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Chapitre 1 - Introduction

1 Introduction

L’'observation est une des clefs de volte de la adéthscientifique. Des instrume

performants et facilement accessibles sont donciau pour la recherche. Cela est
particulierement vrai pour les cellules qui sorgdrgénéralement invisibles a I'eeil nu. Upité

de base de notre corps, la plupart des cellules dines mesurent entre 10 um et 30
Cette taille est environ dix fois moindre que lenpar séparateur de I'ceil. Pour cette rais
les premiéres observations ne furent réalisées wurailieu du XVE™ siécle ave
I'apparition des premiers microscopes. L’histoire k& biologie cellulaire est intimement |
au deéveloppement de techniques de visualisatiorplde en plus performantes. Ce
introduction aborde certains épisodes marquantelite évolution. Les grandes directi
de développement et les défis actuels de l'imageeitulaire sont ensuite décrits. L
avantages de la miniaturisation sont présentés aansadre. Enfin, aprés une analyse
microdispositifs existants, nous présenterons lesvations et les enjeux du présent tra

vail

de développement d’'un microsystéme pour imagecalkges adhérentes.
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1.1 Microscopie optique

1.1.1 Grandes avancées

1.1.1.1 Le microscope optique par transmission ou « a fibaid »

Le mot « cellule » appliqué a un objet biologiqpparait pour la premiére fois en 1665 dans
le traité scientifique dicrographia» de Robert Hooke [1, 2].

@_ ==

Figure 1- Dispositif dobservation (gauche), cedlslde liége (droite),

dessins issus de Micrographia [2].

Différents organismes y sont présentés et dé@fitaque échantillon est éclairé par la lumiere
condensée d’'une lampe a huile, et observé au sral/an systéme de lentilles (Figure 1).

Hooke observe, en particulier, une coupe de liegestructure rappelle a Hooke les cellules
de monasteres. Il appelle donc « cellules » leisegathambres qu’il observe au sein du tissu
végetal.

La notion moderne de cellule est formulée au milieuXIX*™ siécle par les anatomistes
allemands Schleiden et Schlann. Les observatioosseéires a I'élaboration de cette théorie
ont été possibles a la faveur de progrés technifgjed. Ainsi le perfectionnement continu
de la structure des microscopes a amélioré lautisplet limité les aberrations : par exemple
avec l'arrivée des premiers achromats pour corrigeraberrations chromatiques (Amici,
1827), ou bien avec I'amélioration de la qualité dientilles et de leur assemblage (Zeiss,
Abbe et Schott, de 1870 a 1885), ou bien encore &ecorrection de I'éclairage par
l'illumination Kohler (1893). Ces perfectionnememtst abouti & la structure minimale d’'un
microscope photonique. Outre une partie mécanique pupporter les différents éléments,
deux assemblages de lentilles et de diaphragmesrsbispensables : I'un pour I'éclairage et
I'autre pour la formation de I'image. Les principagléments optiques sont schématisés sur la
Figure 2 :
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Figure 2- Schéma d'un microscope optique par trassion ou « a fond clair »

Diaphragme
d’ouverture

Les microscopes « par transmission » ou « a fomdr x| permettent de visualiser des
différences d’absorption relative. Or dans un miligansparent, comme les cellules de
mammiféres sont également transparentes, ces stsise révelent faibles. Pour cette raison,
leur visualisation a été facilitée par le dévelappat simultané de multiples colorants tel que
le cristal violet qui se fixe particulierement $&moyau. Néanmoins, le marquage des cellules
nécessite souvent de les fikau préalable et de perméabiliser leur membrane faworiser

la pénétration des colorants.

1.1.1.2 Le microscope a contraste de phase

Dans les années 1950, la diffusion dans les labioeatde biologie de microscopes utilisant le
caractére ondulatoire de la lumiére, a rendu plessilbe meilleure visualisation des cellules
vivantes sans marquage (Figure 3).

