Pour étudier I'influence des champs électromaguoéscsur les cellules, il est nécessaire
de construire un modeéle électrique. Eff approche, la cellule peut étre assimilée & uruitirc
électrigue composé d’'une capacitg.freprésentant la membrane (modélisation du phénemen
de polarisation apparaissant a l'interface) reééesérie avec une résistanceréprésentant le
milieu intracellulaire ou plutdt les charges libieternes a la cellule [31, 32]. Le milieu externe

est symbolisé par une résistanggeR parallele avec une capacitg Eigure 1.10).

Figure 1.10 : Modéle de circuit équivalent pour une cellule espension [33]

La cellule est une structure hétérogene composgeaytoplasme (milieu interne naitg
de rayonR, entouré d’'une membrane (notéeen) d’épaisseurd immergée dans un milieu

externe (notén) (Figure 1.11).

Cytoplasm

mem, mem
Membrane

Medium

Figure 1.11 : Modéle monocouche d’une cellule de forme suppogbérgue
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La permittivité complexe d’une particule s’exprinpar : 5; =&, — jo/w avec
& = (36]1.10g )_1F.m‘1 la permittivité du vide&, la permittivité relative (sans unité) et la

conductivité électriquef:; peut aussi étre exprimée en fonction des progriétéctriques et

géométriques des différentes couches qui compdagrdrticule, d’aprés un modéle analytique
élaboré en 1978 par Irimajeet al [34]i.e. pour la Figure .11 :

3 * *
( R+d j + Z(gl_‘gmemj
. R £ +2€ ,
€p = Emem 3 I . = Equation 1.1
[ R + d j _( ‘gl B gmem j
R ‘gl + ngem

Des compartiments supplémentaires (représentantol@u cellulaire par exemple)

peuvent étre ajoutés ce qui tend a rendre le mqdésecomplexe. Le paragraphe 111.2.2. de ce
chapitre sera consacré aux différents modeles gigsiet analytiques des cellules.

La permittivité et la conductivité électriques degent de la fréequence du signal
électrigue d’excitation. Un exemple représentatif abmportement fréquentiel des propriétés
électrigues de cellules est tracé pour le cas delee humaines de type Jurkat (parameétres
électriques référencés dans le Tableau 1.2) &edum et d =5nm.

En partant des eéquations de Maxwell-Gauss et MadAwepére, la permittivité
complexe équivalente de la cellule s’exprime encfiom des permittivités complexes du
cytoplasme et de la membrane par :

* + - 0- Z
. :M A Equation 1.2
9 2d 2R @ £
* + * O
£ &

mem i
En analysant I'expression déduite d’'un modéleydimple 1D que nous avons développé
(Annexe 1), nous retrouvons les valeurs extrémeas @ permittivité complexe de la cellule

obtenue avec le modele analytique développé pagjiii (Tableau 1.1) :

] R R
« en basse fréquences;,, U—¢& et o, Daamem

eq,r d memr

« en haute fréquences,

eqr Dé’i’r et Oy =0,

Fréquences Epr o, (en S.nt)
10 kHz 5,905.19 0,003
80 MHz 45,951 0,394

Tableau 1.1 : Valeurs numériques obtenues pour les fréquencesneas
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A basse fréquence, les propriétés électriqgues deetabrane prédominent : globalement,

elle se comporte comme un isolant étant donné naumdivité équivalente3mSm™) qui est

bY

celle de la membrane & un rapport 10és. A plus haute fréquence, elle est shuntée; |
cytoplasme prend le relais en tant que conducteanr ;effet, la partie imaginaire de sa
permittivité complexe est deux fois plus importamjee la partie réelle. Les parametres
électriques et géométriques des deux compartimexuquent les valeurs limites obtenues en

basse et haute fréquence pour la cellule prise skatstalité (Figure 1.12).
6000

0.4

5000

0.3
4000

3000 0.2

o]

2000

permittivité de la cellule

0.1
1000

conductivité de la cellule (S/m)

0

fréquence (Hz) fréquence (Hz)

Figure 1.12 : La permittivité complexe est fonction de la frégoen comportement pour une cellule sphérique a 2
couches. Représentation de (a) la permittivitététpe (b) la conductivité électrique [35]

En s’intéressant a une organisation d’ordre supgérid apparait que les tissus
musculaires ont des permittivités relatives all@at100 pour une fréquence de 0,1 GHz & 10
pour 10 kHz [36, 37]. Comme pour les tissus, I'dtendes plages de valeurs trouvées pour les
cellules, dans leur ensemble, se justifie dondearstructure électrique et physique hétérogene.

L’'eau possede une permittivité relative de l'ordie 80 [38] et une conductivité
électrique (cas de I'eau ultra pure) de 4,2 |i'S[&9]. Différents types de cellules étudiées par
électrorotation sont énumeérés par Dakoml. [40] ; pour la plupart des cellules mammiferes, le

parametres des différents compartiments varierg tenplages suivantes [41]:

gmemr

- pour la membranel2 < < 4uF.cni® et g, négligeable

- pour le cytoplasme50< ¢, <150 et 01< g, < 135.m"

- 2<d<8nm

Le Tableau 1.2 présente les propriétés pour depestyle cellules humaines :

&, | g Eensml) | Enemr | Omem(€N S.0T)
Globule rouge| 59 0,31 4,44 <90
Jurkat 45 0,4 6 3.10

Tableau 1.2 : Caractéristiques de cellules Jurkat (issues dethgmnme) [42] et de cellules sanguines [43]
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La mesure des parametres électriques permet, buiérét scientifique de créer un
modéle mathématique de la matiére vivante, de rdifféder des cellules (par exemple, par
identification des permittivités et conductivitéBarmi les applications phares, on peut citer le
dépistage précoce du cancer du sein [44] : un uéd@ectrodes mesurant I'activité électrique
des cellules mammaires se révele étre beaucous@hssble que les techniques traditionnelles.
Il a aussi été montré que le phénomeéene d’apoptasidissement programmé des cellules) peut-
étre identifié par une modification de la répongecsrale de cellules [45]. En ce qui concerne
les globules rouges, des études montrent gu’ilsosgposent d’enveloppes isolantes enfermant
un électrolyte conducteur [36]. A titre d'illustia, une étude portant sur la détection du
paludisme est réesumée Figure 1.13.

Figure 1.13 : Différences biophysiques et diélectriques entrecgdisles atteintes ou non de paludigd#@]

[l. TECHNIQUES DE CARACTERISATION PHYSIQUE DES CELLULES

L’'approche classique en biologie cellulaire comsittravailler sur un grand nombre de
cellules et a accéder aux parametres pertinentstat g’'une mesure globale, moyennée sur la
population cellulaire étudiée. Parfois, cette d@marqui ne traduit pas la diversité cellulaire
peut se révéler insuffisante. Il devient alors séage d'effectuer des mesures sur cellules
uniques, qui refletent mieux la variabilité et lavadsité intrinseques au vivant. Séparer des
populations distinctes de cellules sur la baseatactéristiques différentes ou encore détecter
des cellules rares est parfois nécessaire comme lpodétection précoce ou la récidive de
certaines maladies. Les méthodes d’analyse dos/adapter aux échelles de la cellule et aux
exigences (objets vivants, fragilité par exemple)peuvent étre effectués sur la base des
propriétés présentées précédemment.
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La manipulation — sélection, déplacement, piégeagex I'échelle cellulaire ou
moléculaire a de nombreux domaines d’applicatiten biologie (tri cellulaire) ; le médical
(diagnostic de maladies, test de médicaments),éleegdes procédés (microréacteurs) et la
chimie analytique (laboratoire sur puces). Les daesacités sont des exemples dont la valeur
ajoutée économique est trés importante mais nepsasnéxhaustifs. La manipulation sans contact
— qui permet de travailler en environnement clostétile — repose sur l'utilisation de forces
agissant a distance impliquant des champs éleetrigumagnétique, des faisceaux laser voire
des ondes acoustiques. Ces manipulations ont pdwl’immobiliser, étudier, transporter, trier
des particules et sont souvent associées a dessystemes fluidiques. Une bonne synthése sur
la manipulation et la séparation de cellules paett€ouvée dans les articles [46, 47].

Dans cette partie, les principes physiques et |éthodes de mesure des propriétés

physiques de cellules seront explicités et illisspar des exemples.
1. Mesure des propriétés magnétiques

1.1. Magnétophorese
Le terme de « magnétophorese » est utilisé pourirdéle déplacement induit par
I'interaction entre des particules magnétiquesrechiamp magnétiqgue non-uniforme [48]. Ce
phénomeéne utilise les propriétés magnétiques swgnes des cellules et des applications de
migration cellulaire basée sur ce principe ontevjolir[49, 50].
La force s'exercant sur une particule de suscdipdibnagnétiquey,, de volumeV,
immergée dans un milieu de susceptibijiteet soumise a un champ d’'induction magnétique B

s’exprime comme suit :

F= E,; - F—n; IZATXOVp 0B’ Equation 1.3
avec -, =4m0"H.m " la perméabilité magnétique du vide,

- Ay =x,- X, :lorsqueldy >0, la particule est dirigée dans le sens du gradiers les
maxima de I'induction magnétique (Figure 1.14 castdorsquelAy < 0Qla particule est dirigée
vers les minima (Figure l.1das b).Ax indique la direction de la forcege. une particule peut
étre repoussée ou attirée par le champ magnéti@prame vu précédemment, pour la plupart
des cellules biologiques, on gy < 0 (Figure 1.7),

- 0B?: la force est indépendante du signe du champ ntiggeé Elle exploite le gradient

de champ; l'intérét a des échelles microscopigess qu’ils peuvent étre intenses tout en

utilisant de faibles champs magnétiques.
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Figure 1.14 : a) Attraction d’'une particule magnétique susperghures un milieu diamagnétique b) Répulsion d'une
particule diamagnétique suspendue dans un milieangegnétique [51]

On peut également recourir au greffage de nanepéat magnétiques sur la surface des

cellules pour augmentey,, et ainsi augmenter artificiellement la force gapplique sur des

cellules a manipuler [52].
Le principe de magnéetophorese — exploitant les r@t@s diamagnétiques — peut-étre
illustré par différentes expériences de lévitation
+ lalévitation d’une grenouille (Figure 1.15) qui ntee la possibilité de Iéviter un matériau
faiblement susceptibles (comme le vivant et I'ede)taille macroscopique. L’'obtention d’'une

force magnétique suffisante requiert ici I'utilist de champs magnétiques tres importants,

Figure 1.15 : Grenouille en lévitation au-dessus d’une bobinepgaduit un champ magnétique de 16T [53]

« les travaux de recherche de I'équipe « pusystenteslaboratoire G2elab a Grenoble qui
portent sur la micro-lévitation diamagnétique (Fegi16). Les lois de réduction d’échelles sont

alors favorables en permettant I'exploitation desfgradients de champs magnétiques,

Figure 1.16 : Micro positionnement en 2D et sans contact deddke latex (a) avec des puces comportant des
matrices de micro aimants parallélépipédiques €s)alices comportant des trous a travers un cowc®@t [54]
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+ le piégeage de levures par magnétophorése négafiakisé au laboratoire en
collaboration avec le G2elab (Figure 1.17 (a) efFilgure 1.17 (b) montre que les minima

d’énergie sont situés au centre des puits entrerbraimants.

Figure 1.17 : Micro positionnement sans contact de levures (djiceade micro aimants parallélépipédiques de
CoPt (25 um de coté et 10um de gap) (b) cartogeagds isovaleurs de I'énergie magnétique [55]

1.2. Balances magnétiques et autres systemesrésista
> Mesure de la susceptibilité magnétique du miljeu

Elle se fait a partir d’'une balance magnétique bamé& les forces d’attraction ou de
répulsion ou encore d’'un magnétometre a SQUEDperconducting Quantum Interference
Device)baseé sur l'utilisation d’aimants supraconducteurs.

Le principe de la balance magnétique repose smekure d’'une force. Une extrémité du
tube contenant I'échantillon est soumise a I'actiam champ d’induction B uniforme, l'autre se
trouvant dans un champ B’ négligeable par rapporpeemier (Figure 1.18). L'échantillon,

suspendu a une balance, subit une force donnée par
1 2 . .
F =EXVA H Equation 1.4

avec -y, : susceptibilité volumique de I'échantillon

- A : aire de la section de I’échantillon

- H: lintensité du champ magnétique

Figure 1.18 : Principe de la balance de Gouy : le tube T, comieléchantillon, est suspendu a 'un plateau P
d’une balance de précision [56]
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Dans le cas de la balance de Gouy, la force messtémlle exercée par les aimants dont
la position est maintenue constante sur I'échantidui est suspendu; celle d’Evans (Figure 1.19)
mesure la force opposée : celle que I'échantillontdia position est maintenue constante exerce

sur les aimants qui sont ici suspendus.

Photo Transistors

Flag indicating
Bear Position

Figure 1.19 : Balance d’Evans : mesure de susceptibilité magnétglumique [57]

A travers la mesure de la force nécessaire pousetvar I'équilibre du systéme, la
balance déduit la valeur de susceptibilité moyadebechantillon introduit.

Le magnétomeétre a SQUID est un dispositif fondéawsupraconductivité, propriété que
certains matériaux possédent de conduire le cogtantrique sans résistance en dessous d’une
certaine température critique. Le magnétometre ceshposé d'un cryostat pour refroidir
I’échantillon, d’une bobine de détection pour captde flux magnétique de I'échantillon, d’'un
SQUID qui détecte le signal de la bobine et d'ustéaye de spires pour appliquer un champ

magnétique a I'échantillon (Figure 1.20).

Figure 1.20 : Principe d’un magnétométre a SQUID [56]
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Ce dispositif ne détecte pas directement une vamiatu champ magnétique générée par
le déplacement vertical de I'échantillon mais plu&courant induit dans une série de spires de
détection traversées par I'’échantillon. Le flux métggue ainsi généré est transmis au détecteur
auquel cette bobine est couplée de facon inductimeseconde bobine fait partie d’'un circuit
oscillant alimenté a sa fréquence de résonance. m@tion d'inductance conduit au
changement de la mutuelle et aux bornes de ceitcil@uension — proportionnelle a la variation
du flux dans le bobinage de mesure et donc a laiiatin de I'échantillon — est mesurée. Le
principe est donc de transformer en signal élastrida variation de flux induite par le
déplacement de I'échantillon le long de I'axe d'umgbine. Par ailleurs, il est nécessaire de
I'isoler des variations des champs extérieurs, llpsgroviennent du champ produit par I'aimant

supraconducteur ou du champ ambiant.
> Mesure de la susceptibilité magnetique des paetspy|
Elle peut se faire a partir de la mesure de Isssdale translation des particules soumises
a la force magnétique. Hafedt al ont développé une techniqgue de mesure de susitiepti
basée sur I'utilisation du dispositif décrit Figur21l combinant microfluidique et exploitation de
la force magnétique. Pour une particule migransdanfluide, la force de trainée visqueuse qui

s’oppose a leur déplacement est :
Fotokes = 37V, D 77 Equation 1.5
avec - v, la vitesse de la particule

- D, le diametre de la particule

- n laviscosité du milieu
De la force magnétique exercée sur la particukeda force de Stokes, il est possible de

déduire I'expression de la vitesse de déplacenefd darticule, donjy, est déduite:

_ ayp? OB i
Vo = Yo 7 Equation 1.6

187 24,

Le dispositif proposé par Hafeli repose sur I'stilion d’'un aimant produisant un
gradient de champ magnétique constant dans lauladye canal et unidimensionnel [58]. La
vitesse de déplacement, constante, des particidas tb liquide sous l'effet de la force
magnétique est acquise par traitement d’'imagesnaiise. Ce systeme a été validé sur des
particules magnétiques (de 0,5 a 3,5 um) dans diezinaqueux de viscosité différente (ajustée
par ajout de sucrose) en comparant les informatogsises avec celles obtenues en utilisant des

particules calibrées.
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Figure 1.21 : Schéma du dispositif de mesure magnétique sur deesphéres

Les équipes des chercheurs Chalmers et Moore @ndumpoint un dispositif magnétique
basé sur I'emploi d’'une paire d’aimants en Néodyree Bore [59]. Il génere également un
gradient de champ constant dans une zone ou laaddpent de cellules est observé (Figure
1.22). Il permet aussi la séparation magnétiqudraationnant un flux de cellules sanguines
marquées ou non magnéetiquement (marquage immun@é@tigqge) en plusieurs flux de sortie.

Des patrticules en polystyrene fonctionnaliséesueiase par une couche de;Bg sont étudiées.
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Figure 1.22 : Dispositif générant un champ magnétique constadragetion axiale a travers le canal fluidique et
I'aimant (b) tracé des lignes de symétrie de lssdéml’énergie magnétique [60]

A ce jour, a notre connaissance, cette technigagas été appliquée a des cellules non
marquées magnétiquement, en raison de I'obtenediordes magnétiques insuffisantes avec les
aimants utilisés. Cependant, il serait intéresdattdier la possibilité de reprendre le principe
en utilisant des micro-aimants permettant d’obtdeiforts gradients de champ magnétique, afin

d’augmenter l'intensité des forces produites.
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2. Mesure des propriétés mécaniques

2.1. Exploitation de la force optique
L'utilisation des techniques de manipulation opsiqpermet, par résolution de problemes
inverses de type identification paramétrique, deaatériser la cellule. La®f démonstration
expérimentale du piégeage optique remonte a 19é8taittribuée a Ashkin [61] qui a montré
I'attirance de particules réfringentes vers lesagg d’intensité maximale quand elles étaient
illuminées par un faisceau laser focalise. De eetiparticules diélectriques de taille
micrométrique sont ainsi pieégées prés du pointlfd'cen faisceau laser étroitement focalisé.

La lumiere est constituée de photons d’énergie et d’'une quantité de mouvement

p=hv/c avech= 662610 Js h la constante de Plancka fréquence et c la célérité des

photons. Ainsi, quand un photon est réfléchi adiiface entre un milieu et une particule, il subit
une variation de quantité de mouvement qui engendeeforce sur la surface réflechissante
F =dp/dt =nl/c avec n l'indice de réfraction du milieu dans Iddeephoton se propage et |

I'intensité du rayon lumineux.
Dans le cas de particules diélectriques, les foeggdiquées sur la sphere peuvent se
diviser en deux parties [62] :

« un terme «radiatif» [Flié a la réfraction — les photons sont déviés @partis
symétriguement par rapport au centre de la pagtifeigure 1.23 cas a) et I'absorption des
photons (Figure 1.23 cas b) d’un faisceau luminesk uniformément répartie. La force
résultante est orientée selon la direction de gaiyan de la lumiére,

- un terme «gradient »4Hié a linteraction d’'un objet avec un faisceaumlneux non
uniforme. Si une particule est peu réfléchissahitgufe 1.23 cas c), elle est dirigée vers le
maximum d’intensité lumineuse ; si elle est trd&ohissante, elle peut étre expulsée vers
les zones d’intensité minimale (Figure 1.23 cas ld@¢xpression de la force optique de
« gradient » a les mémes effets que la force dedatfiéphorése qui sera développée plus

loin:

I:grad = Zlﬂg‘gmoptKoptle2 Equation 1.7

2 2
n, —n,

avece, ., =Nn’e, etK =

mopt

2 2
n, +2n;
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Figure 1.23 : lllustration de la composante « radiative » (a galiet « gradient » (a droite) de la force optiffitd

Sous l'action de la force optique, une particulélatitrique exposée a un faisceau laser
focalisé est attirée vers I'axe du laser et pragrildans la direction de propagation. Les pinces
optiques permettent de positionner les objets pv@asion dans I'espace : la force appliquée est
mesurée en évaluant le décalage de leur positiomapport au centre du piége optique. Les
pinces optiques sont capables de manipuler degydag de taille micrométrique et de leur
appliguer des forces contrblées ; en pratiqueplaéssances laser utilisées sont comprises entre
10 mW et 1W, correspondant a une force de 0,5-BDAipplan focal. A titre de comparaison, le
poids d'une cellule (diamétre : 1 um) est envirgalé& 50 pN [63, 64].

Dans l'air, les particules sont accélérées tandes @pns un liquide, leur mouvement est

amorti par la force de trainée visqueuse. Quelgremples sont présentés Figure 1.24.

A

N —
B
‘==
C . .
o +

Figure 1.24 : Manipulation de particules d’'indice de réfractidngpgrand que celui du milieu (A) un rayon attire
les particules sur I'axe via la force de gradidries propulse le long de sa direction de propagatia la force de
radiation (B) deux rayons avec des foyers |égéreaéralés compensent leurs forces de radiationggeséquent,
les particules sont confinées sur I'axe optiqueechats deux plans focaux (C) un rayon fortementeatré forme la
base d’'un piége; les particules sont donc confipéeses forces de gradient [65]

La manipulation optique dépend donc de plusieurarpeatres :

- la difféerence d’indice entre I'objet et le miliemveronnant qui augmente le processus de
réfraction (une cellule vivante : ~1,35 et le milighysiologique : 1,3 ; différence faible),

« Vlintensité du laser: le faisceau Ilumineux doitavierser la particule sans
'endommager c’est-a-dire que I'élévation localet@lmpérature doit étre maitrisée,

+ la focalisation du laser [66].
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Les pinces optiques ont été utilisées pour impaesr forces a I'échelle de cellules
entieres. Afin de mieux comprendre le transportfibesblastes et leurs interactions dans le tissu
conjonctif, des expériences ont été realisées :fidesblastes manipulés individuellement par
pinces optiques sont autorisés a former de brefsacts avec une surface de verre recouverte de
fibronectine dans le but d’étudier les propriéthggico-chimique de cette liaison [67]. D’autres
études sur des globules rouges ou des cellulegérglont permis de caractériser les propriétés
viscoélastiques associées a la déformation cekulaxtension engendrée entre 2 fibres optiques
se faisant face [68, 69]. La mesure du déplacemantétirement d’'une cellule par pinces
optiques permet de caractériser son élasticitééd3aar une simulation par éléments finis de la
déformation d’'une cellule adhérente, des fonctamsorrection (prenant par exemple en compte
I'influence de I'angle d’imprégnation) permetterd temonter au module d’Young intrinseque a
partir du module d’élasticité apparent détermingéexnentalement [70]. Des bactéries
individuelles peuvent étre maintenues dans un pigpgigue pour étudier leur adaptation durant
des changements en concentration du nutriment kieundie culture [71].

2.2. Autres techniques

Les pinces optiques, tres utilisées pour la carnget&on mécanique d'une cellule, ne sont
pas la seule voie ; il existe d'autres techniquesroe les méthodes magnétiques, les
micropipettes ou encore l'utilisation de microplagu(les méthodes citées ici sont les plus
couramment utilisées et ne sont donc pas exhasktive

Les pinces magnétiques ont été utilisées pourdaigre fois par Crick et Hughes en
1950 [72]. La technique consistait a faire détrpar phagocytose) des objets : des cellules (ici
des fibroblastes) contenant des billes magnéticaoed cultivées dans le but d’étudier les
déformations membranaires grace a des micromatipusades billes. Depuis longtemps, les
biologistes savent traiter les surfaces des bdlesc des protéines ou des anticorps multiples.
Une fois les billes magnétiques attachées a laleetl'intérét, il est possible d’appliquer une
force et de la moduler en réglant la distance dag@imants. La force est constante (de I'ordre
de 20 pN) : le gradient de champ varie sur une liclde distance du millimeétre (taille de
I'entrefer) ; a I'échelle de la cellule, ce gradiest constant. Il est possible de déterminerreefo
a travers les déplacements horizontaux par la reefsg fluctuations Browniennes de la bille ; le
comportement élastique de la molécule d’ADN essigtudié [73, 74].

La magnétocytométrie par rotation permet d’exewrer contrainte mécanique spécifique
sur le cytosquelette de cellules en culture enntixdes microbilles ferromagnétiques sur leur
membrane (Figure 1.25) [7]. Un champ magnétiqueabée est appliqué dans la direction

verticale, il produit un couple sur la bille mageée dans la direction horizontale par
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I'intermédiaire d’'un moment magnétique initial a°4%abry etal. ont mis en évidence, en
régime dynamique, une relation non linéaire erdgrenbdule d’élasticité apparent et le moment
appliqué a la bille [75]. Laurert al. étudie les propriétés mécaniques des cellulebéaites

alvéolaires dans le syndrome de détresse respeatigué par cette méthode [76].

Figure 1.25 : Schéma descriptif simplifié de I'expérience de n&goytométrie [76]

Pour identifier les parametres rhéologiques dansake de cellules peu déformables
comme les cellules endothéliales, il est utile deactériser I'aspiration des cellules a l'intérieur
d’une micropipette (Figure 1.26) comme le montietl@vaux de Boudoet al

i i
1
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Axe de Syméirie: Interfnce Echontillon-Substrat:
Avenn déplacement normal (e = 01 Glissement soms fottement (a, = 0)

Figure 1.26 : (a) Aspiration de I'échantillon (b) Modele aux élémts finis, I'aspiration est représentée par une
pressiomP appliquée a I'intérieur d’'une région circulaidichitée par le rayon interne de la micropipetté][7

Par ailleurs, il est possible de fixer une cellehtre 2 microplaques (Figure 1.27) et ainsi

de faire des essais d’étirement afin d’en déduardgsuite le module d’Young de la cellule.

o

.

Figure 1.27 : Etirement d’'une cellule par des microplagues deeyéa plaque supérieure est fine et flexible tandi
que la plague inférieure est rigide [78]
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3. Mesure des propriétés électriques

Pour un champ électrique donné, la réponse (pangheela mise en mouvement) d’'une
cellule dépend de ses caractéristiques électrigiuggométriques. Plusieurs méthodes permettent
de mesurer la bio impédance de tissus cellulaitesd® cellules isolées sans requérir de
modification chimique de I'échantillon et permettélonc une investigation des cellules dans un
tampon usuel [79, 80]. Il est possible de mesuesrdropriétés intrinseques des cellules sur

suspension cellulaire ou sur cellules isolées.
3.1. Analyse globale sur suspension cellulaire
3.1.1. Impédancemétrie

L'impédancemétrie est une méthode de mesure didest@ropriétés électriques de corps
biologiques en solution par la caractérisation antitension (en amplitude et en phase) de celui-
ci. Conventionnellement, une faible tension altéweaest utilisée pour le signal d’excitation et
la réponse en courant est mesurée. Les microsystefmisant ce procedé sont usuellement
constitués d’électrodes permettant a une suspegsiaraire de circuler entre celles-ci (Figure
1.28) ; les cellules sont placées en contact awst éectrodes d’excitation et de détection.
L’intérét du canal microfluidique est donc de coidr le déplacement des cellules afin de les

placer a un endroit optimal par rapport aux életeso

Figure 1.28 : Schéma d’un dispositif de spectroscopie électrdjumpédance. L'ouverture permet de faire entrer les
cellules dans le canal rempli de liquide et dealegner au milieu des électrodes [81]

Les réponses en phase et en amplitude des cainsisxcitées sont enregistrées (Figure
1.29) ; la capacitance — proportionnelle a la péiwiié — et la conductance — proportionnelle a la
conductivité — sont mesurées en fonction de laukége d’excitation. La mesure de I'impédance
complexe d’'une suspension de particules peut ddmec Ldilisée pour obtenir les propriétés

électriques moyennes des particules [82-84].
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Figure 1.29 : Spectres d'impédance électrique en amplitude ghase pour différentes populations de cellules [85]

Pour exemple, des chercheurs ont montré l'influatheda fermentation de cellules sur
I'évolution de la permittivité pour une gamme dédguence allant de 100 kHz a 20 MHz [86].
Ces diverses techniques de mesures des proprigésctdques incluant une partie
microfluidique — ont des applications phares conteresure des taux de biomasse (rendement

de la croissance par rapport a un substrat alinpent) la culture des levures mais aussi le suivi
de la fermentation de bactéries, de levures eea(7].

3.1.2. Diélectrophorese

Une méthode basée sur le principe de la diélectr@sle ¢f. Chapitre 1. 111.1.2.) permet
la mesure des propriétés des cellules via leur @ixcollecte sur une électrode selon un
protocole de dilution établi [88, 89]. En effetaileté montré que le nombre de cellules collectées
en fonction de la fréquence du champ électriqui¢ ébaindicateur [90] ; par exemple, le spectre
(Figure 1.30) montre, sur une population, le nomtheecellules collectées atteintes de leucémie
myeéloide traitées (K652AR) ou non (K652).
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Figure 1.30 : Spectre de taux de collecte de cellules K652 e2E5[91]

Des méthodes optiques ont été mises au point afimesurer le taux de collecte des
cellules via I'absorbance ou une technique d’illoation évanescente [92, 93]. En augmentant la
frequence du champ appliqué a des électrodes desfbyperbolique (Figure 1.31), les cellules
sont attirées vers les maxima de champ par diéjgntrese positive (sur les 6 premiéres images)
puis en sont progressivement éloignées sous I'défda diélectrophorése négative.
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Figure 1.31 : (A) Sequences d’'images montrant le comportement dieyag de latex a différentes fréquences (de
1MHz pour la £ photographie a & 2MHz pour la derniere avec urdpak?5 kHz) (B) Tracé du taux de collecte en
fonction de la fréquence, les barres indiquengkiétype mesuré pendant les diisecondes [94]

Suehiroet al ont proposé une technique basée sur le phénonermkélectrophorese
positive (essais a 100 kHz) pour capturer des quées en solution sur un microsystéme a
électrodes interdigitées. En mesurant la variatemporelle de I'impédance électrique, il est
possible d’évaluer quantitativement la concentratiellulaire en milieu aqueux en accord avec

un modele mathématique [95].

Il résulte de la méthode d’impédancemétrie une neeguantitative qui permet donc
I'étude de biofilms, d’agrégat et de populationButgires. Nous nous intéressions a la mesure
sur cellules isolées qui, par ailleurs, permet omesure qualitative des propriétés diélectriques

des cellules.
3.2. Spectroscopie diélectrique sur cellules isolée

Gawad efal. proposent un outil basé sur le principe du comptie particules Coulter
permettant la mesure du spectre d'impédance paucelailes individuelles dans une gamme de
fréquence comprise entre 100 kHz et 15 MHz [33, @68mpédance du réseau d’électrodes
change quand une cellule passe a travers et lmeases bornes est mesurée (Figure 1.32) ; le
flux est utilisé pour guider la cellule dans le alarLa différence entre la tension de référence
(milieu d’immersion seul) et celle due a la présede la cellule dans ce milieu permet d’en
déduire ses propriétés électriques ainsi que szssat de déplacement en vue d'utiliser ce
dispositif pour le tri cellulaire. La réponse dedallule a ce signal dépend de la fréquence
appliguée. Une méthode de traitement de signauxérigaes a été mise au point pour extraire le
bruit des signaux recueillis d’apres les mesuresmdances [97]. Cette méthode a été étendue

a la mesure sur des biomolécules par Satai. [98].
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Figure 1.32 : Particule passant deux électrodes dans un micia easignal d'impédance de la cellule

De nouvelles investigations ont cours dans le doenau térahertz, on peut citer les
travaux de I'lEMN (nstitut d’Electronique de Microélectronique et dianotechnologie[99]
portant sur I'élaboration de différentes micro semdnpédimétriques dédiées a la caractérisation
de cellules biologiques par spectroscope diélagrigans un environnement microfluidique
(Figure 1.33). Les méthodes de spectroscopie témb@ppuient sur la génération d’impulsions
ultracourtes (quelques centaines de femtosecondes)modifications d’impédance électriques
observées dans le domaine des hyperfrequencesseatiwne modification de la structure
macromoléculaire de telle ou telle partie de ldubel survenant par exemple lors de I'interaction
d’'un ligand avec son récepteur, et viennent aiogifiéter d’autres mesures effectuées dans la
gamme du MHz, traduisant une modification globalkes dpropriétés diélectriques de la

membrane.

Figure 1.33 : Prototype de microcapteur combinant une partieafligdique et une partie hyperfréquence [100]

Il est possible d’obtenir une lévitation des paries par diélectrophorese négativé. (
partie 111.1.2) au-dessus d’un réseau d’électrodestaison de la diminution du champ avec la
distance au plan des électrodes [101-103]. Lordqupoids apparent (tenant compte de la
poussée d’Archiméde) et la force de diélectroplmsescompensent, les particules atteignent un
point d’équilibre stable. La hauteur de lévitatidépend du champ électrique, des propriétés
électriques et géométriques de la particule ainsides densités de celle-ci et du milieu ce qui

permet d’envisager un tri sur un flux de particyE34].

-27 -



Vykoukal et al. proposent un systeme dans lequel les particules amenées par
microfluidique et les électrodes disposées toulbag du canal permettent le tri des particules
suivant leur propriété [105]: des particules deppiétés électriques différentes évoluent a
différentes altitudes dans le canal (Figure 1.34e=déplacent a différentes vitesses compte-tenu

du profil de vitesse parabolique de type Poiseuille

\

DEP electrodes
Figure 1.34 : Schéma de principe de la séparation flux-force J106

Lorsqu’une cellule est soumise a la force de digdpbiorese, elle se déplace. Par la
mesure de la vitesse de déplacement, il est pesdibbtenir les propriétés électriques d’une
cellule en balayant une large gamme de fréquerid®g.[Basée sur la mesure de la vitesse de
rotation, I'électrorotation permet aussi la medige propriétés électriqgues d’une cellule et de ses
différents compartiments. L’électrorotation, commnent aux techniques présentées ci-dessus,
n'implique pas de gérer une partie microfluidigans la partie suivante, nous verrons que la
manipulation de cellules par électrorotation (séition de générateurs délivrant des signaux en
quadrature dans une grande gamme de fréquencegpament exploitable qualitativement et

gquantitativement.

[ll. ELECTROROTATION

Les manipulations basées sur l'utilisation d’'unropaélectrique sont particulierement
adaptées a la miniaturisation car celle-ci permegnération de forts champs électriques avec de
faibles tensions. L’électrorotation — utilisée pdarcaractérisation de cellules — se fonde sur le
principe de polarisation des cellules biologiquesssl’effet d’'un champ électrique. Par ailleurs,
la caractérisation diélectrique se fait a partit’eetraction des parametres du spectre et implique
I'utilisation d’'un modeéle analytique choisi. Desesxples non exhaustifs d’applications qui ont

cours avec ce principe seront aussi présentés.
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1. Principe

Pour comprendre l'intérét d’appliquer des forcexg&lques a une échelle micrométrique,
il convient de regarder I'évolution des forces avactaille. Si on considére une longueur
caractéristique L de I'objet considéré, il est jlulesd’exprimer les différentes forces comme des

lois de puissance de cette grandeur (Tableau 1.3) :

Grandeur physique Loi d’échelle
Force de Van der Waals inter-moleculaire L
Force capillaire Lt
Vitesse d’écoulement Lt
Puissance thermique transférée par conduction L
Force électrostatique L?
Temps de diffusion L?
Force de gravité L®
Force magnétique entre aimants L?
Force magnétique entre courant & densité de cocmastante t

Tableau 1.3 : Lois d'échelles pour différentes grandeurs physsdde8]

Il apparait que les forces électrostatiques, iratgidles en conversion électromécanique
a I'échelle macroscopique, sont largement utilisdsss les microsystémes. En effet, alors que
les forces électromagnétiques dominantes dansplelcations macroscopiques peuvent étre
vues comme une interaction entre un champ magmeegwn courant volumique, les forces
électrostatiques résultent d’'une interaction edé® charges surfaciques et un champ électrique.
La réduction d’échelles permet en outre d’obtees dhamps électriques éleves (plusieurs kV.m
1) avec des tensions d’alimentation de quelques saltilement, ce qui accroit la prépondérance
et l'intérét de ces forces ; en effet, pdurlcm ou L =100um, on peut réduire la tension par
1000 et obtenir la méme force diélectrophorétidiio].

1.1. Notion de polarisation

Une cellule est une particule électriqguement neateés polarisable. Sous I'effet d’'un
champ électrique non uniforme, une réorganisatiderne des charges la polarise et lui confere
les propriétés d’'un dipdle. Il a été mis en évigedes phénomenes appelés dispersions [87, 110]
qui correspondent a la dépendance fréquentiella germittivité complexe :

. jusqu'a 10 Hz (dispersiom) : la structure de la membrane cellulaire jouerdie de
condensateur et les charges de surface induisentadieurs importantes de permittivités
et conductivités,

. jusqu'a 18 Hz (dispersionB) : la polarisation interfaciale des membranes iindne
diminution de la capacité membranaire ce qui sguitgpar la circulation d'un courant

dans le milieu intracellulaire. La conductivité augnte et devient représentative du
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milieu extra et intracellulaire tandis que la pédtivité apparente diminue fortement

(Figure 1.12). Ce comportement s'explique prin@pant par I'effet Maxwell-Wagner,

. aprés 1B Hz (dispersions ety) : elles sont essentiellement dues & la polasisadies
molécules dipolaires. La membrane est alors cargtitée d'un point de vue électrique

et le milieu se comporte comme un électrolyte [111]

Le mécanisme de polarisation interfaciale confele Gellule les propriétés d’'un dipdle :
les ions internes a la cellule se déplacent vétedtrode de polarité opposée et sont stoppés par
la membrane plasmique qui présente une résistéliéétrique tres supérieure a celle du
cytoplasme [112]. Le méme processus se produit imean du milieu, ce qui conduit a
I'accumulation de charges au niveau de l'interfeekule/milieu.

Dans le cas d’'un champ uniforme, les forces de @vhlqui s’exercent sur les charges
opposées du dipble se compensent : la polarisaggroduit donc aucune force électrique nette
capable de déplacer la cellule. Dans le cas coejris forces ne se compensent pas ce qui
engendre un déplacement de la particule polarlseon uniformité du champ électrique est
donc une condition nécessaire a la manipulatiooellelles. Deux types de méthodes peuvent
induire une polarisation et permettre le déplacderdeme cellule :

« l'application d'un champ non uniforme en amplitudessociée au terme de
diélectrophorese conventionnelle,

+ l'application d'un champ non uniforme en phaseq&lun champ tournant induisant le
phénomene d’électrorotation ou glissant induisamgHénoméne de diélectrophorese dite

a ondes progressives [113].

1.2. Diélectrophorése

La diélectrophorése utilise les propriétés de pedhilité des particules et consiste a leur
appliguer un champ électrique non uniforme en aomdi pour les déplacer. Depuis la preuve de
faisabilité de son utilisation sur des objets dblés tailles a la fin des années 1970 par Ponhl
[88], elle est devenue un principe de plus en plilssé dans les applications microfluidiques
pour déplacer, trier, différencier et obtenir de&®imations sur les particules ciblées, notamment
les cellules biologiques. Placée dans un champtriélee, la cellule présente un moment
dipolairem ; la force résultante a donc pour expression :

F= (ﬁli)é Equation 1.8
La plupart des cellules sont assimilables a destslgphériques diélectriques présentant

des pertes. L'expression du moment dipolaire — lo@pe a partir de [114] — conduit a :

m = 47z, K(w)r°E Equation 1.9
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d’ou I'expression du facteur de Clausius-Mossotti :

£ —c ]

K(a))— P__T Equation 1.10
£, +2¢,

avec -¢,, £,, 0, et g, permittivites et conductivites du milieu d’imnsesn et de la

. * - 0- * . . e . .
particule \.B.: &, =&, — | —avece, = &£,&,, avece, . la permittivité dite relative)
w : :

- @ et E: respectivement pulsation et intensité affiecdu champ électrique appliqué
- rlerayon de la cellule
Un gradient de champ électrique génére donc urme f&ur une particule et dans le cas ou

la  non uniformité se restreint a une variation d#tmde, on obtient

F=2m,.r® Re[K(a))]ﬁ(Ez) Equation 1.11
: oyl e | » o
Il est a noter que{D(E )] :W Il est donc possible de générer une force a partir
d’une tension faible pour une petite distance. Eet.ebn voit bien que l'intérét du microsysteme
réside dans sa faible distance inter-électrodes fatteur d’échelle est ici favorable aux
dimensions micrométriques.

Dans le cas otRe[K(a))]>O, les cellules sont amenées vers les maxima de ham

(diélectrophoréese positive) ; la particule est dphes polarisable que son milieu de suspension.
Dans le cas opposé (diélectrophorese négativekdidsles sont amenées vers les minima de
champ (Figure 1.35). Pour une particule et un mil®nnés, le passage d’'un régime a l'autre

dépend, uniguement de la fréquence du champ éjeetappliqué.

E, E, E,

- + + -

m m
Figure 1.35 : De gauche a droite : la particule est moins, plusitant polarisable que le milieu environnant

De nombreuses structures d’électrodes peuventudiliseées pour générer un champ
électriqgue non uniforme, comme les électrodes negctiaires interdigitées (Figure 1.36). Une
comparaison de différentes structures d’électrpades la diélectrophorese a été proposée par M.
Frénéa-Robirt al.: différentes possibilités sont offertes par I'otdtion aisée de ce procédé.
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Figure 1.36 : Electrodes rectangulaires interdigitées : en s, particules soumises a la diélectrophoréseinégat
en rouge, des particules soumises a la diélectrepbgositive [115]

La diélectrophorése concerne autant la matiereadécellules biologiques) que chargée
(particules fonctionnalisées). Des micro-dispositiht montre la faisabilité d’utiliser ce principe
pour la séparation cellulaire, la fusion cellulaioet le tri cellulaire. Des microsystéemes
permettant de générer des forces intenses ontigtéunpoint [41, 116]; le pilotage en temps réel
est tout a fait réalisable. Ces microsystemes somipatibles avec des solutions biologiques et
sont parfaitement intégrables dans un microcirdaitgiélectrophorése devient incontournable
dans le monde des bio-microsystemes.

1.3. Electrorotation

L’électrorotation consiste a induire un mouvemenatif (Figure 1.37) sur une particule
exposée a un champ d’amplitude constante qui tdmaore uniforme en phase). Le principe a été
Mis en ceuvre pour 12°% fois par Arnold et Zimmermann en 1988 [117]. list @dopté un
systeme d’électrodes dans lequel les tensions cqages a deux électrodes adjacentes sont

déphasées de 90 degrés.

Figure 1.37 : & gauche : un champ tournant est engendré entrediactrodes par application d’'une tension
sinusoidale avec un déphasage de 90° ; & draiten Bangle de phase entre la polarisation indeftee champ
électrique, le couple agit sur la particule quivset en mouvement dans le sens identique ou ineersbamp

Le temps de relaxation di au phénomene de pdiarisast trop long pour permettre un
synchronisme entre le dip6le induit au niveau dealdicule et le champ tournant. Le déphasage
résultant se traduit par I'existence d’'un couplé gjexerce sur la particule, 'amenant a tourner
sur elle-méme. L’angle formé entre le dipble indatite champ impose le sens de rotation de la

cellule.

-32 -



Une cellule supposée sphérique subit donc un cqupi :
r= —4rE, 1 Im[K(w)]EgE Equation 1.12

avec -« et E : frequence angulaire et amplitude du chaegirgque appliqué

—

-k : vecteur orthogonal au plan contenant le chammamnt,
- pour les autres termes, se référer a I'équation 1.9
Quandim[K (w)] > 0 (I'angle du moment dipolaire induit par rapportvacteur du champ
est compris entre 0 et 180°), les cellules tourdlamis le sens opposé a celui du champ. Dans le
cas contraire I(n[K(a))]<0), les cellules tournent dans le méme sens quehdenp. Pour

exemple, une étude sur des cellules mammaires @dimuet de souris a montré la présence de

ces deux comportements dans la gamme étudiéeHia,a k2 MHz) [118].
2. Signature diélectrophorétique

La cellule présente un comportement diélectropiwpré fonction de la fréquence. Ainsi,
nous verrons l'intérét de I'étude du spectre massades modeéles cellulaires utilisés lors de la
détermination des paramétres électriques des eliffeicompartiments d’une cellule.

2.1. Notion de spectre

Le spectre diélectrophorétique d'une cellule (Feguir38) permet de prévoir le

comportement de celle-ci en présence d'un chamgrigee inhomogene dans un milieu de

propriétés électriques données de permittivité et de conductivitéo,, . Il représente

I'évolution des parties réelle et imaginaire dutéac de Clausius-Mossotk (w) en fonction de
la frequence dont l'intensité et le sens de ladayai s’exerce sur la cellule dépend.

L’allure du spectre refléte différents aspectsadsttucture et de la composition cellulaire.
Le facteur de Clausius-Mossotti dépend de la péwité complexe de la cellule qui dépend a

son tour, comme vu précédemment, des propriétéadféigues et électriques de la cellule.

Figure 1.38 : Evolution typique des parties réelle et imaginduefacteur de Clausius-Mossotti en fonction de la
fréquence pour une cellule vivante dans un milgueaix peu conducteur.
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Le facteur de Clausius-Mossotti dépendaiequi varie en fonction du type de cellules.
Ainsi, il existe bien une signature diélectrophiopée : chaque type de cellule est caractérisé par
un spectre diélectrophorétique qui lui est projeefréquence caractéristique, pour laquelle la
partie réelle deK(a)) s’annule, dépend donc aussi des propriétés dellldec Ainsi, elle peut
par exemple constituer un moyen qualitatif de suli@volution d’une infection de la cellule par
un virus a travers sa mesure a intervalles de tegmdiers. Dans des milieux peu conducteurs,
elle peut renseigner sur les caractéristiques mamaimes d’'une cellule [119]. En effet, il est

possible de faire les approximations suivantes :

« pour des fréquences inférieures a quelques I\in» E
w

¢ ai >> Umem

- R>d

Compte tenu de ces approximations, on déduit :

s = o,d
mem \/EIT(R—d)fC

2.2. Modeéles de cellules

Equation 1.13

Il est possible de relier le spectre d'une cellalex valeurs de permittivité et de
conductivité électrique de ses compartiments aeteale facteur de Clausius-Mossotti. Cette
identification repose sur un modéle analytique ddule sphérique a compartiments supposés
homogenes et concentriques. Les différentes couphiggeuvent étre prises en compte dans le
modele sont — pour les cas les plus usuels — labraeTe, le cytoplasme, le noyau mais aussi la

double couche électrique se formant a I'interfatteecla particule et le liquide [120].

Lorsqu’un objet immergé dans un liquide présente paroi chargée, les charges mobiles
de la solution se réorganisent pour donner naissanane double couche électrique (Figure
1.39). Elle résulte de I'équilibre entre les forakEsnature électrique et celles de nature thermique.
Il s’agit d’'un modéle décrivant la variation du entiel électriqgue aux abords d’'une surface. Les
composes biologiques possedent des groupementgalesnde surface perdant ou acquérant un
ion des qu’ils sont mis en solution a pH donné.sCle cas, par exemple, des groupements
carboxyles COOH susceptibles de perdre I'ion hyéneg laissant exposer des terminaisons
COQO chargées négativement. De méme, la membraneaislygleut présenter des terminaisons

chimiques chargées [121] dont les effets sont géghles a une échelle macroscopique mais ne
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le sont plus a une échelle microscopique, en rad®mna formation de la double couche a
I'interface cellule/liquide.

Particle surface
Stern plane
Surface of shear

|
p ® e
L
| ®
| e x

o'®

e o &
1
T— ziiﬁsi:}ger 5w Distance
Figure 1.39 : Modéle et distribution de charges a proximité dpdeoi d’'un diélectrique immergé dans un milieu
conducteur

e Sphére homogéne

Ce modele s’applique en particulier aux billes &@Xx non fonctionnalisées, particules

couramment utilisées pour des expériences prélirmade caractérisation du systeme de

manipulation. La bille est ainsi modélisée par wm@ple sphere de conductivite et de

permittivités . Le facteur de Clausius-Mossotti est presque tosjmégatif ce qui est du a la

relaxation de Maxwell-Wagner ou la polarisation e&tminée par la permittivité sur la

conductivité. L’allure du spectre est exposée aifjure 1.40 cas A.

e Sphére monocouche

La cellule modélisée par un modéle monocoucheeesas le plus couramment utilisé et
fait référence a la structure Figure 1.11. La péiwiié complexe équivalente de la cellule
(modélisée par le cytoplasme entouré de sa menmbpng étre exprimée sous la forme de
I'équation 11 [34]. Elle permet d’identifier les paramétresluehcant de maniere significative
son comportement diélectrophorétique dans une gatenfidquence donnée. L'allure du spectre
apparait sur la Figure 1.40 cas B et corresporadragonse diélectrique de globules rouges.

e Sphére a trois couches

Si le modéle précédent est souvent adopté pouireldes cellules, un modele a deux
compartiments est parfois plus représentatif detdacture cellulaire [122]. On peut prendre
I'exemple de cellules végétales dont une paroietéa membrane plasmique ou les cellules
animales dont le noyau est important. Un modéldytigae a été développé par Irimajiri [123]

considérant les differents compartiments de laulelicomme une succession de couches
concentriques [124].
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Dans le cas ou I'on considere le cytoplasme (in@icéa membrane plasmique (indice 1)
et la paroi cellulaire (indice 2), la permittivitdmplexe de la sphére qui équivaut a ces deux

couches peut étre remplacée par :
3 * *
& + 2 &~ &
o\ Ry £ + 26

leff T €1 3 R R
i _| &0~ &
R ) \&+2¢

avec Rest le rayon de la couche indice i.

Equation 1.14

Ensuite, la permittivité complexe de la celluleipétre exprimée comme :
3 * ot
(sz o G T8
x _ * Rl gleff +2£2
£, =&, 3 - -
(jo _ P
Rl gleff + 282

L'allure du spectre apparait sur Figure 1.40 cakaFigure 1.40 montre que la fréquence

Equation 1.15

du champ appliqgué modifie significativement le camipment des cellules soumises au champ.

Figure 1.40 : Différentes types de réponse de la partie réelifacheur de Clausius-Mossotti (A) sphére homogene
(B) sphere monocouche (C) sphére a trois couchigs [4

Bai et al. ont simulé les propriétés électriquesladédactérieEscherichia colipar un
modeéle sphéroidal. Uné"étude leur a permis de déterminer les propriéésitieu interne par
un modéle 2 couches. Un&2étude portant sur un modéle a 4 compartimentsigmés permet
d’étudier la couche externe composée des membmategre et externe séparées par un espace
de 10 nm [125]. En particulier, ce modele renseiguela permittivité de la membrane externe
malgré une précision moins importante que le moad@&eompartiments.

Dans ce qui suit, nous considérons la méthode derndidation de spectre par

électrorotation.
2.3. Méthodes de détermination

La structure et les propriétés des cellules biglogs peuvent étre identifiees en

observant le spectre électrorotation [41]. Celwairespond au tracé de I'évolution de la vitesse
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de rotation en fonction de la fréquence du charpntmt et est obtenu expérimentalement. En

effet, le couple de trainée visqueuse exerceé pailieu s’exprime par :
Fetokes = SF 3777R(a)) Equation 1.16
avecn désigne la viscosité du milieu d'immersion.

Si on néglige l'action des forces d’inertie — omsiolére donc que la vitesse de la

particule s’établit au bout d’'un temps trés courtle principe fondamental de la dynamique

appligué aux systémes en rotation nous donne kBsgwn de la vitesse de rotation d'une
particule [126] :

Q(w)=

&, Im[K (w)|E?
n

(enrad.s‘l) Equation 1.17

2
m

En posanté =

, la vitesse de rotation obtenue éz(w):—flm[K(a))] ; elle est

proportionnelle au facteur de Clausius-Mossotta@és les équations ci-dessus, il apparait que
le spectre (et donc la vitesse de rotation) estfanetion non linéaire des parametees o, ,
Enem Tmem €1 €. EN procédant au relevé expérimental du spectrieatiférotation, on est

capable de déterminer les parametres en adoptarté@marche itérative conduisant a I'obtention

de valeurs permettant de faire coincider les spegratique et théorique (Figure 1.41).
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Figure 1.41 : Spectre d'électrorotation expérimenta) et théorique-) d'une cellule DS19 modélisée par le
modéle monocouche [126]

Les deux pics sur la Figure 1.41 s’expliquent pafdit que la cellule est une structure
hétérogene (Equation 1.2). L€ bic intervenant en basse fréquence correspond éitdase
maximale de la cellule dans le sens opposé a dalghamp ; sa position et son amplitude sont
majoritairement fonction des propriétés de la memer Le & pic correspond a la vitesse
maximale de la cellule dans le sens du champ gbrastipalement fonction des propriétés du

cytoplasme [127]. En basse fréquence, la membraitecagime un isolant s’opposant au
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passage du champ étant donné sa faible condéqgbaitrapport a celle du cytoplasme. Pour des
fréquences plus élevées, la membrane a un compantata plus en plus capacitif et vient peu a

peu court-circuiter sa résistance et permettra EnEenétration du champ.

Des considérations théoriques et des résultatsriexgritaux sur la dépendance de
température ont montré que pour mesurer des ptépridielectriques cellulaires, le spectre
d’électrorotation ne dépendait pas fortement deapérature lors des expérimentations [128].
Les cellules concernées par cette étude sont desete des globules rouges ainsi que des
cellules de type végétal ; la gamme de tempéradtudiée est de 25 a 35°C. Par contre, des

cellules soumises a des traitements thermiquesepésubir des dommages irréversibles.
3. Exemples d’application

De nombreuses études impliqguant des manipulatiansngthodes diélectrophorétiques
sur des cellules existent a ce jour. Plus basafdpbcations sont données a titre d’exemple et ne
sont donc pas exhaustives.

3.1. Etude de viabilité

La détermination de viabilité sur des ovocyiBglospora cayetanensisété réalisée par
électrorotation I'état de reproduction par spores de ces ovocgtéascilement été déterming,
comme |'état de fertilisation des ovulassuunm40].

L’effet de biocide sur des levures ont été étuflie®] montrant que, au-dessus d'un seulil
de concentration de Cosmocil, la conductivité membire augmente avec la dose, pendant que
la conductivité interne change seulement quandoladactivité membranaire a augmenté de
maniere conséquente. Des études portant sur desesevivantes et mortes (par traitement
thermique) ont montré l'influence de la viabilitdr $eur signature diélectrophorétique [130].

Patelet al.répertorient des mesures diélectriques de celinta$es dans [131].

3.2. Etude de comportement

Des cellules tissulaires humaines ont été expoaédss concentrations non toxiques
d’amiante et sont étudiées afin de voir les chamggsnde comportement électrique pendant 72
heures. Les résultats ont révélé une Iégere halesse conductivité interne et une baisse de la
conductance membranaire [132] au bout de 12 healiegosition. Ces effets peuvent étre
causes par la perméabilisation de la membrandaeiiet de la fuite des ions dans le milieu. De
nombreuses recherches sont en cours sur les giobulges ; par exemple, une étude [133]
montre que la capacitance de la membrane augménta eonductance diminue quand la

conductivité du milieu externe est grande ce giléte les dispersions moléculaires des globules.
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Huanget al ont mesuré I'évolution des propriétés électriggesymphocytes T humains
au cours de leur cycle de division [134]. Sudsiral. ont mesuré l'influence de la température
sur les propriétés diélectriques de la membranegylidmiles rouges (soumis a des températures
comprises entre 10 et 35°C) [135].

Les levures, de par leur simplicité de mise erucelet leur facilité a étre employées, sont
largement étudiées dans la littérature. Holzel meofiinfluence des propriétés électriques du
milieu sur le tracé du spectre [136]. Quand letutesd tournent dans le sens opposé a celui du
champ électrique, le pic d’électrorotation d’amydié similaire survient a une fréquence plus
faible lorsque la conductivité du milieu est plasbfe (Figure 1.42). Par ailleurs, on constate que
la position du pic d’électrorotation en basse fedpe ainsi que la fréquence a laquelle la

rotation des cellules s’inverse dépendent de lawctivité du milieu d’immersion.
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Figure 1.42 : Spectres d’électrorotation de levures dans quailieuxide conductivités différentes

La Figure 1.43 présente le tracé sous Matlale la partie imaginaire du facteur de
Clausius-Mossotti pour des cellules de type Judieais des milieux a différentes conductivités.
La vitesse de rotation des cellules est proporBlena ce terme comme nous l'avons
préalablement écrit (Equation 1.17). Les cellule&spntent une évolution de leur comportement
(position des pics d’électrorotation et de la fréee a laquelle la rotation des cellules s’inverse)

en fonction de la conductivité du milieu comparahleelle révélée par I'étude expérimentale
présentée par Holzel.
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Figure 1.43 : Tracé de I'opposé dém(K(a))) de cellules Jurkat dans quatre milieux de condikés différentes

De nombreuses études portent sur le comporteméecttiophorétique de cellules
infectées par le paludisme (pour rappel voir Figutd) [43, 137] ; d’autres sur des fibroblastes
infectés par des virus [138] en effectuant un sdeil’infection virale contrélé via une analyse
protéigue des cellules. Il résulte de cette étlmesérvation de la décroissance graduelle de la
capacité spécifique membranaire des cellules apigstion.

3.3. Mesure des parametres électriques de cellules

Des spectres diélectriques de cellules d’algue8][@8t permis de montrer que la paroi
cellulaire avait une permittivité tres faible (3-8eci pouvant s’expliquer par la forte teneur en
silicate et la faible teneur en eau.

Afin d’évaluer la séparation par diélectrophoréselyinphocyte T et B, monocytes et
granulocytes, Yangt al ont mesuré les propriétés électriques par életation [140]

Les liposomes — vésicules fabriquées a partir @deubhes lipidiques — sont aussi
employés: ils constituent des modéles simplifiés adlules [141]. Les liposomes unilamellaires
présentent un spectre dont les parameétres éleesripeuvent étre extraits a partir d'un modéle
monocouche. En ce qui concerne les liposomes amukllaires, ou ceux composeées de multiples

vésicules, I'interprétation des résultats s’avéos gomplexe.
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3.4. Séparation

De nombreuses techniques de séparation et delltriaire reposent sur la différence de
signature diélectrophorétique existant entre dffiées cellules. Ainsi, Market al. ont séparé
des bactérieMicrococcus lysodeikticude levuresSaccharomyces cerevisifi42] ; de méme,
Kanget al.ont réussi a séparer des globules blancs et dessiellules mammaires cancéreuses
suivant leur taille [143]. On peut aussi citerdtial. qui utilise la fréquence caractéristique pour
séparer des cellules de Listeria qui sont mortestpadiement thermique adapté ou vivantes
[144]. Un signal de 1 V est appliqué a 10 kHz -gfreénce a laguelle I'ensemble des cellules est
soumis a la diélectrophorése négative — et ensaiibes que la fréquence est augmentée, les
cellules vivantes basculent vers la diélectropfepisitive (Figure 1.44).

Figure 1.44 : Image au microscope optique de la séparation didexbe Listeria mortes et vivantes a 50 kHz

Afin d'illustrer le pouvoir de séparation diélegbtworétique, on peut citer les travaux de
Gascoyneet al. ayant montré la capacité de détecter des chandgerdaa a I'expression d’'un
géne dans des lignées de cellules de rat par wuleigeie alliant diélectrophorése et

microfluidique : le fractionnement par couplagexfforce [41].

I\VV. CONCLUSION

Dans ce chapitre, nous avons tout d’abord étudigtrlizcture biologique des cellules,
structure qui se veut universelle quelque soiype tcellulaire. Ensuite, nous avons énumére les
différentes propriétés physiques intrinseques deellle et fait I'inventaire des techniques de
caractérisation basées sur ces propriétés. Ercyéati I'étude des propriétés électriques des
cellules permet l'analyse de leur comportementgioiedles sont soumises a une source de
champ externe tout comme le diagnostic de certairadadies. Le principe utilisé dans le cadre
de notre travail repose sur une manipulation sansact par application d’'un champ électrique
inhomogéne. La réponse obtenue est propre a chiygee cellulaire et fonction de I'état
physiologique de la cellule. A partir de modeleggues des cellules, nous avons présenté des
méthodes de détermination des parametres électripsedifférents compartiments des modeles

cellulaires.
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CHAPITREII : MATERIELS ET METHODES

Dans le chapitre précédent, les principes et teciasi de caractérisation cellulaire actuels
ont été exposeés. Nous utilisons la méthode baséée urincipe de I'électrorotation a partir
duquel il est possible d’atteindre les propriétéstéiques intrinseques des cellules, procédé sans
contact qui permet de générer de forts champstit game faible tension.

Ce chapitre sera consacré a l'instrumentation lat grésentation détaillée de la plate-
forme expérimentale — tout ce qui est nécessdiaer@alisation des expérimentations : matériel
biologique, microsysteme et environnement électrjqysteme de visualisation et d’acquisition
ainsi que les moyens permettant I'exploitation déglacements observés. La mise en place de
ce banc expérimental constitue, au niveau du labioeale point de départ d’'un axe scientifique
sur l'interaction champ électromagnétique — celldbmt I'objectif est de caractériser les effets

des champs au niveau cellulaire.

|. MATERIELS BIOLOGIQUES

Les modéles cellulaires utilisés au cours de ¢bése sont :

- des levures: micro-organismes eucaryotes facilenceitivables et utilisables en
laboratoire,

- des liposomes : vésicules constituées de une @&epiasbicouches lipidiqgues séparées
par des compartiments agueux. La composition aeanivde la membrane et du milieu interne
est donc contrélable lors de I'élaboration de ceudls constituent des modeles essentiels pour
I'étude fondamentale de la cellule biologique entssetructurellement proches des cellules
animales : ils sont donc bien adaptés pour étlesgpropriétés biophysiques de la membrane. lls
participent aujourd’hui a de nombreuses applicatien médecine pour la vectorisation des
médicaments ou encore le diagnostic in vitro [@6ds liposomes peuvent encapsuler des
molécules ou des particules et les membranes peseerir de substrats pour I'immobilisation
de molécules dans les études de reconnaissanogibjice.

Jusqu’a présent, le laboratoire ne disposait pasrdistructures nécessaires a la culture
et a la manipulation de cellules vivantes humaitesest recemment doté d’une salle de culture

de cellules eucaryotes, qui devrait permettre détprochaine de nouveaux modeles biologiques.
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1. Préparation des levures

1.1. Mises en culture
Les levures sont de tyf@accharomyces cerevisaesont issues d’'un bloc commercial de
levure pressée alimentaire. Une petite quantit@wdaes est prélevée sous hotte a flux laminaire
et suspendue dans un milieu aqueux composé dee¥ait de levure, 4% de glucose et 1 % de
peptone (les pourcentages sont massiques). Paitéa slles sont mises en culture sur milieu
gélosé sous hotte (ajout de 1,5 % d’agar au milans ce cas) dans des boites de Pétri par stries
d’épuisement afin de créer des colonies isolées.
1.2. Préparation d’échantillons
Préalablement aux expérimentations, les levures lavées (centrifugation, élimination
du surnageant et resuspension) dans le milieu dpession désiré selon les conditions de
I'expérience. Ces organismes sont en effet d’'urendg tolérance vis-a-vis de la pression
osmotique ; les levures peuvent étre suspenduesiéeau dans de I'eau sans subir de choc.
Elles ont une apparence sphérique (Iegerement)adale diamétre moyen de 6 pum.
Le colorant vital dit bleu de Trypan est adaptéeatimation de la viabilité des levures
[145]. En effet, seules les levures mortes laisseaiter le colorant et se colorent en bleu tandis
gue les cellules vivantes ne sont pas coloréesekpériences sous champ électrique n’ont pas
montré d’impact sur la viabilité des levures poes Iconditions expérimentales suivantes :

tensions créte-a-créte appliquées aux électrodéandes de 400 um allant jusqu'a 9 V.
2. Fabrication des liposomes

Les liposomes sont des bicouches lipidiques adlfeament formées. lls sont préparés a
partir de phospholipides : molécules amphiphilet6]1En effet, un phospholipide possede une
téte polaire hydrophile qui sera donc en contaelcage I'eau et la queue (partie apolaire)
constituée de chaines formant un coeur hydrophaltéger de I'eau (Figure 1.2). Dans un état
thermodynamiquement stable, une organisation deloespholipides a lieu de telle maniere que
les tétes polaires se regroupent entre elles anhgitant I'établissement d’'une bicouche
d’épaisseur de I'ordre de 5 nm.

Les phospholipides principalement utilisés dansexggriences sont (Figure 11.45) :

- DOPC : 1,2-dioléoybnglycéro-3-phosphocholine (Sigma Aldrich) : lipidasaturé
majoritaire qui servira de matrice lors de I'éladitaon de la solution lipidique a faire sécher,

- 18:1 NBD PE: 1,2-dioleoysnglycéro-3-phosphoéthanolamine-N-(7-nitro-2-1,3-
benzoxadiazol-4-yl) (Avanti Polar Lipids) : le maage au NBD est situé au niveau de la téte,
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- 16:0-12:0 NBD PC: 1-palmitoyl-2-(12-((7-nitro-23tbenzoxadiazol-4-
yl)amino)lauroyl)sn-glycéro-3-phosphocholine (Avanti Polar Lipidsk: marquage fluorescent

NBD est greffé en substitution de la partie terr@rdiune des deux chaines carbonées.

_ P P
_ O 07; O\/\Nt\
N N~ O H l
- Q g
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Figure 11.45 : Formules chimiques du DOPC, NBD PE et NBD PC (dé ba bas) d’aprésww.avantilipids.com

Les lipides marqués au NBD fluorescent sont exgtasla lumiére bleue (460 nm) et
cette excitation leur fait émettre une lumiére @834 nm). Le mélange entre le DOPC et les
lipides marqués est a priori relativement stabéttionné que ces derniers ont été synthétisés
avec des queues du méme type : chaine de carbdorgleurs voisines (moins de 4 carbones
de différence) ; ils présentent donc une strucsurglaire a celle de leur homologue non marqué
(le DOPC) de fagcon a perturber le moins possitdetepriétés de la bicouche.

Le produit sec, sous forme de poudre, est dissans dine solution de chloroforme:
méthanol (proportion volumique 9:1). Pour chaqued&, une solution mere concentrée est
préparée & 10 mg.riL La solution lipidique finale est concentrée a m§.mL* et contient
2,5% massiquarfasse soluté sur masse de la solution en pourcendadipides marqueés.

2.1. Par électroformation

Le principe de la méthode d’électroformation a ®ié au point depuis une vingtaine
d'années [147]. Il repose sur le décollement pregjfeet successif d’'une bicouche a partir d’'un
dépodt surfacique de lipide sur une plaque de vésrechamp électrique alternatif lentement
variable en fréquence est appliqué perpendicul@ntrau film de phospholipides afin de faire

mouvoir les feuillets lipidiques (Figure 11.46).

Figure 11.46 : Décollement des bicouches par application d'ummghperpendiculairement aux feuillets [148]
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Le champ électrique est appligué entre deux plagieeserres recouvertes d'un film
conducteur d'ITO (Indium Tin Oxyde) [149, 150]. Uil de cuivre autocollant permet
d’appliquer le champ sur les faces conductriceshd&une des lames sur lesquelles est déposée
la solution lipidique de travail désirée pour fornes liposomes. Les lames ainsi préparées sont
placées sous vide pendant au moins deux heureséiiminer toute trace de chloroforme ; en
effet, celui-ci altere les propriétés des membrahesdép6t (10 puL environ) se fait via une
seringue Hamilton sur une couche en faisant demaggy Entre les deux surfaces conductrices
qui sont placées en regard lI'une de l'autre, umtjailicone autocollant défini la chambre
d’électroformation qui sera scellée afin d’assligganchéité.

Le milieu aqueux dit aussi milieu de gonflement @mimera le milieu interne des
liposomes est injecté au sein de cette chambreucea qpour effet d’hydrater les feuillets
lipidiques. Dans le cas de I'électroformation, dusion interne utilisée ne peut contenir trop
d’ions, ce qui pourrait empécher le gonflementesitdonc une solution agqueuse avec ajout de
saccharose a 50 mmotiLLe remplissage de la chambre se fait sous ch&igpre 11.47).

Des paliers de tensions, fréquences et durées fppniédé permettent de provoquer
I'apparition d’'un maximum d’événements de fusionain de I'électroformation, les liposomes
ont gonflé et atteint des tailles comprises enfretl100 um et afin de les détacher de la surface,
le dernier palier est fixé a 0,3./ 4 Hz pendant 15 minutes. La formation prend @mvirois

heures. Le protocole complet suivi pour I'électrafation est donné en Annexe Il

Figure 11.47 : Chambre d’électroformation lors de la phase de lissgge de celle-ci

Les liposomes ainsi formés sont des vésiculesidipaes unilamellaires géantes (Figure
[1.48) dont la membrane est constituée d’'une bibeyslus ou moins fluide et incompressible en
fonction de la composition de phospholipides.

Figure 11.48 : Observation de liposomes lors de I'électrofornmatio
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2.2. Par extrusion

L’extrusion est un procédé de fabrication mécanipaelequel la suspension de lipides
est comprimée et contrainte de passer a traverpdess d’une membrane en polycarbonate
permettant ainsi la formation de petits liposomeitamellaires. La taille dépend du diamétre des
pores et peut atteindre une douzaine de microrpeétredes pores de 10 um de diamétre.

La solution, I'extruder (Figure 11.49), les serirgguet le bloc chauffant (Figure 11.50) sont
placés dans un four avant formation des liposordalisée a une température avoisinant les
45°C pendant au minimum 30 minutes.

Le solvant est ici évaporé sous un flux d’azotessats oxygene ; les lipides sont ensuite
hydratés dans un milieu d'immersion aqueux compiesgaccharose et dont la conductivité peut
étre ajustée si souhaité par ajout de KCI, l'osmiglafinale étant fixée & 50 mmolL
Préalablement a I'extrusion, la solution lipidicguit quelques cycles de gel/dégel.

L’extruder assemblé auparavant renferme la memb@anmmlycarbonate dont le diameétre
des pores peut étre choisi entre 1 a 10 um.

b:;ff;;s Gﬂfg e
/ fﬁ’ r@,(fa, / ;’[“U\
R *\J.LU W
Eertrusder Cuter _rmama Py cm‘omme :Er‘J;Ema] Retener
Caang Tnbrane Ioksnibrane Mribrane T

Figure 11.49 : Assemblage de I'extruder

La solution hydratée remplit une des deux seringuesées dans I'extruder. Ensuite, des
allers-retours sont effectués lentement a travemnémbrane et ce dans le bloc chauffant qui
maintient 'ensemble a une température avoisiremb°C (Figure 11.50). Le protocole complet

d’extrusion est donné en Annexe IlI.

Figure 11.50 : Extrusion d’'apregvww.avantilipids.com
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Il. DISPOSITIF EXPERIMENTAL

Le dispositif expérimental (Figure 11.51) doit pegtire la mise en mouvement de cellules

sous champ électrique ainsi que I'observationaeijuisition vidéo de ce mouvement.

Figure 11.51 : Dispositif expérimental (en haut : coté électriger bas, partie microsystéme et optique : pilotage
des appareils et acquisition sur PC via les intedaGPIB et Firewire)

1. Systeme de génération du champ électrique

1.1. Microsystéme
Huanget al. ont défini une géométrie d’électrodes satisfaisarit partir de polynédmes
répondant aux équations de Laplace [151]. Le con®&si obtenu a partir du tracé des
équipotentielles x* — y?> =+a” avec 2a la distance qui sépare deux électrodes en fdaeea
(Figure 11.52 cas a). En effet, des études ont néogtie les variations du couple induit sur les

particules dans des formes de structure de quktcer@des planaires en arrangement circulaire

(Figure 11.52) sont suffisamment grandes pour edgamndes erreurs de mesures [152].

{a) () td)

O 4k

-k

Figure 11.52 : Forme d’électrodes étudiées a) hyperbole polyn@alos c) carrée d) pyramidale e) pyramidale
tronquée f) épingle g) ellipse h) circulaire
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En revanche, les électrodes polynomiales offrenpdasibilité d’obtenir un champ
relativement uniforme dans I'espace inter-électsogieaussi la possibilité de générer un couple
suffisant pour assurer la rotation des cellulesetet, il s’avere que le champ est constant au
centre du dispositif (cercle blanc sur la Figur&3). Il convient donc — afin de soumettre les
cellules a un champ de méme amplitude — de lesipldans la zone centrale du systeme
d’électrodes ou la force de diélectrophorése mumat pas et ou les variations de couple sont

faibles.

Figure 11.53 : Electrodes polynomiales : carte du module de E2

Le mode d’alimentation des électrodes dépend dumphaque I'on souhaite appliquer
(Figure 11.54). Ainsi, un avantage de l'utilisatiaies électrodes polynomiales est d’effectuer,
préalablement a nos expérimentations, I'applicatierdiélectrophorese négative permettant de
déplacer les cellules dans cette zone de champptitade constante. Pour des électrodes
séparées par un gap de 400 um, la zone est déipatéune distance d’environ 200 pum [34].

Figure 11.54 : Alimentation des électrodes (a) cas de la diélptimoése (b) cas de I'électrorotation

Par ailleurs, une étude sur I'électrorotation damnmes cage octopole (Figure 11.55) montre
que les cellules tournent plus lentement que danpiége a quatre électrodes, avec la méme
tension et la méme distance entre électrodes [E38}evanche, ce systeme offre la possibilité
de maitriser le placement vertical de la cellulelees’affranchir de tout contact entre la celletle

le substrat.
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Figure 11.55 : Cage octopole 3D (distance entre deux électrodpssé@es : 40 um)

Un microsysteme doit permettre de manipuler dekilesl tout en étant biocompatible.
Ainsi, le procédé de fabrication du microsystemebesé sur I'emploi des techniques standard
de photolithographie, les électrodes étant corstgud’or. Le dessin du masque a été réalisé a
I'aide du logiciel CleWin. Les microélectrodes (&ig 11.56) ont été déposées sur des plaguettes
de pyrex métallisées recouvertes d'une couche denb@e titane (sert de couche d’apprét) et
d’'une couche de 100 nm d’or ; ces dépots ont é@lésés par la société ACM.

L'étape de photolithograpHiedébute par I'enduction de résine photosensible|&hi
S1818 positive, les zones révélées correspondertt aax zones exposées aux UV c'est-a-dire
non protégées par les motifs opaques du masquepldcuette est préalablement placée 2
minutes sur une plaque chauffante a 90°C afin derilger I'adhérence de la résine. Le dépot
s'effectue en utilisant un spin-coater programmécakes données suivantes : vitesse (4000
tr.min), accélération (5000 tr. mifrs?) et durée (30 s). Un pré-recuit sur la plaque 290
durant une minute permet d’éliminer les solvargeoduits les plus volatiles. L’insolation de la
plaguette est ensuite réalisée avec un aligneurvaKdrl Suss MJB 4, avec une durée
d’exposition de 5 s. La plaquette est ensuite ingéerdurant 40 s dans un produit révélateur
dilué a 50 % (Microposit Developer Concentrate,p&y) avant d’étre rincée puis séchée. Il
s’ensuit une étape de cuisson a 110°C pendant iméerdestinée a durcir la résine pour lui
assurer une bonne résistance aux attaquants clasaiqu

Les motifs des électrodes sont ensuite obtenugnaaure humide de 'or puis du titane
en immergeant la plaquette dans 2 bains succelsi®ld etchant (Sotrachem) puis de titanium
etchant (Sigma). Pour terminer, on procede au dalgejdu wafer en le trempant 5 minutes dans

un bain de Microposit Remover 1165 (Shipley) a 60°C

! Lieu de réalisation : salle blanche du laboratSifTIE (groupe BIOMIS) & Rennes
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Figure 11.56 : Etapes de réalisation des motifs des électrodes

Les microélectrodes polynomiales réalisées pardeédé précédent sont visibles sur la
Figure 11.57 qui présente aussi le branchement timamicrosystéeme afin de générer un champ
tournant. Comme vu al'Ichapitre, les faibles tensions appliquées permiette minimiser les

échauffements thermiques et ainsi de préservaeakalité cellulaire.

Figure 11.57 : Electrodes polynomiales (a) microsysteme, (b) branment

1.2. Matériel et interface
e Matériel électrique (Agilent Technologies)

Quatre générateurs (standard waveform generatd@0332permettent la production de
tensions sinusoidales. Ces générateurs peuventsgtrehronisés entre eux et permettent
d’atteindre des fréquences allant de 1 pHz a 80 Meélr des signaux sinusoidaux. L’électro-
osmose, qui est la conséquence de la formatioreddonble couche électrique (Figure 1.39) a la
surface des électrodes, est un phénomene qui tdeipés en compte. En effet, il peut induire
des déplacements de fluide lors d’une expérienatiédectrophoreése : la double couche est mise
en mouvement en raison de la force exercée sucHasges accumulées a la surface des
électrodes par la composante tangentielle du cheegrique. Elle entraine avec elle le fluide.
Afin de réduire ces effets, la fréquence minimalesdjnal appliqgué aux électrodes est ici de 10
kHz. Au-dela d’'une certaine fréquence, de I'ordeegqdelques dizaines de kHz, la double couche
n'a plus le temps de se former. Aussi, les efflst-osmotiques se manifestent exclusivement
en basse fréquence [116].

Les signaux sont observés sur un oscilloscope lbagpele (DSO6034A) qui permet de

controler les différentes caractéristiques desasigrdélivrés via une interface décrite ci-apres.
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Les impédances de sortie des générateurs et I'iampédd’entrée de 'oscilloscope peuvent étre
réglées a 5@ ou 1 MQ ; on choisit la 9® étant donné que celle du microsystéme est supérieu
a 1,5 K afin de la négliger sur toute la gamme de frégeeiadiée. Tous ces équipements sont
controlés par ordinateur via des interfaces GPIBn@sal Purpose Interface Bus). Un schéma du

cablage est visible sur la Figure 11.58.

Figure 11.58 : Connexion du matériel électrique

e Interface graphique

Une interface utilisateur graphique a été programsuéis Labviet(Figure 11.59).

Figure 11.59 : Interface graphique pour l'utilisateur

Les parametres tension, fréquence, permettantstéajle champ électrique produit par
les électrodes sont accessibles. L'interface perendtutilisateur de choisir le mode de
fonctionnement (diélectrophorese conventionneliectéorotation ou encore diélectrophorese a
ondes progressives). Les commandes sont commusicuee générateurs de tension via les
interfaces GPIB. Les tensions générées sont aéechar 'oscilloscope, les calibres utilisés étant

automatiqguement ajustés par le programme.
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2. Systeme d’observation

La zone d’intérét ou nos cellules sont visualisasises en mouvement correspond a la
partie transparente du microsysteme ; il nous estkiple d’observer les cellules avec une
lumiere de microscope traditionnelle. Afin de réatile suivi des cellules en mouvement, des
vidéos sont enregistrées par caméra. Ainsi, il resigossible de controler le bon déroulement
des expériences tout en qualifiant les résultats dm £ temps ; ceux-ci seront par la suite

quantifiés grace a un traitement réalisé sous Matla
2.1. Microscope optique

Le principe est d'éclairer en lumiére blanche I@pmrt, tout en ayant la possibilité
d’utiliser une lampe a fluorescence qui, a trawarsfiltre, ne laissera passer que la longueur

d’onde correspondant au marqueur fluorescent @fjsgure 11.60).

Figure 11.60 : Principe de transmission optique d’'un microscoperisé
Deux microscopes sont & disposition :
- un microscope inversé a contraste de phase Cas Zgiovert 40
- un microscope droit a épifluorescence Carl Zeis®kxager

Usuellement, nous utilisons le microscope inversiépgrmet une mise en place aisée du
dispositif soutenant le microsysteme au-dessusobstifs ; il comprend les objectifs : 10X,
20X et 32X. La lentille du microscope ayant un gissement de 10X ; pour les objectifs

précédents, le grossissement focal a I'ceil nuesgtactivement de 100, 200 et 320.

Cependant, pour les liposomes de petites taillatisés par extrusion, il s'est avéré
nécessaire d'utiliser le"® microscope avec un zoom plus important tout ersemant une
distance de travail intéressante : de 9 mm pouwjduif en considération (LD EC Epiplan-

NEOFLUAR 50X) qui permet toujours de travailler aveotre microsysteme et ses connections.
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2.2. Caméra de visualisation et logiciel d’acqiosit

La caméra AxioCam HSm est adaptée a des obsersatiorfluorescence. C'est une
caméra a grande vitesse qui nous permet de visualisement le déplacement des cellules : de
60 a 198 images par seconde avec des résolutigpascteres de 660 x 494 et 124 x 98 pixels en
noir et blanc. Le systéme de contréle par caméra&galement relié a I'ordinateur pour une
acquisition d’images ou de films via le logiciel iaxision”. Il est possible de choisir le type de
fichier que l'on désire sauvegarder, sachant quéolmat .zvi (pour des films) permet de
conserver toutes les données relatives a I'acaunsdptique telles que l'acquisition de chaque
image, le temps d’exposition, I'échelle, le zoontis4, la taille des images ...

Quatre points par décade de fréquence permettaattquisition d'un spectre
d’électrorotation satisfaisant pour extraire legap@etres électriques voulus. Le traitement
d’'images est développé a la fin de ce chapitre.

3. Protocole expérimental

Le dispositif doit intégrer des contraintes biolpges puisque le travail se fait dans un
environnement liquide qui doit étre compatible alemicrosysteme et la suspension cellulaire.
Il est parfois nécessaire d’ajuster la compositiortampon afin que celui-ci soit compatible avec
le systéme tout en préservant la viabilité destzs|

Préalablement a toute expérience, le microsyst&nkaee et rincé a I'éthanol et a I'eau
distillée. Les cellules prélevées de leur cultwrtdavées trois fois dans la solution qui servira
de milieu de suspension via un procédé simple deiftegation et élimination du surnageant.

3.1. Mise au point d’'un tampon

Le tampon est le milieu de suspension dans legsatdllules sont immergées. Il doit étre
faiblement conducteur pour ne pas risquer d’endogemées électrodes ni porter atteinte a la
viabilité cellulaire de par une élévation de terapére. Il doit aussi assurer le maintien
physiologique des cellules : 'osmolarité doit pésfétre ajustée.

e Conductivité électrique

La conductivité du milieu &, ) est un parametre fondamental, elle ne peut &inesie

dans une large gamme de valeurs :
- Préservation de la viabilité : en effet, pour usea d’électrodes (bandes paralléles

espacées de 20 um), I'élévation de températureécatige a I'application d’une tension V peut

2
m Y eff

étre approchée, en régime permanent, par la nelaflo= dans laquellek, désigne la

t
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conductibilité thermique de la solution. Pify =10V et g, =1Sm™, on obtientAT = 20°C ce

qui peut détériorer la membrane. En prenant deduwmivités inférieures 400 mSm™, AT

devient inférieur a 2°C tolérée par les cellules4]l De plus, ces valeurs permettent de réduire
les risques d’endommagement des électrodes emrdésoourants trop élevés.

- Influence sur le comportement diélectrophorétigedadcellule : décalage de la position
du pic d’électrorotation en basse fréquence etadérdquence pour laquelle la rotation des
cellules change de sens Figure 1.42).

La conductivité du milieu est mesurée grace a urdgotimetre Consort C532. L'ajout

de KCI pour ajuster la conductivité implique ungm@uentation de I'osmolarité (Figure 11.61).
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Figure 11.61 : Influence de la conductivité sur 'osmolarité (cantivité ajustée par ajout de KCI)

Il apparait que pour une conductivit¢ de 200 mS.Wpsmolarité n'atteint pas 50
mOsm.kg". Pour la plupart des cellules, les valeurs phgsjiojues d’'osmolarité sont de I'ordre
de 300 mOsm.t (plasma sanguin). Ainsi, une faible conductivitéup induire un risque
d’éclatement des cellules.

e Osmolarité

Les cellules sont le siége d’échanges d’eau ouubletances dissoutes, ces échanges se
font grace a la perméabilité membranaire. Ces é@gwase font du milieu le moins concentré
vers le plus concentré grace a la pression osnmtia contrainte liée a l'utilisation d’'une
solution faiblement conductrice (solution hypotarey lors des expériences, impose la mise au
point de solutions pauvres en ions qui risquentaite éclater les cellules en provoquant une
entrée massive d’eau par osmose. En effet, iln@gbitant de maintenir une pression osmotique
normale ; ainsi, I'ajout de molécules volumineusmperméables a la membrane permet de

compenser la faible teneur en ions. Les molécutad exercer une pression suffisante qui
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contrebalance la force intracellulaire ce qui s€lit par une augmentation de I'osmolarité de la
solution. Classiquement, du saccharose est ajolaésalution pour maintenir 'osmolarité. En
effet, ce produit est imperméable a la membrang,tagique, non chargé, peu codteux et trés
soluble.

L’'osmolarité du milieu est mesurée grace a un osétm@rcryoscopique manuel (Fisher-
Scientific). Le principe de fonctionnent est le vauit: les solutions aqueuses peuvent
généralement étre surfondues a une températureiadéfia congélation de I'échantillon est
initiée a l'aide d’'une aiguille froide et permebe de déterminer un point d’inflexion dans la
courbe de température qui est directement religsablarité de la solution.

e Cas particulier des liposomes

Le milieu interne est une solution aqueuse donsniiolarité est ajustée par ajout de
saccharose tandis que I'osmolarité du milieu extesera ajustée par ajout de sorbitol, autre type
de sucre. Pour une méme concentration molaire,sahgion au sorbitol s’avere environ 1,88
fois moins dense qu’une solution au saccharosee @étérence de densité est mise a profit lors
de I'observation au microscope optique :

- elle permet une sédimentation des liposomes sutahae d’observation et par
conséquent dans le plan des électrodes,

- elle correspond aussi a une différence d’indicdgops qui permet ainsi d’obtenir un
contraste amélioré : pour des solutions a 200 nB°&, les indices optiques sont de 1,3433 et
1,3477 respectivement pour la solution au saccbkabau sorbitol [155].

3.2. Plan d’expériences

Lors de chaque expérience, les cellules sontatsahent préparées : centrifugation pour
les extraire de leur milieu initial (milieu de awlé dans le cas des levures), élimination du
surnageant et suspension dans le milieu d'immersion

Les cellules en suspension sont déposées danshanthie : espace fermé de volume
connu (100 pL) qui se présente sous la forme ddurt putocollant en silicone placé au-dessus
du microsysteme sur lequel une lamelle de verredégibsée. Elle permet de limiter les
phénomenes d’évaporation, pouvant provoquer uniatiar de la conductivité de la solution
ainsi que des mouvements de fluide au sein de-ceflegendrant des perturbations.

Chaque électrode est connectée a un génératedesiplots de contact (vérification du
contact avec un voltmetre). La gestion de I'appica du champ se fait via linterface ou
I'utilisateur choisit le type d’expérience (éleattation ou diélectrophorése), génere une table de
fréquence (par défaut elle est logarithmique d&H® a 80 MHz avec 4 points par décade) et
indique la tension a appliquer.
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L’acquisition se fait ensuite sous Axiovisibravec un film par point de fréquence
appliguée. La mesure de la vitesse de rotation ase ffar chronométrage manuel via
I'enregistrement des vidéos ou par mesure autoéeafteveloppée ci-apres).

l1l. SPECTRE

L’instrumentation décrite ci-dessus permet de \isanle déplacement des cellules au
sein du microsysteme. Afin de mesurer les vitedse®tation des cellules soumises a un champ
tournant, un programme de détection et de meseéte i@alise.

Reichleet al. mesurent la vitesse de rotation de cellules destsire inhomogene a partir
de la détection de la modulation d’'intensité lurose [156]. De Gasperist al. estiment la
position de la cellule en considérant que le cedrgravité de la cellule correspond au centre de
rotation puis ils effectuent une auto-corrélaticume image a l'autre [157].

Budde et al. ont développé un logiciel qui permet I'acquisitiet le traitement des
images, le suivi des cellules et la mesure de \@asse de rotation [158]. Aprés segmentation
des images, I'axe principal de chaque objet estrad#hé. Le suivi se fait d’'une image a celle qui
lui succede et permet d’exclure des objets suigaatzones de recherches définies. La mesure de
la vitesse de rotation s’effectue par la mesurdadeariation de I'angle. Zhoet al. se basent
aussi sur la mesure de l'angle formé entre l'axicjpal et I'axe horizontal [159]. La
détermination de I'axe qui définit la position afajte de la cellule, car celles-ci ne sont pas

parfaitement sphériques, est la méthode que nopkgoms.
1. Mise en ceuvre du procédé de mesure

1.1. Acquisition des images

Le logiciel Axiovisior est utilisé pour piloter la caméra rapide (AxioCaf8m) qui
permet de filmer les cellules en rotation : un filil@ quelques secondes est réalisé pour chaque
point de fréquence appliquée. Les images compadadue séquence sont stockées dans un
répertoire dont le nom correspond a la fréquence.

Le temps d’acquisition des images est ajusté p@éftateur en fonction de la vitesse de
rotation maximale sur tout le spectre, qui peutievafortement selon le type de particules
manipulées et les caractéristiques du milieu dimzoa@ telles que la viscosité ou la
conductivité. Enfin, I'objectif choisi est le ménpeur I'ensemble des mesures ; de son choix
dépend la résolution en um/pixel, dans le casudiigation du microscope Axiovert 40 CFL, se
référer au Tableau 11.4.
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Objectif 10X 20X 32X
Résolution (en um/pixel) 0,99 0,5 0,31

Tableau 11.4 : Résolution de la taille des pixels en fonction’dbjectif correspondant

1.2. Données
Le programme de mesure de vitesse des cellules alételoppé sous Matlable
traitement d’'images fait appel a certaines fon&ide la toolbox « image processing ».

A I'exécution, I'opérateur spécifie dans une baiéedialogue les parameétres suivants :
- larésolution (en um/pixel),
I'intervalle de temps entre deux images (en s),
- le rayon moyen approximatif des cellules manipu(éasum).

Ensuite, il fournit le chemin du dossier comportégg sous-répertoires associés aux
différences points de fréequence réalisés. Pour wshdequence, le programme détermine la
vitesse moyenne ainsi que les vitesses minimalmatimale, I'écart-type et le nombre de
cellules sur lequel le calcul a été effectué.dté le spectre d’électrorotation correspondant.

1.3. Définitions préliminaires
Dans la description du principe de la mesure autioonea de vitesse des cellules, nous

définirons tout d’abord les termes suivants :
- Séquence : ensemble d’images correspondant a ohdmfréquence donné
- Objet : une cellule ou un agrégat de cellules

- Cellule isolée : pour gu'une cellule soit candidatda mesure, elle doit se trouver
suffisamment éloignée des autres en raison desficaidins locales du champ que leur

proximité pourrait induire
2. Mesure de la vitesse de rotation

Les images issues des acquisitions vidéo effectioéesle nos expériences sont traitées
dans le but de ne retenir que les cellules is@éesprésentatives, par leur taille, de la popoiati
étudiée. Nous quantifions leur vitesse de rotgpi@nla mesure de I'orientation de la cellule.

2.1. Traitement d’'images

Cette étape consiste a détecter les objets damagé, a les étiqueter et a les caractériser.
Pour chaque séquence et sur 'ensemble des imagas/eau de gris, un filtrage passe-haut
permet de déterminer le contour des objets (FiL62).
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Figure 11.62 : A gauchejmage d’origine en niveau de gris et a droite,taffefiltrage passe-haut

Chaque image est ensuite convertie en image bipairseuillage en intensité (la valeur
de seuil est déterminée par la méthode d’Otsu qupht le calcul de I'histogramme [160],
Figure 11.63) et les zones correspondant aux olsjetd identifiées. Les petits objets (bruit qui

peut étre di a la capture d'image ou au contrasteuniforme) sont supprimés de I'image par

ouverture morphologique et les contours des obgstsints sont remplis (Figure 11.63).

Figure 11.63 : A gauche, image obtenue aprés binarisation ; aeumiuppression du bruit et a droite,
remplissage des contours

Ainsi, les objets sont étiquetés puis caractépsésiétermination de :
- laire
- les coordonnées du barycentre

- l'orientation : angle entre I'axe horizontal etX& principal de I'ellipse équivalente,
compris entre -90° et 90°. Cette position angulétigure 11.64) sera utilisée pour déterminer la

vitesse de rotation étant donné que l'intervalléemeps entre deux images est connu.

- lalongueur de I'axe principal

Figure 11.64 : Détermination de I'orientation de I'objet sous Mditl(angle entre I'axe horizontal représenté en
pointillé et I'axe principal)
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2.2. Critéeres de sélection

Une cellule est considérée comme isolée si lediions suivantes sont réunies :

- distance entre son contour extérieur et celui dueikile voisine ou d’'un agrégat voisin

supérieure au diametre de la cellule (critere défipérimentalement),

- distance suffisant par rapport au bord de I'imaggebarycentre de la cellule doit étre
séparé du bord par une distance supérieure a is,fefdiametre de la cellule. Cette précaution
permet d’exclure les cellules situées en borduireajes qui pourraient tout de méme se trouver

proches de cellules situées juste en dehors de cedrimage.

Apres segmentation, un objet est considéré comnegréygat si la dimension de son aire
est supérieure a 1,7 fois I'aire moyenne d’'uneutellEn effet, au-dela d’'une certaine taille, un
objet est éliminé afin d’exclure les amas de cefiique I'on ne désire pas étudier.

Les objets sont classés par catégorie selon yoestdifférents (Figure 11.65) :

- 0: cellule unique,
- 1:agrégat de cellules,

- 2 : cellule se trouvant proche de la frontiere’mhedge.

Figure 11.65 : Etiquetage des objets

2.3. Suivi des objets dans une séquence
Dans chaque nouvelle image, nous procédons auagpéles objets répondant aux
criteres définis ci-dessus. Pour chaque groupedatendeux objets, on vérifie que I'un des deux
objets est une cellule unique ; si ce n'est pasake les objets sont classés dans la nouvelle
catégorie « cellule non isolée ». De méme, si $tadce séparant deux objets ne répond pas au
critere voulu, les objets sont classés dans cattgorie. Les objets restants sont candidats a la

mesure de vitesse de rotation et classés dangeigocie « cellules isolées » (Figure 11.66).
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Figure 11.66 : Repérage des cellules isolées

Lorsqu’un objet de type « cellule isolée » est répgans une nouvelle image, si le
déplacement minimum par rapport a chacun des otdgetsmage précédente est supérieur a un
seuil fixé (rayon moyen d’'une cellule), il est cmigsé comme un nouvel objet. Sinon, il est
associé a I'objet qui était le plus proche damadge précédente.

Par ce procédé, si un agrégat de cellules versatdesagreger ou si une cellule s’éloigne
suffisamment du bord de I'image, deés lors que fégres sont respectés, les nouvelles cellules
isolées peuvent étre détectées et prises en cqoptda mesure de vitesse.

2.4. Archivage et exploitation des données

A chaque nouvelle image de la séquence, une mdsuterientation est effectuée sur les

objets candidats et stockée dans une table (uhe palb objet). Une table associée a un objet

cesse d'étre mise a jour :
- lorsqu’un objet présent dans les images précéddigparait dans la nouvelle image,
- en fin de traitement, pour un objet conserveé jusguiiout de séquence.

Les mesures d'orientation ainsi effectuées suigquhecellule isolée sont archivées et
seront prises en compte dans le calcul de la eitgiskobjet a pu étre suivi dans au moiNg2
images consécutives d’'une séquence comportant fesna

Les cellules non isolées telles que les agréfgsellules trop proches des frontieres de
I'image ou d’une autre cellule ne sont pas congegpour les mesures de vitesse et donc aucune
mesure n'est stockée. Une cellule qui se détadhdhan agrégat ou s’éloignerait du bord
suffisamment pour devenir une cellule isolée eisepen compte, en cours de séquence, pour les

mesures de vitesse et la méthode utilisée pernstdbdage de ces données (Figure 11.67).
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Figure I1.67 : Traitement des données : aucune mesure n'est stackdes cellules non isolées ; en revanche,
toute cellule nouvellement repérée et isolée esé@n compte en cours de séquence

Pour chaque séquence d’'images, nous procédornsaterments suivants :

- a partir des données archivées : calcul de lardiifée de phase entre 2 images pour

chaque cellule,

bY

- correction des résultats obtenus pour tenir cordpgesauts de phase de 180° a l'aide
d’une fonction modulo (en effet, I'orientation elgifinie entre -90° et 90°),

- application d’'un filtre médian pour lisser les fésts en écartant les points aberrants.

La Figure 11.68 donne le résultat du traitementrdaiséquence d’'images traitées ici.

Evolution de lorientation de |a cellule dans la séquence dimages

100
L 0 [
-100
0
Evolution de 'écart de phase entre deux images
200 T T
= 7 \/ 7
/, '
-200 L ' .
0 5 10 15
correction des erreurs introduites par les sauts de phase de 130°
100 T T
z o .
-100 L ' a
0 5 10 15
filtrage median permettant d'éliminer les points aberrants
S - |
0 | |
0 5 10 15

Figure 11.68 : Suivi des sept cellules isolées identifiées darsetpence (c’est-a-dire pour un point de fréquence
donné) limitée a 15 images : une couleur par eellul
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Nous en déduisons le déphasage moyen entre dageipour chaque cellule (nofge
suivie dang images consécutives dont la vitesse de rotatioyemme ressort :

Ao (i)

Qi) =27 enrad.s' Equation 11.18

j—1
Jil]Z[qp(k +1)- ¢k)] et T lintervalle de temps entre 2 images conséest
Tdlka1

La vitesse de rotation pour le point de fréquermesidéré correspond a la moyenne des

avecA®, (i) =

vitesses déterminées pour chacune des n cellulewiesu dans la séquence :
18 : .
Qmoy(f )= ﬁiZ:l:Qmoy(l) Equation 11.19
A partir de la vitesse de rotation obtenue powqcie point de fréquence, il est possible
de tracé le spectre d’électrorotation (Figure l.p8ur I'expérience considérée (ici des levures
en suspension dans de I'eau distillée) ; le chdfredessus de chaque point indique le nombre de
cellules pour lesquelles la mesure a été réalisée.

) RS L S B IS 4 L B AL B IS RAL

1.5

=

rotation rate (rad/s"®)
=
m

0.4
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frequency (Hz)

Figure 11.69 : Tracé expérimental du spectre d'électrorotation
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V. CONCLUSION

Le dispositif mis en place permet de générerumiainterface graphique développée sous
Labview”, des tensions sinusoidales en quadrature dangamme de fréguences étendue. De
plus, un traitement d’images implémenté sous M&tlérmet, & partir des acquisitions vidéo
réalisées, la mesure de la vitesse de rotatiomalkdes que nous souhaitons suivre pour chaque
point de fréquence. Au final, nous avons mis awtpan protocole expérimental couvrant de
multiples aspects : de la génération du champ riaet a l'acquisition vidéo en passant
évidemment par I'élaboration du milieu d'immersktria préparation des cellules.

Ainsi, la plateforme expérimentale permet d’étudercomportement en fréquence de
cellules soumises a un champ électrique tournamplitude constante. Nous étudierons dans le
chapitre suivant la possibilité d’extraire les piéfgs électriques issues des mesures faites par

électrorotation.
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CHAPITREIIl : IDENTIFICATION PARAMETRIQUE

La caractérisation électrique des cellules reposd'&ude de leur réponse a un champ
électrigue et sur I'analyse de leur comportemenfoeation de leur état physiologique ou des
transformations qui ont pu leur étre apportées.dda axes importants est donc I'étude des
propriétés électriques basée sur l'identificatiangmeétrique a partir du spectre d’électrorotation
obtenu par la méthode décrite au chapitre précédent

De nombreuses techniques de caractérisation detjour a partir des différents modeles
mathématiques de cellules en exploitant la mesure :

- de la fréquence caractéristique (fréquence pounelig Re(K (w))=0) lorsque la

conductivité du milieu varie : une méthode permetdéduire les propriétés électriques de la
membranedf. équation 1.13 aussi décrite dans les articles 183, 162])

- du spectre d’électrorotation, donc de la vitesseotigtion en fonction de la fréquence,
[124, 141, 158]: il est possible d’évaluer lesgmaetres électriques de la cellule a travers
I'utilisation de méthodes de minimisation faisanbincider le spectre théoriqgue avec
I'expérimental.

Il est intéressant d’analyser la sensibilité ducteeaux différentes propriétés électriques
de la cellule. En effet, nous avons déja vu &f dpproche (chapitre | partie 1.2.3.), que les
propriétés électriques de la membrane prédomineribasse fréquence tandis que celles du
cytoplasme prévalent a plus haute fréquence. Lagtix suivants exploitent les méthodes

d’optimisation proposées par D. Voyer [163].

|. CARACTERISATION

Afin d’extraire les parametres électriques d’'unBute représentée par un modéle deux
couches, I'approche considérée est basée sur desdré d’identification par minimisation de
I'erreur entre spectre théorique et pratique. Drdppous analyserons l'influence des paramétres
a extraire sur toute la gamme de fréquence balpgé@ne étude de sensibilité. Ensuite, nous
présenterons les méthodes employées permettantalbérn de ceux-ci: elles sont basées sur
des spectres d’électrorotation théoriques ce quisnpermet d’analyser [efficacité des

optimisations proposeées.
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1. Méthodes appliguées au modele a deux couches

A partir de I'expression de la vitesse de rota#onfonction de la fréequence du champ
appligué (Equation 1.17), il est possible d’exteales paramétres de la cellule en utilisant des
algorithmes de minimisation ou de type « moind@sés ». Afin d’obtenir un résultat fiable, le
spectre est analysé dans son ensemble. Ainsintidm a minimiser pour permettre I'extraction

des parametres précédemment listés est la suivante

N

;[Qexp(w' )_Qsim(a)l )]2 Equation 111.20

avec Q,, et Q les vitesses de rotation expéerimentales et théesiqux différents points de

fréquence de la gamme balayée.
Pour la plupart des cellules, I'épaisseur de la brame est négligeable devant le rayon

de la cellule @i/R<<1). Aprés un développement limité d’ordre 1, 'Eqaatl.1 devient [164] :

£ =€ —gi* Equation 111.21
= - - quation 111
p mem

REmem + A&

2
m

Les cing parametres que I'on cherche a extrairelsdacteuré =

et les propriétés
électriques du cytoplasme (conductivité; (ens.m'l) et permittivité relative :&, ) et de la

membrane : capacitance&; ., et conductance G, qui sont respectivement définies par :

mem

&€ - }

Cmem =0 dmem (enF'm 2) Equation 111.22
g . .

G em = '("jem (enS.m 2) Equation 111.23

Dans ce qui suit, nous présentons les résultats id®tudes théoriques permettant de
mettre en évidence la possibilité d’apporter de<lamations aux procédures d’extraction
paramétrique habituellement employées. Dans ceegtaertains parametres ont été fixés dans

un 1 temps a des valeurs couramment rencontrés darlgtdeture. Ainsi, le milieu

d'immersion des cellules possede une permittietative £, de 80 et sa conductivitg, est
choisie égale &0 mSm™. Le rayon total de la ceIIuIéR+ d) est de 15 um. Par la suite, nous

étudierons également l'influence d’'une modificatd®o, et de R.
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Comme vu dans la littérature [165], les paramédrestraire peuvent varier suivant une
loi uniforme dans tout 'intervalle donné de vakudans le cadre de nos simulations, les plages

de variations sont :
- C,.n0[2030] mF.m? etG,,,0[081]x10° Sm™
- &, 0[60140 et o, 0[06:09] SM™
- ¢£0[3050] rad .57t

Gascoyneet al.ont étudié 'influence des conditions expérimesgadur la précision des
parameétres extraits des mesures d’électrorotalig]] Il s’avére que le résultat de la procédure
d’extraction est parfois loin des attentes dansddre d’expérimentations : par exemple, le
pourcentage des valeurs de la capacitance memiwagi estimé (appelé «niveau de
confiance ») avec une erreur relative inférieul® & (appelée « limite de confiance ») n'atteint
pas 40 %. Cette étude repose sur une analyseghéatiensemble (les paramétres sont extraits
simultanément) afin de connaitre les niveaux fialeur les parametres issus des expériences.
Ainsi, Gascoyne et ses collaborateurs concluentaytiabilité de I'extraction de la conductance
membranaire Gem €St mauvaise. Ils proposent, lors de I'utilisatienla méthode des moindres
carrés, de sacrifier ce parameétre en utilisant ulreunde plus grande conductivité afin de
minimiser la sensibilité du spectre adz

La procédure de minimisation est basée sur la rdétemmplex d’optimisation de Nelder-
Mead qui permet de trouver un minimum local d’'uoection de plusieurs variables [166]. Cette

méthode est souvent utilisée pour minimiser lationodonnée dans I'équation I111.21.

1.1. Considérations par rapport au spectre

Afin d’étudier la dispersion du spectre, on intritda variable aléatoireQ; :Q(fi )

correspondant a la vitesse de rotation pour chpqgirg de fréequence noteédont on peut obtenir

la valeur moyenne et la variance par tirages ausscessifs via la méthode de Krige [167]. La
Figure 111.70 représente la dispersion du spectedrorotation quand les paramétres varient
dans leurs intervalles bornés ; on constate que detpersion des valeurs du spectre dépend de
la fréquence. Le spectre médian présente deuxdpideequence qui correspondent aux pics de
résonance (basse et haute fréquences) et sornetal découplés. La dispersion est maximale
autour des pics et son importance est équivaleate fes deux pics. Par ailleurs, ceux-ci
interviennent toujours a la méme fréquence lorsiggeparameétres de la cellule qui sont a

extraire varient dans leurs intervalles bornés aaicjue les propriétés du milieu sont fixées. La
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1% résonance qui intervient en basse fréquence dégesgropriétés de la membrane, 1% 2
correspond a celles du cytoplasme (étude fait¢"athapitre partie 1.2.3.).

25

207 gpectremédian /

Br_ spectremédian \Var(Q, )

10+

vitesse de rotation en rad/s

10° 10° 10 10° 10° 10" 10"

fréquence (en Hz)

Figure 111.70 : Spectre d’électrorotation : spectre médian et spedsion

1.2. Analyse de sensibilités a partir de la vaganc

pY

Afin d’évaluer le poids attribuable a chaque parfaeémpliqué, une étude de la
sensibilité du spectre a chaque parametre estééalli’analyse de la variance permet donc
d’évaluer la contribution de chaque parametre @dpersion du spectre. Ainsi, la répartition de
la dispersion du spectre pourra étre connue ertifaindu poids des différents parametres afin
d’accorder plus d'importance aux plages de frégegnmoncernées. Cette analyse est aussi
exploitable dans les étapes d’identification partaiopde : I'impact de chaque paramétre sur le
spectre en fonction de la fréquence est pris erpto@vec un coefficient approprié qui dépend
de la fréquence.

Une approche globale permet de définir la répartites variances (partielle et totale) de
la grandeur de sortie en fonction des cing parasédr extraire. En effet, le théoreme de la
variance montre que celle-ci peut étre décompogéglsieurs termes (de variance partielle)
représentant les influences respectives des ditfepmarametres ce qui permet de découpler leurs
effets [168]. L'effet total imputé & un paramétret eéfini comme la somme des variances
partielles impliqguant ce terme. L’Annexe |V présetds équations de la variance partielle et de

I'effet total.
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Ainsi, la variance partielle et I'effet total rafat & un parameétre X sont définis
respectivement par (calcul en pourcentage) :

Poar (Qi |X):100x Var(Qi |X) Equation 111.24
VariQi )
Toar (Qi |X)=100x T\(;;(SEIJX) Equation 111.25

La dépendance de la vitesse de rotation a chacese pdoprietés électriques du

cytoplasme g; et &, indépendamment I'un de l'autre) est illustrée Feglll.71. Ainsi, les

propriétés électriques du cytoplasme ont bien upagh pour une gamme de fréguence
supérieure a 1 MHz. De méme, les propriétés étpms de la membrane interviennent bien en-

dessous de 1 MHz (Figure 11.72) ; la sensibilit¢ spectre a la conductance montre bien la

difficulté a extraire ce parametre en particulier.

variances partielles relatives (en %)
w
o

‘
10 10 10 10° 10 10° 10°
fréquence (en Hz)

Figure I11.71 : Variances partielles relatives aux propriétés épots du cytoplasme (en bleu, celle due a la
conductivité et en rouge, a la permittivité)

30+ “

201 |

variances partielles relatives (en %)

10

\ / \

\/ \

0 T I L L i i

10° 10* 10° 10° 10’ 10° 10°

fréquence (en Hz)

Figure 111.72 : Variances partielles relatives aux propriétés étpats de la membrane (en bleu, celle due a la
conductance et en rouge, a la capacitance)
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Afin d’évaluer l'efficacité de la fonction minimis¢ nous réalisons une étude théorique
portant sur des spectres numériques. Ainsi, latimmaconsidérée a minimiser est la quantité

globale (notée Y) définie par :
Y = Z(Qi - E(Qi ))2 Equation 111.26

avec E(Qi ) la valeur moyenne de la vitesse de rotation autpl@riréquence considéré.

La contribution des parametres a la dispersion destYévaluée d’apres les équations
[11.24 et 111.25 (Tableau 111.5) ; X correspond garamétre sur lequel I'analyse est effectuée. Le

parameétreé a un effet prépondérant par rapport aux autresogtiglobalement une variance
partielle inférieure a 5 % et un effet total iné&n a 10 % sauf pous, , . En effet, la vitesse de

rotation est proportionnelle & ce qui montre l'intérét de conserver un champ w@oridans la

zone ou le mouvement des cellules est observé iexgrialement.

X Pvar(\f x) en% Tvar(\f x) en%
o, 0,4 8,1
&, 4,4 25,6
G 0,0 0,6
C 1,5 1,7
¢ 66,4 91,3

Tableau III.5 : Analyse de la variance de Y

Avec l'analyse de variance, il apparait que lesupatres ont des poids différents suivant
la fréquence. L'idée que nous avons développéajastia pondération du spectre par des
coefficients judicieusement choisis pourrait augraela sensibilité par rapport a un parametre et
ainsi maximiser l'influence d’'un paramétre lors ste extraction qui en serait améliorée. Dans
cet objectif, il est intéressant de reconsidérgrédléme non pas sur I'étude du spectre en entier
mais en le pondérant par des poids appropriés déperde la fréquence. Cette approche
présente un fort intérét ; en effet, nous avonguell'influence des propriétés de la membrane et
celles du cytoplasme n’intervenaient pas dans Emes gammes de fréquence.

1.3. Pondération

Il est donc utile de pondérer Y par un coefficigat dépendra de la fréquence afin de

focaliser le calcul dans une gamme de fréquencaroparameétre est significatif, ainsi, nous

définissons la formulation suivante :

Y pond Za( _E( )) Equation 111.27
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Daprés les résultats (Tableau [1.5), le choix lionéhaire  du

coefficienta; = Pvar(Qi|X) qui mesure la dispersion du spectre due au paramétparait
intéressant. Par ce procédé, il est difficile dest simultanément tous les parametres. En le

reconsidérant et en essayant d’extraire les paraméin plusieurs étapes, il est possible

d’appliquer cette procédure de minimisation auxédénts parametres a partir des contributions

de chacun d'entre eux. Ainsi, l'analyse de la varé effectuée poun; =P, (Qi|X) avec

var

X D{ai & 1 Grrem Cmem,f} pourra étre utilisée et optimisée.

ir?
Le Tableau lll.6 résume I'ensemble des résultatssiaobtenus. Il s’avere que le

coefficient a; = Pvar(Qi |{) est un mauvais candidat ; en effet, le factéuprésente pour ce
coefficient la variance partielle la plus imporeu(81 %) et I'effet total de,, (12,5 %) montre

I'existence d’une interaction entre les paramefrest ¢ , .

a, = Pvar(Qi |X)
X O i Grnem Crem ¢
o, 1,6 08 0,0 0.2 0.2
£, 14,0 14,7 0,0 0,0 1,9
Pvaré\r(:;:JX) Grem 0,0 0,0 01 01 0,0
Crem 0,1 0,0 33 11,4 1,6
¢ 21,4 12,6 56,1 79,7 81,0
o, 19,6 20,1 1,7 5,9 43
£, 71,2 79,1 0,0 0,0 12,5
Tvare(\r:‘;ﬂx) Grern 0,0 0,0 2,6 1,8 0.9
Conem 06 0,0 40,2 13,6 1,8
é 72,7 73,5 96,1 87,3 95,6

Tableau I11.6 : Analyse de la variance d¥,,,4 quand{ai v 1+ Grmem Crnems rf} sont inconnus

En comparant le Tableau 111.6 avec le Tableau Jlli.5’avere que la variance partielle

imputée aC,_.., mem

(cas oua; = PV‘,M(Qi ‘C ) repéré par le symbole « * ») est multiplié pariemy

10 entreY etY,,, ; linfluence de tous les autres parametres diemibien que celle dé
demeure importante. Ce candidat est donc expleitphisque les variances partielles dues a
C..em €t @& sont respectivement de 11,4 % et 79,7 %. L'etidltcouplé avew, est de 5,9 % :

afin de Pannuler, une solution consiste a chdisicoefficient, = P, (Q, ‘Cmem) P. (@ o )

var
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En réalité, plusieurs choix guidés par le but diden des effets sont possibles et
amenent, au final, a des résultats analogues ¢ @nocédure identique présentée ci-apres. Il est

ainsi possible de choisir le coefficient, = P, (Qi‘Cmem) Pvar(Qi‘ai) comme nous l'avons

auparavant présenté ou encare = Pvar(Qi |E)/vaar(Qi ‘ai )x Pvar(Qi ‘ei )] qui permet d’annuler
I'effet total couplé def aveco, et ¢, .

Quelles que soient les valeurs des autres paranéire . et & sont les premiers
parameétres gu'’il est possible d’estimer. En effes, poids de la variance partielle et de I'effet

total dus aux parametres, , ¢, et G, sont inférieurs a 3 %. Ainsi, lorsque les valedes

mem

C.em €t ¢ sont auront été identifiées, les inconnues ressesgront alorg, , &, etG

mem*

En reprenant I'étude poua, =P, (Qi|X) avec X D{Ji V&

var

G.nf, Il S'avere que

i

I'effet total deG,,,, est nul poura, = Pvar(Qi fi,r)- Ainsi, 'estimation deg, et ¢, est réalisable

mem

indépendamment de la valeur @,.. Il est enfin possible de détermin&, a partir du

spectre initial puisque tous les autres paramatyesalors connus.

Les étapes successives exposées ci-avant au rdgarglariances dans lesquelles les
parameétres sont impliqués est une procédure denmsaion qui permet, par des choix
appropriés, de quantifier chague parametre et deroaractériser la cellule d’aprés son spectre.

L’efficacité de I'approche proposée a été évaluéar chaque parametre a partir de
I'élaboration de 200 échantillons de spectres niqués (Figure 111.73).

100

50 / Oi .
0
0
0

Eir B

3
c
L 5 10 15 20 25
g 100 ; ‘ : —
8 -
E 50 G .
S / m
é 0 | | | |
° 5 10 15 20 25
& 100 — ‘ : ‘
: /
o
50 | Cm .
0 L L L L
0 5 10 15 20 25
100 ‘ ‘ : ‘
50/ 13 .
0 | | | |
0 5 10 15 20 25

limite de confiance (en %)

Figure 111.73 : Résultats obtenus avec la méthode de minimisatborpondérée (bleu) et avec pondération (vert)
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L’'apport de la pondération se voit a travers latinde confiance ; en effet, celle-ci est :

- =2 fois inferieure a celle obtenue sans pondératan les valeurs de,  estimées,
- équivalente et plus petite que 5 % paur,C,. eté

- et pour G les valeurs estimées pour tous les échantillemé atteintes pour un

mem?
indice de confiance de 20 % contrairement a la ou&tsans pondération.

La procédure de minimisation par pondération ests pprécise et I'apport pour
I'extraction des paramétres n’est donc pas nédigea

1.4. Optimisation

Les résultats obtenus précédemment peuvent étrdioadsé en utilisant un outil
mathématique plus approprié pour exécuter la mgation. En effet, il est possible d’optimiser
la méthode de Nelder-Mead avec de légéres modifitatCette méthode est trés utilisée car elle
est robuste, il s’agit d'une méthode d’ordre zéwoprésente donc I'avantage d’étre rapide. Elle

est locale et basée sur la comparaison des vattuia fonction aux(n+1) sommets d’'un

simplexe, n étant le nombre de variables dont dépefionction a minimiser. Le minimum est
cherché en modifiant le simplexe a travers desatipéis (réflexion avec ou sans expansion,
contraction). Un inconvénient est que cette teamnigapplique a des problemes dont les
variables ne sont pas bornées d'ou le risque deecger vers un minimum local sortant du

domaine de variation des parametres. Afin de peeedrcompte les bornes de notre probleme,

nous utilisons une substitution de variable : laalde X D[X Xmaxj peut étre remplacée par

min ?

la variable O]~ w,+o0o] comme suit :

+ X X =X .
min_ 4 { x L max min Equation 111.28

2 ll+(2 2

Cette substitution permet de changer un domain&raiohen un domaine qui ne I'est

pas. Plus généralement, elle permet de changerrainleme de minimisation libre en un
probleme de minimisation contraint. Ainsi, elle esappliquée aux deux méthodes de
minimisation précédemment comparées. La proceédiliséa par Gascoyne [126] est appelée
par la suite minimisation non pondérée et non eamit, la procédure proposée précédemment
est appelée minimisation pondérée et non contrairteutilisant la substitution, la premiere est
alors nommée minimisation non pondérée et congraiahdis que la seconde est nommée

minimisation pondérée et contrainte. Les résuliatg présentés ci-apres dans la Figure I11.74.
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Figure 111.74 : Résultats obtenus avec la minimisation ni pondéréentrainte (en bleu), pondérée et non
contrainte (en vert), non pondérée et contraimadeage) et pondérée et contrainte (en noir)

La substitution de variables apporte une meillqargxision des résultats dans les deux
cas méme si la technique de minimisation qui comi@s deux améliorations (pondération et
mise sous contrainte) donne des résultats equigadela méethode de minimisation non pondérée
et contrainte.

La distance normalisée entre les spectres expéiameret ceux simulés est définie par

Z[Qexp(a)I )—Qsim(a), )]2 / Z[Qexp(a), )]2 . En analysant cette distance, il apparait quéstarnte

atteinte, en utilisant la méthode de minimisati@mtrainte, est souvent inférieure quand le
spectre est pondéré : la procédure de minimisafjon allie les améliorations proposees :
pondération et substitution est meilleure mais plique pas que l'erreur sur I'identification de
parameétres soit systématiquement et significativeméuite.
En conséquence, l'identification paramétrique heddiement utilisée peut donc étre

considérablement améliorée par :

- la réduction des interactions entre parameétreserebBs en appliquant des poids
appropriés au spectre d’électrorotation : la poaiitem,

- la prise en compte des bornes des parametres chéseen combinant une simple
opération mathématique appropriée avec la méthadanshimisation de Nelder-Mead : la

substitution de variable.
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Les résultats pour l'analyse de variance, la paidtér et les diverses méthodes
d’optimisation proposées ne sont pas influencéd’approximation portant sur la permittivité
équivalente de la cellule lorsque celle-ci est nlisdé par un modele monocouche dont

I'épaisseur de la membrane est négligée (équalti@o).
2. Modele a trois couches

Bien que les cellules soient des structures hédéwegy un modeéle a 2 couches (Figure
[.11) est souvent utilisé pour leur caractérisat@ectrique [41]. Cependant, pour certaines
cellules comme les levures (comportant une pargiles de leur membrane), un modeéle a trois
couches semble plus réaliste (Figure 1.40).

Nous nous intéressons aux méthodes de minimisatiatiisant pas la procédure de
pondération malgré I'intérét de I'analyse de vacem; en effet, dans le cadre d’'un probleme a 7
inconnues la méthode serait plus conséquente. atémgu .15 qui consiste a considérer le
modéle de la cellule a trois couches est ici @lis

Les plages de variations des paramétres rechesuds(nous avons répertorié des

données d’apres les références suivantes : [122 1B®, 159]) :
- C,.,0[69] MFmM? etG, 0[051] kSm™
- &, 0[2080 eto, 0[0915] Sm™
- &0J15] rad .7t

- £, 0[5070] et o, 0[1636]x102 Sm™
Les donnés fixes du probléme sont :

- &,, =80 eto, =50 mSm™
- R=3 um,

- épaisseursd =8 nm (membrane) ee =200 nm (la paroi)

Les résultats obtenus pour les différents parametomt donnés sur la Figure 111.75.
Contraindre la minimisation donne un résultat haeil et plus rapide pour la conductance
membranaire qui est toujours le parametre le piffisite & obtenir. Les parametres électriques
de la paroi sont atteints pour une limite de cordfede 15 % dans le meilleur des cas. Ainsi, il
est possible d’extraire les 7 parameétres maisrdisetéressant de développer la méthode de
pondération dans le cadre de ces minimisations.effet, I'influence du cytoplasme est
clairement identifiée en haute fréquence pour oisde partie du spectre mais I'ajout d’'une

couche autour de la membrane ne permet pas di@ertiairement la contribution de celle-ci au
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spectre étant donné que celui-ci comporte un seulg@présonance pour Ia‘ir?lpartie du spectre

qui correspond aux basses fréquences.
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Figure 111.75 : Résultats obtenus avec la méthode de minimisatiatra@inte (en rouge) ou non (en bleu)

Il. SENSIBILITE

Apres I'étude portant sur la comparaison de diffées approches permettant I'extraction
des parametres cellulaires pour un modele 2 couctmess évaluons l'influence de différents

éléments a prendre en compte, tels que les plagesmudation de parameétres a extraire, la

conductivité du milieu d'immersion des celluledaetaille de celles-ci.
1. Influence du choix des plages de variationspdgametres

Les plages, dans lesquelles les parameétres redsevanient, ont une influence sur la
rapidité, la limite de confiance de la démarchalehitification paramétrique. Par ailleurs, la
méthode d’optimisation pour l'identification la glappropriée peut difféerer d’'un parametre a
l'autre. Ainsi, a partir des valeurs moyennes pidéoément obtenues, les plages des données

étudiées correspondent & une bande ti@ % (Figure 111.76) et+ 30 % (Figure II.77).

Pour une largeur de-10 %, il apparait que la méthode de minimisation poéeést

contrainte est la meilleure pour tous les parameétla seconde méthode est celle de la

minimisation pondérée et non contrainte. La lind&e confiance pour tous les parametres est

inférieure a 5 % excepté pour la conductance memaie (< 20 %).
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Figure 111.76 : Minimisation ni pondérée ni contrainte (en blewyng@érée et non contrainte (en vert), non pondérée
et contrainte (en rouge) et pondérée et contrémtenoir) pour une largeur de bandex20 %

Pour une largeur de 30 %, la pondération apporte une meilleure efficagiilaire

dans les cas avec ou sans contrainte. Il en repsea substitution de variables donne de moins

bons résultats pour 'ensemble des paramétres qureuyme largeur de bandel0 %. La limite

de confiance pou{ai +Crems E} est inférieure a 10 %, pouy, elle avoisine les 20 % tandis que

pour G,...., elle est supérieure a 25 % (le niveau de condiast= 75 % pour cette limite).

100

niveau de confiance (en %)

| |
0 5 10 15 20 25
limite de confiance (en %)

Figure 111.77 : Minimisation ni pondérée ni contrainte (en blewyng@érée et non contrainte (en vert), non pondérée
et contrainte (en rouge) et pondérée et contré@mtenoir) pour une bande de30 %
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La sensibilité du spectre{éri ,Crrem E} indique que ces parametres seront les plus $acile

a extraire. Quant aux resultats obtenus pBYy,, iIs montrent bien la difficulté a extraire ce

paramétre en particulier. Les parameétres ont ura@ingifférent dans des plages de fréquences
différentes du spectre, ainsi, une identificatiangonétrique en plusieurs étapes comme l'analyse

de variance montre bien que la minimisation pardgoation est optimale.
2. Effet de la conductivité du milieu de suspension

D’aprés l'analyse de variances, il apparait une ifitadion en faisant varier la
conductivité du milieu ), condition que nous pouvons en effet ajuster pams expériences
(par exemple, via ajout de KCI) (Figure IIl.78). Eugmentanto,,, dans les limites des

conditions expérimentales possibles, 'identificatiparamétrique des propriétés membranaires

est plus précise. En effet, I'impact du pic devighis important par rapport au spectre
d’électrorotation pris dans son ensemble. Commd-igure 1.42, o, intervient sur le pic de
basse fréquence sur lequel influent considérablehasmpropriétés membranaires.

30

20+

10+

-10+

vitesse de rotation en rad/s

20+

=30+

10° 10° 10 10° 10° 10" 10”

fréquence (en Hz)

Figure 111.78 : Influence de la conductivité du milieu d'immersion

En basse fréquence, la conductivité du milieu agparametre important-—m <<1 ce
o

m

g,
£ _m
qui implique pour le facteur de Clausius-Mossottiyyation 110=>_ @ [116].
£,-2j I
w
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3. Sensibilités selon la taille de la cellule

A présent, nous conservons les plages de variatittales (données partie 1.1.1.), seul le
rayon de la cellule est divisé par 3, pour étréé f&x 5 um (cas de nombreuses cellules
eucaryotes). En comparant les analyses de variait@des (Tableau 111.5 et Tableau 111.7), il
s’avere que :

- les variances partielles o[@mem, E} augmentent légerement,

- les variances partielles ({ai V& Gmew} diminuent légerement,

iro

- les propriétés électriques du cytoplasme ont uet défital moindre contrairement a

celles de la membrane.

X Pvar(\f x) en% Tvar(\f x) en%
o, 0,3 7,5
£, 3,8 21,3
G, 0,0 0,1
Coen 1,8 2,0
e 71,0 92,1

Tableau II.7 : Analyse de la variance de Y pour un rayon de celiigd 5 pm

On peut voir une influence de la taille de la dellsur le spectre d’électrorotation dans
son ensemble (Figure 111.79) : 'amplitude des pieste similaire malgré une modification de
leur position (méme si les gammes de fréguenceiaddnée restent quasi-inchangées). Cela

pourrait expliquer les faibles différences au nivda I'extraction des parametres.
0.3

0.2

0.1

Ott, ——

-0.1

-0.2

-0.3

-0.4

vitesse de rotation moyenne (en rad/s)

-0.5

-0.6 Ll . \\\HH\\( . H/\/um Ll Ll . L
10° 10" 10° 10° 10’ 10° 10°
fréquence (en Hz)

Figure 111.79 : Simulation de spectres pour des cellules de ray®n 10 et 15 pm
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Par ailleurs, nous avons vérifié que la taille deltules n’influence que trés sensiblement

I'efficacité des quatre méthodes de minimisation.

I1l. CONCLUSION

L’analyse de variance est un support pour les na&hale minimisation ; en effet, grace
a cette approche, il est possible de déterminedifé&rents poids a appliquer au spectre au
regard des variances partielles de chaque parastades effets totaux dus aux interactions entre
eux. Par ailleurs, elle permet aussi de visualisapact des propriétés des différentes couches
sur le spectre et donc de définir la gamme de &Bge ou ceux-ci prédominent.

Les méthodes d'optimisation par minimisation pr@@ss permettent d’améliorer
considérablement les méthodes d’identification mp&taique habituellement utilisées, en
particulier pour I'extraction de la conductance rbeamaire, parametre le plus complexe a
extraire. Ainsi, il apparait erflieu que la pondération du spectre d’électrorotapiar choix de
coefficients appropriés dépendant de la fréquersmngt de réduire les interactions entre
paramétres recherchés. ENf fieu, la contrainte (les paramétres sont alorsé®rvia une
substitution de variables) des méthodes (pondéuéeon) permet d’améliorer la procédure de
minimisation sans pour autant améliorer nécessaimerat significativement l'erreur sur les
résultats obtenus.

La prise en compte des bornes est une étape pguella nous devons apporter une
attention particuliére suivant le parametre. Eetefine gamme de variation trop importante peut
entrainer une incertitude sur le résultat obtenuyp@eticulier, pour la conductance membranaire).
D’autre part, un choix approprié permet d’avoir uméthode de minimisation plus rapide.
Répertorier les données de la littérature, comnues liavons fait, est donc nécessaire.

La distance entre électrodes du microsystéme rsajpafluence, le choix est donc laissé
a l'utilisateur en fonction du champ électriqueibjsbuhaite appliquer aux cellules, et de la taille
des cellules, tout en garantissant un minimum efattions possibles entre celles-ci [152].

Le choix de la conductivité du milieu a son impoda dans I'extraction des parametres,
notamment ceux de la membrane. En effet, plusiductivité augmente, plus le poids du pic de
basse fréquence augmente ; cependant, on dogrvailjarantir que I'élévation de température,
faisant suite au choix d’'une conductivité plus ékvne nuit pas a la viabilité cellulaire. Une
solution pourrait étre [l'utilisation d’'un module affet Peltier pour le contréle et le
refroidissement du substrat en cours d’expérieRoewr des fréquences inférieures a quelques

dizaines de MHz, le comportement diélectrophorétida la cellule peut étre modifié en faisant
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varier la conductivité du milieu, en particulierlleeci a une influence sur la valeur de la
fréquence caractéristiqgue. Ceci peut s’avérer,utiées la mesure ou notre instrumentation ne
nous permet pas d’atteindre, pour des signaux cidasx, des fréquences dépassant les 80
MHz. Des chercheurs ont d'ailleurs mis au pointr |[ptopre carte électronique permettant de
générer des signaux sinusoidaux en quadrature IpHactrorotation, dans une gamme de
fréquences allant de 100 Hz a 1,6 GHz [136], cepgumet d’affiner la mesure des paramétres
du cytoplasme. La génération de signaux carrésuadrgture, plus simple, peut également étre
envisagée [127] mais elle risque d'impliquer laenén ceuvre d’une éventuelle compensation de
I'influence des harmoniques générés.

Actuellement, la procédure de minimisation par léthomde de pondération se fait
manuellement, la perspective serait de 'automiaéseeci pour des modeles a n couches.

Nous avons regardé la différence entre le spectmgem et le spectre médian ; les
paramétres d’entrée varient dans les plages datiaridonnées en 1.1. Le premier est défini en
prenant pour chaque point de fréquence la valewemte de la vitesse de rotation pour les
parametres d’entrée. Le second est défini en ptdaaraleur moyenne des parametres d’entrée.
Sur la Figure 111.80, on constate un faible écatre les spectres médian et moyen au voisinage
des pics de résonance. Il faut noter par ailleussa@pt écart dépend de la plage de variation des
parametres d’entrée. Expérimentalement, nous faiomoyenne de la vitesse de rotation des
cellules pour chaque point de fréquence. Il sdrdéressant d’opérer en faisant le suivi de
cellules sur toute la gamme de fréquence puis grenmant les spectres obtenus.

15 T

// g \\
10F // \\\ _
spectre moyen // \\\
5F spectre médian \\ B
© N
® or N
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T \
<] \\ //
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° \
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1%} \ /
2 -15f \ / q
2 \ /
20}t \\// il
_25 L Lol ol L Lol L Lol ol L Lo
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Figure 111.80 : Spectre d'électrorotation : spectre moyen et speutdian
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CHAPITREIV : APPLICATIONS ET DISCUSSION

A travers les deux chapitres précédents, nous adeécsit le déroulement de nos
expériences et les moyens d’acquisition utiliséss,Fhous avons réalisé une étude de techniques
d’extraction des parameétres électriques des csllplar identification a partir des spectres
d’électrorotation générés numeériqguement. Dans trecale nos expérimentations, le spectre
d’électrorotation correspond au spectre moyen r ghaque point de fréquence, on mesure la
vitesse de rotation moyenne des cellules (Figur@Oi).

Dans ce chapitre, le comportement diélectrophaxétides cellules est étudié d’apres le
relevé expérimental de leur spectre d’électrorotatiparfois complété par la mesure de la
fréquence caractéristiqgue obtenue a partir d’eepégs de diélectrophorése conventionnelle, qui
correspond a la fréquence pour laguelle la paggie du facteur de Clausius-Mossotti s’annule.

Différents parametres influant sur le comportentiéliectrophorétique sont étudiés selon
le type de cellules analysées comme :

- la conductivité électrique du milieu d’'immersion
- l'effet d’'un traitement thermique ou enzymatique
- la composition lipidique de la membrane

- la conductivité du milieu interne

|. COMPORTEMENT CELLULAIRE: LES LEVURES

1. Evolution fréquentielle

L'étude fréquentielle des levures vivantes perneetiéterminer les gammes de fréquence
pour lesquelles les propriétés des différentes loemiqorédominent. Ainsi, il serait possible
d’envisager une détection des modifications de artement diélectrophorétique des levures en
fonction de leur état physiologique, d’'identifieneuespéce d’'aprés des propriétés définies a une
fréquence établie. Les milieux de suspension ssautf indication contraire, principalement
composés d’eau distillée avec ajout de KCI poustaejusa conductivité.

1.1. Parametres électriques

Les levures utilisées sont de ty@accharomyces cerevisiat présentent une forme
sphériqgue et des diameétres moyens de l'ordre dem6 (Ques cellules, de type eucaryote
unicellulaire, présentent une structure composée dytoplasme entouré d’'une enveloppe
externe comportant deux couches : la paroi cetkilei la membrane. Le modele analytique qui

en résulte découle de celui décrit dans"leHapitre pour la sphére a 3 couches (équatio. 1.15
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L’homogénéité d'un type cellulaire comme celui-ct delle que les spectres tracés
présentent de faibles écarts-types (Figure IV.819us rappelons ici que le spectre relevé est
obtenu en mesurant la vitesse moyenne de rotaoiiedsemble des cellules suivies par
traitement d'images pour chaque point de fréquebes.levures d’'une méme espece, dans un
méme état physiologique et a des stades d’évolggéonblables, présentent des comportements
diélectrophorétiques analogues dans des condigpérimentales identiques

Les levures vivantes manifestent une rotation darsens inverse du champ électrique
tournant appliqué jusqu'a une fréquence de prég.1& Hz au-dela de laquelle le sens de
rotation devient identique a celui du champ. Le gicrelaxation en basse fréquence est situé a
4.10 Hz et est principalement di aux propriétés dedabrane qui est, ici, non-conductrice. Le
pic de relaxation en haute fréquence n’est pasrofisie dans la gamme de fréquences que nous
atteignons (80 MHz) mais le comportement a plugdsafréquences est essentiellement induit
par la différence entre les propriétés électriqiesytoplasme et celles du milieu d’immersion.
Par ailleurs, I'ajout d’une couche au modele n’ilgpé pas I'apparition d’'un pic de relaxation.
D’aprés les données du paragraphe 11.3.1. du aleapiet I'étude faite au chapitre 11l 11.2., la
conductivité du milieu est choisie & 50 mS.m

15

AN

1,00E+04 T 1,00E+05 1,00E+06 1,00% 1,00E+08

vitesse de rotation (en rad/s/V?)
o

S
o

-15

fréquence (en Hz)

Figure IV.81 : Spectre d'électrorotation des levures vivantesesgies moyennes de rotation et écarts-types
Le rayon du cytoplasme est pris égal a 3 um eépessseurs de la membrane et de la
paroi sont respectivement de 3,5 et 200 nm [12%)aAir du spectre relevé et en fixaat,,a
1125 S.rif d’aprés [124], nous avons extrait les propriétéstéques suivantes :
- cytoplasme o, = 14S.m* et &, =60
- membrane :C__. = 76mF.m>

- paroi o, =11mS.m* et g

i,w

=749
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Les paramétres électriques extraits pour les @iffissrcompartiments de la levure sont en
accord avec la littérature [136]. La conductancenbm@anaire est aussi extraite mais les deux
méthodes d’optimisation utilisées ne permettent g&sre affirmatif quant a cette donnée
d’apres I'étude faite dans le chapitre Il ; ce mpwi nous avons fixé cette inconnue. Il apparait
que le cytoplasme a une conductivité importanteque peut expliquer le comportement
conducteur de la cellule a partir de 10 MHz etdealj en partie, I'étude en fréquence de la
permittivité complexe de la cellule réalisée dan#l chapitre (Figure 1.12).

1.2. Influence du milieu

Le comportement diélectrophorétique des cellulgedé aussi des propriétés électriques
de leur milieu d'immersion. Ainsi, le milieu de g&mnsion composé principalement d'eau
distillée a une permittivité relative de 80 ainsiupe conductivité électrique initialement nulle
que I'on pourra ajuster avec précaution (se réf@uerhapitre 11 2.1.).

Pour des levures vivantes soumises a des miliewondductivités différentes (les autres
conditions expérimentales restent inchangées), bserse une modification du spectre
d’électrorotation comme cela apparait sur la FigM@82. Le pic d’électrorotation en basse
fréquence voit sa position décalée en fonctionadealeur de la conductivité du milieu comme
vu au chapitre Il 11.2. De méme, la fréquence plaguelle se produit une inversion du sens de
rotation des levures est aussi décalée. Danstéaaliire, de nombreux travaux s’attachent a
I'évaluation des propriétés électriques de la memdr, ainsi, le choix de la conductivité du
milieu permet un décalage de la partie basse dutrgpet la détermination de ces propriétés. En
effet, on peut voir que la fréquence de changerdergens de rotation des cellules passe de 1
MHz & 20 MHz pour des conductivités comprises ehtteet 50 mS.ih

15

—&—1,1mS/m
—#—9 mS/m
50mS/m

05

0
1,0cﬂ_\k\
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vitesse de rotation (en rad/s/V2)

-15

fréquence (en Hz)

Figure V.82 : Spectres d'électrorotation de levures dans deguilprésentant différentes conductivités



2. Intégrité membranaire

Afin d’étudier le comportement diélectrophorétiqies levures en fonction de leur état
physiologique, nous avons soumis les levures de3gacharomyces cerevisiaedeux types de
traitements différents : thermique et enzymatique.

2.1. Traitement thermique

Les échantillons de levures vivantes subissentain thermique a 75°C pendant trente
minutes, ce traitement thermique ayant pour eftettwkr les levures. Pour mettre ceci en
évidence, nous avons utilisé le colorant « bleuTdgan », qui donne une teinte bleue aux
cellules mortes. Ce colorant pénéetre en effet dlansemble des cellules, mais celles possédant
une source d’ATP — molécule énergétique — peuverntejeter dans le milieu extérieur par
I'action de leur barriere cytoplasmique active. g\jnune cellule vivante pourra exclure cette
molécule et ne sera pas colorée ; a linverse, eglile morte n'aura pas les moyens de
I'expulser et deviendra bleue en raison de la déstration de ses couches externes. Par ce
moyen, il nous est possible d’évaluer aisément a@rascope la viabilité des cellules. Ce
colorant nous a aussi permis de vérifier, au tediegpérimentations conduites sur des levures
vivantes, que la viabilité des cellules n’a pasaétéctée par I'application du champ électrique ce
qui est en accord avec les études répertoriéedaaegue écrite par Pethig et Markx [169].

Il apparait sur la Figure 1V.85 une nette différemte comportement diélectrophorétique
entre des levures vivantes et des levures mortssldvures ayant subi un traitement thermique
inversent leur sens de rotation dés 50 kHz. Pogafame de fréquences comprises entreefl0
10° Hz, il est possible de distinguer les levures niga des mortes étant donné que les premiéres

tournent dans le sens opposé au champ contrairemersiecondes.

T T T T
15 T T T T
| [

—4— cellules vivantes

—#— cellules mortes

o
@

o

1,00F

vitesse de rotation (en rad/s/\?)

s
&

-1,5

fréquence (en Hz)

Figure 1V.83 : Spectres d’électrorotation pour des levures vivaatamortes a la suite d’un traitement thermique
dans un milieu de suspension & 1,1 m5.m
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Les expériences sont ici réalisées dans un milewahductivité égale a 1,1 mS'm
[124]. A partir du spectre relevé pour les levumesrtes dans un milieu de conductivité égale a

1,1 mS.nT, nous avons extrait les propriétés électriquedlif&rentes couches (Figure 1V.84):

- cytoplasme g, = 008.m* et &, =170
- membrane :G,__, =14kS.m* et C.ory = OL6MF.M™
- paroi: o, = 006S.m* et &, =60

Les levures présentent toujours une structure aughes malgré une dégradation du
mécanisme de la membrane : la chaleur modifie &oigation des queues non polaires des
lipides de la membrane et donc du systeme d’échamgegue [170, 171]. Il apparait que les
parametres des levures sont modifiés par le traiérthermique. En effet, la conductivité du
cytoplasme est plus faible ce qui explique en eajtie le second pic soit décalé vers de plus
basses fréquences. La conductance membranaireigstnportante : le comportement isolant de
la membrane en est inhibé. Le pic de relaxatiobasses fréquences est principalement dominé
par les propriétés de la membrane ; en effet, tawctivité de la paroi modifie sensiblement
'amplitude du pic mais la position reste inchangiée regard de simulations de spectres

théoriques a partir du modele 3 couches.
1.2

simulé

vitesse de rotation (en rad/s/\V?)

fréquence (en Hz)

Figure IV.84 : Tracé des spectres simulé et expérimental desdsvoortes

Les T essais réalisés sur des levures mortes avaieeffétdués aprés avoir passé ces
derniéres au bleu de Trypan afin de s’assurereféichcité du traitement. D’autres essais ont

ensuite été accomplis sur des levures soumisemernraitement thermique, mais cette fois-ci
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sans ajout de solution au bleu de Trypan dansdigilon. La Figure 1V.85 montre l'influence
de I'ajout de bleu de Trypan dans le cadre de rRpéréences.

Le milieu de suspension utilisé a une conductid&éd mS.nt. Dans le cas de I'ajout du
bleu de Trypan, il apparait une faible modificatoiun comportement des levures qui résulte en
partie de la conductivité de la solution au bleurdgoan qui porte ainsi la conductivité du milieu
d'immersion & 7,2 mS.th La solution de bleu de Trypan (réalisée sousehatst obtenue de la
facon suivante : 0,2 mg de poudre de Bleu de Trygmart mis en suspension dans 10 mL d’eau
distillée. Sa conductivité est mesurée a 1,7 Sl solution est ensuite diluée : ¥ en volume
est ajouté a I'échantillon traité.

Les levures ayant absorbé du bleu de Trypan nemers pas de différences notables sur
les hautes frequences. Il est difficile d’interprétci l'influence du bleu de Trypan sur les
propriétés de la cellule : en effet, nous ne poavestimer la quantité assimilée par le
cytoplasme. Les comportements des levures morss#pa ou non au bleu de Trypan ont aussi
été comparés par diélectrophorése conventionrietier les 2 cas, la fréquence caractéristique
relevée avoisine les 10 MHz.

De méme, nous avons relevé les spectres pour dasdevivantes dont la solution
d'immersion contenait du bleu de Trypan dans lema®proportions. Seules des modifications
du spectre dues a la différence de conductiviténdieu d'immersion ont été remarquées : les
spectres présentent une méme allure ainsi que itkssas de rotation similaires pour chaque

point de fréequence étudié.

0,7

0,6

—— |evures mortes passées au bleu

—#A— levures mortes seules

0,5

0,4

0,3 1

0,2

vitesse de rotation (en rad/s/V2)

0,1+

1,00 N

-0,1

fréquence (en Hz)

Figure IV.85 : Spectres d’électrorotation pour des levures mqréssées ou non au bleu de Trypan
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2.2. Traitement enzymatique
Le traitement enzymatique permet d’obtenir desgpiasstes de levures [172] c’est-a-dire
des levures dénuées de leur paroi mais consermannembrane plasmique intacte . La paroi est
détruite par digestion grace a utilisation d’'uneyene (la lyticase). Aucun changement de forme
n'est observé sur les levures, seul le contrasteniseau membranaire est plus faible au
microscope dans le cas des protoplastes ; cettenab®n (Figure 1V.86) parait tout a fait
cohérente dans la mesure ou la paroi est détruire.

Figure 1V.86 : Destruction de la paroi cellulaire : levure a) &vetrb) apres le traitement enzymatique

La Figure 1V.87 présente le spectre moyen et lesrt@types obtenus pour des
protoplastes de levures placés dans un milieu dérsion de conductivité égale & 50 m3.m

0,2

0,1

0,0
1,00E+04

1,00E+06 1,00E+08

-0,1

J

-0,3

vitesse de rotation (en rad/s/V2)

-0,5

fréquence (en Hz)
Figure V.87 : Spectre d’électrorotation des protoplastes de &s/uspectre moyen et écarts-types
Dans des conditions expérimentales similairesailese que la fréquence pour laquelle
s’effectue le changement de rotation des cellidesitae autour de 10 MHz pour les protoplastes
et de 15 MHz pour les levures vivantes intacteguié IV.88). Par ailleurs, les protoplastes ont
un comportement similaire aux levures normalesté&anné que la position du pic en basse

fréquence ainsi que le sens de rotation est le ng&mka gamme de fréquences étudiée. Il est a
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noter que la vitesse de rotation est affectéevateur est divisée par pres de 2,6 fois pour le pic
en basse fréquence et environ 8 fois pour la frécpide 80 MHz.

12

0,8

0,4

1,00E+05 E+06 «00E+0 1,00E+08

vitesse de rotation (en rad/s/V?)
o
o

0,4

-0,8

/./. —&— protoplastes de levure
—#— levures normales

fréquence (en Hz)

-1,2

Figure 1V.88 : Spectre d’électrorotation pour les levures normatesyant subi un traitement enzymatique

Le traitement enzymatique n’affecte, d’'un pointvde du comportement fréquentiel dans

le cadre de nos essais, que trés sensiblemertvig®s$. Les propriétés électriques du milieu sont

&, =80 et g, =50 mSm™ et les paramétres géométriques des cellules Ron8 pum et

d = 35 nm (épaisseur de la membrane). Pour les protopldsteparametres extraits sont :

- cytoplasme g, = 14S.m* et &, =60
- membrane :C__. = 91mF.m™

Les parametres électriques du cytoplasme corregmbreh tout point a ceux extraits
pour des levures normales. La capacitance membeanbtenue ici est supérieure a celle des
levures normales (7,6 mFn Par ailleurs, elle peut &tre comparée avec leuv@btenue par le
relevé de la fréquence caractéristique en diélpbtn@se conventionnelle qui est de 4.Ha ;
ainsi, C,, vaut 9,4 mF.it (déduite d’aprés I'équation 1.13), valeur qui espond & celle
trouvée par I'intermédiaire du spectre d’'électratioin.

Le faible écart entre les capacitances membranaless levures normales et des
protoplastes est une premiere explication a lalisiié de comportement diélectrophorétique.
Malheureusement, I'extraction de la conductance bmanaire n’est pas fiable et ne nous permet
pas de conclure quant aux comportements obserggzamplastes.

La Figure V.89 montre le tracé d’'un spectre is&ind simulation a partir du modéle 2

couches avec les parameétres du cytoplasme etrdertdbrane obtenus pour les levures vivantes
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gue I'on peut comparer au spectre expérimentapdasplastes. On constate que le pic en basse
fréquence est décalé de + 0,2 décade tandis qumaleyement de rotation intervient exactement
a la méme fréquence. Par ailleurs, la courbe exedtiale indique des variations plus douces
pour les vitesses de rotation. L'ajout d’une tremse couche au modele des levures permet
I'étude des propriétés électriques de la paroi mémeelles-ci ne semblent pas apporter de
modifications sur 'allure générale du spectre paugamme de fréquence étudiée. Asatrl
ignorent la paroi dans les modeles pour I'étudeleesres : au regard des conductances de la

membrane et de la paroi, cette derniere est n&gliges].

0.2

simulé

expérimental

vitesse de rotation (en rad/s/V?)

fréquence (en Hz)

Figure IV.89 : Tracé des spectres simulé et expérimental desplastes de levures

II. MODIFICATION DE LA STRUCTURE: LES LIPOSOMES

L'étude des liposomes se révele intéressante coraptede leur emploi comme modéles
dans le domaine de la caractérisation cellulairés raassi de leur utilisation trés répandue en
pharmacologie (comme vecteurs de principes a&ifgh génétique (transfert de génes)

Les milieux d’immersion des expériences présentéespres sont principalement
composés d'eau distillée a laquelle on ajoute dechsmose afin d’assurer une osmolarité
convenable pour les liposomes. La conductivitépadbis ajustée par ajout de KCI.

L’intérét de I'étude du comportement diélectriques diposomes réside dans la possibilité
de contréler certains parametres contrairementcasxdes cellules. Ainsi, avec des liposomes
unilamellaires, il nous est possible de mieux apgnéer le modele 2 couches et surtout, le

comportement de la membrane.
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1. Parametres électriques

Les liposomes sont fabriqués par extrusion viaraeembrane en polycarbonate avec des
trous de 10 um de diametre ; ainsi, ils ont desndtees allant jusqu’a une quinzaine de
micromeétre et sont tous unilamellaires. Par ailedtapres la littérature, leur épaisseur se situe
autour de 3.8 nm[141].

La Figure 1V.90 présente les spectres d’électroimtaexpéerimental et simulé pour des
liposomes dont les caractéristiques sont les steégan

- la membrane est composée de DOPC et NBD-PC dausneégions explicitées dans le
chapitre « matériel et méthodes »,

- le milieu intérieur est constitué d’'eau distilléentl 'osmolarité est ajustée par ajout de
saccharose et dont la conductivité est élevée & .62,

- le diametre moyen des liposomes étudiés est denlO p

Nous avons étudié quatre liposomes aux caractgresti similaires (taille et sphéricité)
pour le spectre tracé. Le milieu de suspensioncesiposé d’eau distillée, 'osmolarité est
ajustée par ajout de sorbitol afin d’engendrer warttde densité avec le milieu interne
permettant aux liposomes de sédimenter. La condigctist 10 fois inférieure a celle du milieu
interne des liposomes.

Les liposomes manifestent une rotation dans le semsse a celui du champ tournant
appliqgué de 40 kHz a un peu plus deMBz. Le pic de relaxation visible se situe a une
fréquence de 2 MHz. Les propriétés du milieu irdesont aussi connues et le modele utilisé est
un modeéle & 2 couches, représentant le milieunatentouré de la membrane composée
exclusivement de phospholipides. La capacitance bremaire est identifiée & 0,492 mPm
tandis que l'estimation de la conductance dépengrfient des parametres initiaux introduits
malgré la connaissance des propriétés du milieuriat En considérant les propriétés du milieu
comme connues puis comme inconnues, nous constgtenseule la valeur de la conductance

est modifiée. Celle-ci est respectivement estime@48 et 40 S.ih
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Figure IV.90 : Spectre d’électrorotation expérimental et simulérpdes liposomes dont la membrane contient des
lipides marqués de type NBD-PC

La Figure 1V.91 montre les spectres expérimentaux fes liposomes suivants :
- membrane constituée de DOPC et NBD-PE,
- milieu intérieur a partir d'eau distillée dont limslarité est ajustée par ajout de
saccharose et dont la conductivité est nulle,
- le diameétre moyen des liposomes étudiés est aas<) gim.

De méme que précédemment, les spectres sont tpacgstrois liposomes dont les
caractéristiques sont semblables. Le milieu de engpn est composé deau distillée,
'osmolarité est ajustée par ajout de sorbitol afiengendrer un écart de densité pour nos
expériences et la conductivité est ajustée a 76 etS.n.

Les liposomes tournent dans le sens inverse a delehamp électrique a partir de 200
kHz et ce jusqu’a la fin de la gamme accessibleM8{x). La Figure V.91 montre que les pics
de relaxation sont décalés, ce qui s’explique pe&r modification de la conductivité du milieu
d'immersion dans lequel les liposomes sont étudi@sformément a I'étude réalisée au chapitre
[l partie I.2. L’allure globale des spectres exp@entaux est similaire a I'allure du spectre tracé
pour les liposomes dont la membrane est constdagehospholipides marqués NBD-PC malgré
la conductivité du milieu interne. Uné™explication peut é&tre apportée par l'influence des
propriétés de la membrane sur la partie basse elttrepa plus haute fréquence les spectres ont
par contre des caractéristiques distinctes quigmudtre dues a la différence entre les propriétés

du cytoplasme et celles du milieu externe.
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Il est intéressant de reprendre I'étude réaliséehaypitre 111 (Tableau 111.5) sur I'analyse

10*
Figure V.92 : Spectre d’électrorotation expérimental et simuéés ol la conductivité du milieu vaut 75 mS.m

de sensibilité lorsque la conductivité du milietenme ou du milieu externe est nulle (Tableau
IV.8). En effet, il apparait que le spectre est maosensible aux propriétés de la membrane

(méme dans le cas agi =0 et est donc connu) et que celles-ci seront dong gifficilement
estimables que dans le cas de cellules vivantegmgas dans un milieu a faible conductivité.



Casoug,, =0 Casoug; =0
x Pvar(yfx)en% Tvar(\TX)en% PVaI’(\Tx)en% TVar(\TX)en%

g, 1,2 4,8 - ;

&, 10,9 70,1 18,2 84,4
Grem 0,0 0,0 0,0 0,0
Crem 0,10.10° 3,0.10° 0,020.10 0,30.10°

é 28,6 84,4 15,6 81,8

Tableau 1V.8 : Analyse de la variance de Y quand,,=0 oug;=0

Les capacitances estimées dans les cas précédemxpests ont des valeurs élevées en
partie dues a I'extréme finesse de la membranelipesomes (de l'ordre de 3,5 nm). Les
phospholipides NBD-PC et NBD-PE sont de charge reeuta bicouche lipidique est donc
constituée de phospholipides non conducteurs démteesnpropriétés capacitives a la membrane.
Cette analyse nous conduit a considérer avec piénales parametres extraits pour la
membrane malgré la capacitance, obtenue d’apré<glare V.92, qui est voisine de celle

extraite pour un milieu interne et externe conduic{€igure 1V.90).
2. Liposomes électroformés

Les liposomes unilamellaires géants fabriqués skelanéthode d’électroformation n’ont
pu étre étudiés d’apres le principe de I'électration. En effet, la rotation des liposomes obtenus
par cette méthode n’'a pas pu étre mise en évidetecasphéricité et le contraste accessible —
méme par fluorescence — ne permettaient pas deéatende facon catégoriqgue un mouvement
de rotation sur des liposomes isolés (en revarddggeagrégats de liposomes ont pu étre observés
en rotation). De plus, les liposomes ainsi formés un milieu interne non conducteur ; le
protocole d’électroformation exige en effet I'ddition de solutions non conductrices ou
éventuellement trés faiblement conductrices.

Des liposomes ont été créés a partir de lipidetypke DOPC qui est le lipide constituant
principalement la membrane avec ajout de lipidesyde NBD-PE a 2,5 % qui permettent de
marquer de maniére homogene la membrane (fluoresaans le vert) et comportant ou non du
cholestérol (qui a pour propriété de rigidifier membranes).

Des essais de diélectrophorese dite conventionoetlé&té conduits dans un milieu non
conducteur ou faiblement conducteur, les dimensil@ssélectrodes utilisées sont :

- distance entre électrodes rectangulaires adjacefitegm

- distance entre deux branches voisines : 100 pm
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Lorsque les liposomes sont suspendus dans urunmitie conducteur, ils sont soumis a
la diélectrophorése positive sur toute la gamméébpience étudiée (Figure 1V.93). A 10 kHz,
le phénomene d’électro-osmose est observable @iyu®3 a droite). Celui-ci se traduit par la
formation de rouleaux de liquide au-dessus dedrétbes, dirigés du bord des électrodes vers
leur centre [174]. Ainsi, des liposomes normalemattirés sur le bord par diélectrophorese
positive peuvent étre happés par ces rouleauxliect#s vers la partie centrale des électrodes.
Les expériences n'ont pas montré de fréequence sulipmsomes seraient soumis a la
diélectrophorese négative. Par étude de la pagéedler du facteur de Clausius-Mossotti, il
n'apparait pas en effet de fréquence caractérestidans le cas d'un modéle 2 couches en

considérant les conductivités du milieu internexderne nulles.

Figure 1V.93 : & gauche, les liposomes électroformés sont soutaigigdlectrophorése positive ; a droite, ils sont
aussi soumis a I'électro-osmose

Les liposomes sont ici suspendus dans un milicalefiaient conducteur, la conductivité
du milieu dimmersion est alors portée & 0,1 m&.r partir de 10 kHz et jusqu'a 1 MHz, ils
sont soumis a la diélectrophorese positive (Figureé4 a gauche) tandis qu’a partir de 5 MHz,
ilIs sont soumis a la diélectrophorese négativest-@edire repoussés du bord des électrodes
(Figure IV.94 a droite). Ce comportement diéledragtique est opposeé a celui des cellules :
elles sont classiquement soumises a la diélectrephonégative en basses fréquences et a la
positive en hautes fréquences. Dans le cas desolipes, le milieu interne est non conducteur
contrairement aux cellules ol les valeurs sont sougupérieures a 0,3 S'nfTableau 1.2).
Nous avons realisé des essais dans un milieu phducteur, la conductivité étant alors portée a
45 mS.nt, nous avons alors constaté que les liposomesnétsieimis a la diélectrophorése
négative. Les liposomes étaient repoussés desraglest et mis en lévitation au-dessus du

microsystéeme.
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Figure IV.94 : & gauche, les liposomes électroformés sont soufaigligdlectrophorése positive ; a droite, ils sont
soumis a la diélectrophorése négative

Au cours des expériences, des liposomes de ptdites (de I'ordre du micrométre) se
sont concentrés par électro-osmose de maniérefisgivie et ont formé des agrégats a une
fréequence de 10 kHz (Figure IV.95).

Figure IV.95 : Phénoméne d’électro-osmose

Nous n'avons pas constaté de différence de compertediélectrophorétique entre des
liposomes contenant ou non du cholestérol (comrsB % de la composition lipidique). Cela
confirme le constat effectué sur la sensibilité parameéetres avec un milieu non conducteur. De
méme, lors de leurs études sur des liposomes,réabd@prés un protocole basé sur la formation
spontanée qui ne permet de contrdler I'obtentionlipegsomes unilamellaires, Chaat al.
n'avaient pas constaté d’influence quant a la présele cholestérol sur la mesure de fréquence
caractéristique [141]. lls ont également remarque lg membrane laissait passer des ions entre
le milieu interne et le milieu de suspension malgggut de cholestérol qui a pour effet de
réduire les fuites d’ions a travers la membran&]17

Des essais ont aussi été réalisés sur des liposdomsde milieu interne contient des

nanoparticules (200 nm) immergés dans un milieu corducteur. Les liposomes ne sont plus
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ici exclusivement soumis a la diélectrophorése tp@si(cas des liposomes dont les milieux
interne et externe sont non conducteurs) ; en, &f&d kHz, ils sont soumis a la diélectrophorese
négative (Figure IV.96).

Figure IV.96 : Liposomes électroformés contenant des nanoparsicgemis a la diélectrophorése négative

I1l. DEVELOPPEMENT EN COURS ET PERSPECTIVES

Les études menées au sein du laboratoire concelééattrorotation sont en pleine
expansion du fait de l'installation d’une salleaidture pour cellules animales mais aussi grace a
la collaboration entretenue avec I'équipe de medébn. Le développement de I'axe
« interaction champ-cellule » passe aussi pardetes effets des champs magnétiques sur les

cellules.
1. Modélisation de I'électrorotation

Les méthodes théoriques permettant de calculeouple d’électrorotation (tenseur de
Maxwell ou méthode utilisant les moments multipaai [176, 177]) sont exploitées en vue
d’étudier le phénomene d’électrorotation. Pour adélisation du phénomeéne d’électrorotation,
les travaux actuellement menés portent sur I'engési éléments finis pour le calcul du potentiel
induit par une cellule quand celle-ci est soumisenachamp dit tournant. Ainsi, le moment
dipolaire est estimable et cette approche permebdsidérer des formes de cellules variées (ici,
la propriété de symétrie axiale est importante ptaurprobléme considéré) : sphérique,
cylindrique et biconcave (cas des globules rouges).

Le cas du sphéroide est particulierement intérégtant donné sa géométrie ; en effet,
I'existence d’'une expression semi-analytique paurcbuple permet de mieux apprécier les
résultats numériques obtenus. Par ailleurs, engelzam des parametres géométriques tels que
I'excentricité pour les ellipses en 2 dimensiohgst possible d’étudier les paramétres influant

sur le couple et donc la vitesse de rotation entfon de ces parametres.
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La poursuite du travail de these d’A. Ogbi (théseoceurs) portera sur I'étude des
mécanismes de polarisation des cellules avec [@ggentations multicouches pour avoir des
modeles qui décrivent (qualitativement et quantiéathent) I'interaction du champ électrique
avec les cellules par des réponses cinétiqguesideédu probléme inverse est une étape majeure
de modélisation numérique de I'électrorotation afiidentifier les paramétres des cellules en
fonction de différents facteurs tels que la natlwrehamp, les propriétés du milieu de suspension
et la morphologie générale des cellules étudiéetueement, une méthode stochastique a été
mise en place comme nous I'avons montré dans Ipitekdll ; elle sera reprise dans ufi’ 1

temps et une étude déterministe viendra la compétes un %' temps.
2. Effets des champs magnétiques

Une premiere expérience a €été conduite, afin di@ral’'effet d’'une exposition a un
champ magnétique statique sur le spectre d'életttion de levures. La source de champ
utilisée ici est un aimant permanent rectangul@igure 1V.97 : ). Nous avons mesuré le champ
magneétique a l'aide d’'un Gaussmetre FH-26, mesarB@ : a distance nulle, I'aimant produit

un champ magnétique normal a la surface de 330trd& £80 mT a une distance de 4 mm.

Figure 1V.97 : Aimant permanent rectangulaire en Neodyme-Fer-Bdireensior2 X 4cm)

Les levures ont été mises en culture dans dewedai¢ Pétri, une a été placée sous
champ magnétique perpendiculaire a la surface d®it@ et 'autre non soumise a ce champ.
Plusieurs contrbles visuels de la croissance d#atssont été réalisés afin de voir si le champ
pouvait avoir une influence sur celle-ci. Aucunéiuence n'a pu étre constatée : la croissance
s’est avérée normale dans les 2 cas.

Des essais sur microsysteme ont été effectuéssiepia jours d’intervalle (6 jours en
bilan). Aprés avoir centrifugé et lavé a trois ie@s les levures, celles-ci ont été mise en
suspension dans un milieu de conductivité 55 MSies spectres d’électrorotation recueillis
dans les deux cas sont fortement semblables stdkté de la gamme de fréquence étudiée
ainsi que la mesure de la fréequence caractérisaquiélectrophorese. Ainsi, ces premiers essais

préliminaires n’ont pas démontré d’effets du changgnétique sur les levures.
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Il serait intéressant, dans des expériences fusinedes cellules humaines, de varier les
sources de champ (intensité, fréquence) et, danasestatique, de regarder si l'orientation du
champ a une influence tant sur la croissance desrde sous boite de Pétri que sur le

comportement diélectrophorétique.

V. CONCLUSION

D’un point de vue expérimental, les levures présgntde nombreux avantages : elles
sont aisément cultivables, elles ne présentent nreuaontrainte d’utilisation lors de nos
expériences sous champ. Par ailleurs, elles soilerfzent assimilables a un modéle cellulaire
sphérique a 3 couches concentrigues composé dplastoe, de la membrane et de la paroi. Les
essais nous ont permis de valider en partie l'ileation paramétrique malgré des difficultés
certaines a extraire la conductance membranair@obdération des méthodes de minimisation
pourrait étre appliquée afin d’extraire ce parameétrd’augmenter I'efficacité de I'identification.
Cependant, cette méthode sera plus lourde a negitnglace et nécessiterait que la méthode
actuellement existante pour un modele a 2 couatiesugtomatisée. Le cytoplasme des levures
présente un fort caractére conducteur qui s’expérpertir de 10Hz ; la membrane et la paroi
laissent alors les lignes de champ électrique passe

L'effet de la conductivité du milieu de suspensiosur le comportement
diélectrophorétique des levures a été mis en égalees levures présentent alors différentes
fréequences de changement de sens de rotation@lansplectre, celui-ci étant décalé vers de plus
hautes fréquences en augmentant la valeur de lductimité. Ainsi, étant donné que les
propriétés électrigues de la membrane intervienpentipalement en basse fréquence, il est
plus intéressant de les identifier pour la plusmmdeaconductivité afin d’avoir le plus de poids
possible sur le spectre étudié. Il s’avere quedeaphaute frequence n’est jamais atteint lors de
nos expériences, le choix de la conductivité duemih’ayant pas d’influence au-dela d'une
dizaine de MHz.

L’intégrité membranaire des levures peut facilen@&ne étudiée par mesure du spectre
d’électrorotation ; en effet, nous avons constate gles levures mortes présentent un
comportement diélectrophorétique complétement iffede celui des levures vivantes pour des
conditions expérimentales sur microsystéeme ideaigiinsi, on peut affirmer que la structure
membranaire est fortement altérée par le traitentieetmique méme si les levures mortes
conservent leur structure en 3 couches. Le traméraezymatique a quant a lui pour effet de

détruire la couche externe des cellules : la p&es. spectres relevés pour des levures normales
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ou sans paroi ont une allure similaire ; seuleilesge de rotation est moindre dans le cas des
protoplastes de levures. Ainsi, le traitement eratyge n'a pas des effets irréversibles sur les
levures et des études montrent d'ailleurs que fesoplastes de levures remis en culture se
développent normalement [172].

L'étude de l'effet d'un champ magnétique sur lesutes n'a pas montré d'impact
particulier tant sur la croissance des levuressurdeur comportement diélectrophorétique. Le
champ de 330 mT a été appliqué radialement a ta blei Pétri dans laquelle les levures étaient
mises en culture.

Nous avons donc étudié les levures afin de vatides un 4 temps le fonctionnement de
notre plateforme expérimentale et d’étudier le cortgment diélectrophorétique de cellules
facilement cultivables et utilisables en laboraoibans un ¥ temps, nous nous sommes
intéressés a linfluence de traitements sur lesirkesy en particulier 'impact sur les couches
externes. Ces études et caractérisations onttéalitlentification paramétrique des levures. Les
liposomes, quant a eux, constituent un sujet d&tparticulierement intéressant, étant donné
I'utilisation faite dans de nombreux domaines. Hfeteils sont extrémement peu étudiés a
I'heure actuelle du point de vue du comportemegliedirique.

La technique d’extrusion nous a permis d'étudies lifosomes de tailles équivalentes a
celles des cellules biologiques tout en ayant Issipiité d’intervenir sur la composition du
milieu interne en particulier la conductivité. Paileurs, I'extrusion a permis d’élaborer des
liposomes unilamellaires sans obstacle apparenth@que échantillon étudié, le nombre de
liposomes était de I'ordre de l'unité. En effets Echantillons étaient constitués de maniere a ne
pas avoir trop de liposomes car nous avons pu oprearlors des expériences qu'ils
s’agrégeaient rapidement et facilement.

L'utilisation du modéle 2 couches est un cas typigour les liposomes unilamellaires,
I'extraction est facilitée par la connaissance piepriétés du milieu interne. Malgré cela, nous
avons constaté que, dans le cas d’'un milieu intetrefun milieu externe non conducteurs, la
sensibilité du spectre a la conductance membramairdortement influencée. La capacitance
membranaire reflete en partie le comportement goike la membrane, pour les liposomes
comme pour les levures. Il serait intéressant dliporer des protéines [178], molécules
chargées électriguement contenues habituellemerst lés membranes biologiques (chapitre |
1.1.1.), dans la composition de la membrane destimes afin d’étudier I'influence de celles-ci
au niveau des propriétés membranaires.

Les liposomes élaborés par électroformation présénitintérét d’une grande taille

accessible malgré I'impossibilité actuelle de légdier avec notre microsysteme basé sur le
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principe de I'électrorotation étant donné le pelwcdetraste et la sphéricité de ces liposomes. Les
essais en diélectrophorése ont montré un compontepagticulier : les liposomes sont soumis a
la diélectrophorése positive dans toute la gammegioils sont immergés dans un milieu non
conducteur. Il est intéressant de voir la faiblexsga@lité du spectre aux propriétés des
membranes malgré un milieu interne non conducteur.

La modélisation de I'électrorotation pourra appolteaucoup dans la compréhension des
phénomenes existants tels que I'interaction ergleles ou encore les effets thermodynamiques
associés. Par ailleurs, I'étude de la caractéoisadlectrique sera reprise en vue d’étre tout
d’abord améliorée et automatisée dans la saisid@@sees d’entrée et ensuite de mieux prendre
en compte la morphologie de la cellule. De plusditdribution réaliste du champ pourra étre

prise en compte dans les différents calculs.
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CONCLUSION

Dans le ¥ chapitre, nous avons présenté les différentesitgabs de caractérisation des
propriétés physiques — mécanique, diélectriguesnagnétiques — des cellules. Nous nous
sommes intéressés a |'étude des techniques deta@ation électrique des cellules déja
explorées dans le monde du bioélectromagnétismais Navons axé notre travail sur
I'exploitation du phénomeéne de diélectrophorésepriticipalement de ['électrorotation pour
I'étude du comportement diélectrophorétiqgue et phudcisément la mesure des parameétres
électriques des différentes couches constituantd#sles. Pour les levures, nous avons montré
gue suivant son état physiologique et son stadeotliton, le type cellulaire possédait sa propre
identité diélectrophorétique. Par ailleurs, quetgegemples d’applications de I'électrorotation
nous ont permis de mettre en avant les atouts deise en ceuvre de ce principe dans
I'exploitation du comportement des cellules.

Dans un second chapitre, nous avons décrit lerralatdilisé : des cellules étudiées a la
plateforme mise en place. Les modéles cellulaineéscs et leur protocole de préparation ont été
présentés. Nous avons mis en avant I'avantageutiishtion de levures — pour leur simplicité
d’utilisation — et de liposomes — pour leur struetsimple et ajustable et la possibilité de
contrdler la composition des différents compartiteeformés. Puis nous avons détaillé les
équipements de la plateforme : les générateursheynisés capables de balayer une gamme de
fréquences allant de 1 pHz a 80 MHz couplés awatilidgation d’'un oscilloscope pour la
visualisation des signaux en quadrature ; le netéptique qui permet de contrbler en temps
réel le mouvement des cellules mais également d&agdes vidéos de nos expériences. Nous
avons aussi décrit les méthodes utilisées pouraleement automatique des images qui nous
offre la possibilité, apres acquisition des séqgasndimages, de suivre les cellules afin
d’obtenir, pour chaque point de fréquence étudiénésure des vitesses de rotation évaluée par
un programme développé sous MaflabAvec notre plateforme expérimentale, il serait
envisageable de faire des essais par diélectropha@eondes progressives sur des bactéries,
cellules difficilement caractérisables par éleaitation : leur taille qui est de I'ordre du
micromeétre ne permet pas une observation aiséellds-ci, en particulier en rotation. L’emploi
et la réalisation d’'un microsysteme d’électrodetamgulaires disposées en lignes seraient alors
a envisager. L’étude des communautés bactériepnesgntes par exemple dans le sol, pourrait
permettre d’appréhender leur comportement suite ’'application d'une contrainte

électromagnétique.
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Nous avons développé, dans un troisieme chapigg, nhéthodes d’identification
paramétrique par minimisation dans le cadre d'undét® cellulaire a 2 compartiments.
L’influence de certains parametres intrinseques adisiles sur leur spectre est ainsi mise en
évidence. A partir de ces méthodes et d'une étlaleatyse de variances, nous avons mis en
avant l'influence de la conductivité du milieu sle spectre d’électrorotation : ajuster ce
paramétre permet d’étendre la gamme de bassesfréegi ou les propriétés électriques de la
membrane prédominent. Nous avons également moant#éaqt donné la faible épaisseur de la
membrane et son caractere fortement reésistifait @arfois difficile d’extraire la conductance
membranaire. La plateforme expérimentale permatqlissition automatique et fiable des
spectres d’électrorotation ainsi que I'exploitatibes parametres diélectriques de cellules en vue
d’alimenter le développement des modeles cellidaire

Enfin, dans un dernier chapitre, nous avons toabafd étudié les levures dont nous
avons extrait les parametres électriques qui naus permis de valider en partie notre
identification paramétrique malgré I'incertitude $aconductance membranaire. L'étude portant
sur l'influence de la conductivité du milieu indegu’il est plus intéressant d’identifier les
propriétés électriques de la membrane pour lagrasde conductivité accessible afin d’avoir le
plus de poids possible sur le spectre étudié. lMwaas montré qu’un traitement thermique avait
un effet irréversible sur les levures et les déaiti Un traitement enzymatique n’a pas un effet
aussi radical : seule la couche externe est détatinous avons ainsi pu montrer la pertinence
des modéles a 2 et 3 couches pour les levuresudeéfréquentielle du comportement
diélectrophorétique des levures mortes est forrmate différent de ceux des protoplastes ou des
levures n’'ayant subi aucun traitement. Ensuite,snbaus sommes intéressés a I'étude des
liposomes. En effet, la composition lipidique degnmbranes biologiques dépend du type
cellulaire auquel elle est associée [179]. |l estadintéressant de voir I'impact de la présence de
certains lipides dans la membrane : les phosplie#piPC et PE font souvent partie de la
composition lipidique des cellules. Comme prévumimbrane des liposomes est isolante du fait
de la présence des lipides qui la constituent.

L’investigation du comportement diélectrophorétiques liposomes nous permet
principalement d’étudier les propriétés des menmdgsampuisque les propriétés électriques du
milieu interne peuvent étre contrélées, en modifigar composition lipidique. Nous avons
constaté que le protocole d’extrusion répondaibs attentes ; en effet, il est possible d’élaborer
des liposomes dont le milieu interne est conduciEas représentatif du cytoplasme des cellules.
Ainsi, nous pouvons envisager I'étude de l'influer® l'insertion de certains lipides comme le

cholestérol. Afin de finaliser cette étude, une spective serait l'insertion de protéines,
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contenues habituellement dans les membranes kiplesy dans les bicouches lipidiques des
liposomes afin de mieux investiguer les propriélés membranes. Il pourrait étre intéressant de
voir si l'orientation des protéines dans la membrgoue un rble sur leur comportement

diélectrophorétique en particulier sur sa polaisatLa complexité du comportement de la

matiére vivante passe par la maitrise des intertau niveau de la cellule. Ainsi, I'étude

d’agrégats cellulaires, a partir de la connaissalecka caractérisation d’'un type cellulaire, serait
une premiere étape a I'étude des tissus.

En ce qui concerne l'effet des champs magnétiggesiouvelles sources d’exposition
seraient a considérer pour I'étude de I'impact kurcomportement diélectrophorétique des
cellules vivantes. Dans la continuité et en pdelte cette thése, des travaux portant sur la
modélisation de I'électrorotation sont développés de mieux appréhender les phénomenes
existants lors des expérimentations (effets thewesq et eélectro-hydrodynamiques).
L’approfondissement de l'identification paraméteqast aussi a développer en vue de mieux
prendre en compte la morphologie cellulaire. Péawvehir, la mise en place d'une salle de
culture permet d’envisager I'étude de cellules dgajues plus variées, dont des cellules
humaines, et permettra a terme d’élaborer des medeébmportementaux d'un plus grand
nombre de types cellulaires. De plus, I'impact Harsps magnétiques pourra étre apprécié tout

comme l'effet d’autres traitements sur les cellules
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ANNEXE | : Modéle analytique de;, d’'une sphere a deux couches

- Approche 1D
En approche 1D, la cellule peut étre vue comme shaque milieu ayant ses propres
propriétés électriques (conductivité et permitéyit

Milieu externe (m) En

2d}  Membrane (mem) ¥ |Emen
Y E

2R Cytoplasme (i)

Milieu externe (m)

La relation du potentiel est donnée par 2d E_ ..+ 2RE, . Or, les relations de passage
du champ électrigue d'une couche a l'autre nousmptent d'écrire les relations

e E. =€ nErem = € E, . Ainsi, on arrive a la relation :

*

v=od m g 4oRpfm Em=g;Em(2*—d+2?j.
E & E E.

mem 1 mem 1

Les relations équivalentes de notre approche ¥on{2d + ZR)Eeq pour I'expression du

potentiel ek, E, = £, ,E . pour les relations de passage.

Au final, la permittivité complexe équivalente dainellule modélisée par une sphére a 2

*

2R+2d £ €., (2R+2d)
2d  2R) 2de +2Re,,
£ &

compartiments este,, =

mem

. « e, y age Ve * . U
Pour rappel, la permittivitt complexe d’'un miliest @otées =& — j—— avece, la
80

permittivité relative €,la permittivité du vide) e la conductivité. Ainsi, en substituant cette

expression dans la relation précédente et en déyaf celle-ci, on obtient :

0.0 |
gi gmem - 2 memj - (0-| gmem + O-menfgi )

. ( ot ) gw
Eeq = .

(2R+2d).

2dg, +2Re, .~ (2do, +2R0,,.)
£,
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- Hypotheses

Au regard de parametres des cellules utiliséd)ypsthéses suivantes peuvent-étre établies :

mem gl << 0- g (UI Emem + UmemEi ) al ‘gmem
N END)
2d g <<2Re¢,., douleterme 2dg +2Re, ., tend vers 2Ré€ .,
2RO, <<2d 0, (2do, +2Ra ) 2do,
N D)

- Equation finale de la permittivité

) 2 -
[8 . U.UmemJZR , 206,07 (gi e - U.JmemJ[ZdaiJijmewm
: £,00
+]

I~ mem a)z 020)2

. elaf £,
Eoq = — O (2R+2d)
(e, + 222 (e, + 222 |
i EyW E,W |
- En basse fréquence
2do \ 2do; )’
(Re + 222 °
EyW E W
Les termes tendent vers
EE _ Ui Umem _ al amem
I~ mem 802(4)2 0(4)2
Par substitution, la permittivité est équivalente a:
O£ -2do, o
I2 mem (2d0. — ZRUmem) 5 mzma-l
. glaf . W o ,
Eqer =| — . +j s (2R +2d) que I'on peut simplifier afin
2do, 2do,
£, E W

d'obtenir &, = L‘Zm;m (2da - 2R0mem) i) U";m}(ZR +2d).
g, 0

Or, les propriétés géométriqgues et électriques alecdllule nous donnent les

approximations suivante2do, >>2Ro.., et 2R+2d - 2Ret par conséquent, on en

déduit :
o _ _ Omem?R
eqBF 2d
£ - mem2R
eq,BF,r 2d
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- En haute fréquence

2 2
2do; 2Re
(ZRSmem)z + i ( mem)
EyW
Les termes tendent vers
o0 EE
gigmem_ él,gan;m mem
Par substitution, la permittivité est équivalente a:

1~ mem

. 2Re 2. . 0.&0(28 - 2Re, ) N :
= + j—-mem ] e (2R + 2d ue l'on peut simplifier afin
{(zaemem)z (2Re,) () }( ) que fon peut simp

dobtenir £ .- =[ £ 9 (re -2ds )}(ZR +2d).

i
2R 800‘) (ZR)2 gmem
Or, d’'apres les propriétés géométriques et élamsaqle la cellule, nous savons que :

2dg, <<2Reg,., et 2R+ 2d - 2Ret par conséquent, on en déduit :

Ueq,HF =0,

geq,HF r = ‘gi
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ANNEXE Il : Protocole d’électroformation

- Préparation des plaques ITO
Les essuyer, les faire tremper dans de I'eau ldistdhvec quelques gouttes de tampon TWEEN, les
rincer a I'eau distillée et essuyer. Si nécesséde passer a I'éthanol 70% puis les sécher saus je
Avec un multimétre, repérer la face conductricepletcer les plaques dans le dessiccateur face
conductrice vers le haut.
- Préparation de la solution lipidique
Préparer une solution notée S a base de chloroferigie méthanol (rapport volumique 9:1). Réaliser :
- la solution mére & partir de 100 mg de DOPC en podiflué dans 10 mL de solution S
- la solution de travail a 1,5 mg.rﬁlen la diluant avec la solution S
Pour toute combinaison de lipides, établir un prok® au préalable
- Dépbt de la solution sur les plaques
Déposer 10 pL de solution lipidique sur les faaasdeictrices sans entreméler la solution, il faineet
chaque goutte déposée. Mettre sous vide pendanirg$

- Préparation de la solution « interne > milieu a 50 mM

- Préparation de la chambre d’électroformation
Poser 1 bande de cuivre sur un bord de chaquectaxhuctrice. Mettre le joint autocollant en place
sur une des 2 plaques et fermer la chambre a@®lplaque. Placer 2 aiguilles en vis-a-vis & travers

I'épaisseur du joint et sceller la chambre aveladmougie.

RN

h NN

- Procédeé final

Mettre en place le céble bi-coaxial et le brancherles 2 fils de cuivre puis, pour le générateur,
appliquer 0,2 W, sous 10 Hz. Remplir lentement la chambrec la solution « interne ». Ensuite,
suivre la procédure suivante pour I'évolution dgsaux, tout en veillant a surveiller la formatides
liposomes :

- 0,2V 10 Hz : pendant 15 min

- 0,5V 10Hz: pendant 30 min

- 1V 10Hz: pendant 15 min

- 13V10Hz:pendantla?2h

- 0,3V 4Hz :pendant 15 min
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ANNEXE Il : Protocole d’extrusion

- Assemblage de I'extruder
Placer les éléments comme ci-dessous, les filegard étre humidifiés avant d’étre insérer

dans I'ensemble.

;?mg w Pl One Tellm 1. Partie extérieure de
(harmel Suppods AL I'extruder

/AN .

*xJ “ 2&8. Support interne de la

\ A fEm AT [T memrane
CHUANEC L] ==

= W T A = 4&6. Supports de filtre (duo)
Eatrudr Cuter Trterm Peiycarbente Ttemal Betainer 5. Membrane en polycarbonate
Caang Mirnlbrane Mkerbyane Tufrribrans H
Spert Suppert 9. Anneau en téflon

10. Ecrou
- Préparation de I'extruder

Placer le support de I'extruder, I'extruder asséneblles seringues dans un four a 45°C.

- Préparation de la solution « interne >
Préparer une solution aqueuse dont I'osmolarité ebnductivité sont ajustées selon le choix
de l'utilisateur.

- Préparation de la solution lipidique
Le volume utile est 1 mL mais la préparation eshtijue a celle présentée dans I’Annexe Il.
Evaporer les solvants puis hydrater le mélange kveolution « interne » pendant au moins
30 minutes a 45°C. Puis la soumettre a 4 cyclagetidégel de plusieurs minutes chacun.

- Procede final
Remplir une des seringues avec la solution préceéusr préparée. Placer les seringues
('une remplie, l'autre vide) dans l'extruder. Imsg I'ensemble dans le support chauffant.
Pousser doucement le piston de la seringue renydtpu’au transfert complet et faire de
méme avec la seringue alternée jusqu’a la seringgeale. Répéter cette opération 6 fois.
L'extrusion finale devant remplir la seringue aite. Stocker la préparation de vésicules au-
dessus de la température de transition du lipickelgnet I'expérience. Quand la solution n’est

pas utilisée, stocker la solution a 4°C.
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ANNEXE IV : Variance et effet total

- Variance
Le théoréeme de la variance montre que la variaece §ire décomposée en des termes
dus a l'effet de chaque parametre et aux intenastentre eux (ce qui permet de découpler les

effets des parameétres par rapport aux autres) :
Var(Qi ):Var(Qi ‘O'i )+Var(§2i ‘qr )+Var(Qi ‘Gmem)+Var(Qi ‘Cmem)+Var(§2i |£)+
Var( Qo ¢ )+Var( Q|0 .G, m)+Var(§2i o ,Cmem)+Var(Qi o ,E)+
Var( ‘a & Gmem)+Var( ‘a VE ,Cmem)+Var(Qi ‘ai VL ,{)+
Var( ‘a & 1 GremC mem)+Var( i‘ai v& 1+ Gren £)+
Var( ‘a & 1 Grem Cre mf)
ou Var(Qi ‘ai ) représente la variance partielle @e en fonction deo; seul etVar(Qi ‘ai V&, ,,)
la variance partielle due@; et , et ainsi de suite.
- Effet total imputé a o;
Il est défini comme la somme des variances pagtaithpliquant ce terme :
Tot(Qi ‘ai ):Var(Qi ‘O'i )
Var( ‘a £ )+Var( ‘a Gmem)+Var(Qi ‘ai ,Cmem)+v<51r(§2i ‘Ui ,f)+
Var( ‘a & Gmem)+Var( ‘a &y ,Cmem)+Var(Qi ‘ai V& ,{)+
Var(Q ‘a & 1 GpremC mem)+Var( i‘ai +& 1+ Grem E)+
Var( ‘a & 1+ Grem Crnem E)
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