! La fixation consiste & mettre les cellules ersenée de produits chimiques, comme le paraformgéi&hyui
permettent de figer la structure de la cellule. mhambrane peut ensuite étre perméabilisée sandyétre

(destruction de la membrane). La fixation 6te matix cellules.

4
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Fibroblaste vu par transmission Fibroblaste vu en contraste de phase L

Figure 3- Images de fibroblaste en transmissiopagtmicroscopie a contraste de phase issues de [4].

Le principal de ces instruments est le microscopmritraste de phase (Figure 4). Il tire
avantage du décalage dans la phase de la lumtésduit par les membranes des cellules.

Fr\\\:zf}:/{\\:/’f)\ Vi

Plan de formation de 'image
e 9 Interaction de A’ et de B’

|
T PR Déphasage et atténuation de
t ~ 7 7 lalumiére non diffractée (A")
Anneau | Ao i
de phase : NN\ La lumiére diffractée par
Lentille frontale I'échantillon est peu affectée (B')
o de l'objectif e |
% La lumiére traversant les zones
=] sans objet n'est pas modifiée(A)
© Préparation A oy A - ' x .
Py NN N/ \ Lalumiére traversant I'échantillon
i Condenseur 1 est déphasée par la diffraction (B)
o X
m Ll
Diaphragme

annulaire

Diaphragme
de champ

Source  /\/\ /\ /), Lumiére dilumination

Figure 4- Schéma du microscope a contraste de plaalsgté de [5].

Un diaphragme annulaire est placé entre le diapmeade champ et le condenseur, et son
complémentaire, I'anneau de phase, dans I'objdatifdiaphragme annulaire laisse passer un
cbne creux de lumiére vers I'objet (préparatiordluici diffracte cette lumiére. Les objets de
phase comme les cellules produisent une onde éstasldv/2 (A\/4) par rapport & 'onde
d’éclairement. La majorité de la lumiere traverstabjet évite 'anneau de phase pour
atteindre le plan de formation de l'image (traitssfavec une fleche). Par contre, la lumiere
d’éclairement converge au plan focal sur I'anneau pthase qui I'atténue et engendre
également une avance de phasev@e L'onde traversant I'objet et 'onde d’éclairemiesont
ainsi décalées dr Il en résulte une interférence destructive quéléore le contraste [5]. Ce
développement exceptionnel valut le prix NobeligésFZernike en 1953.
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1.1.1.3 Microscopie et résolution

L’amélioration de la connaissance des constituaetsla cellule nécessite de meilleures
résolutions. La résolution en microscopie optigsiede I'ordre de la longueur d’'onde soit de
400 a 800 nm. Plus précisément, la résolution $midéomme la capacité du systéme
optique a séparer deux points trés voisins. Du daitla diffraction dans le systéeme de
lentilles, I'image d’un point est une tache demdiftion appelée tache d’Airy (Figure 5).

Intensité
Longueur d'onde
_ 061"
- ON.
| B / . Ouvgﬂ_ure
I ——— ; numeérique
mage simu r: rayon du disque d’Airy

tache d'Airy
Figure 5- Tache d’Airy [6, 7].

Différents critéres existent pour qualifier la régimn. Le critere de Rayleigh postule que
pour que deux points soient discriminés ils doivéine séparés d’'une distance au moins

€gale au rayon r du disque d’Airy (Figure 6).

Limite de .
résolution Nenrésolu
: o e ; ; Non résolu
g < . ‘ Taches Limite de resolution
l \. . L ._. » dAiry
. " / ‘."‘. ‘\

Intensité résultante | |

3-Dimensional
Point Spread
Function

Figure 6- Critére de Rayleigh [6, 7].

Considérant la formule du paramétre « r » (FigyredBux voies de perfectionnement de la
résolution sont possibles. Tout d’abord, il estgilie d’augmenter I'ouverture numeérique,
qui dépend de I'ouverture angulaire de I'objectifde I'indice de propagation de la lumiére

entre ce dernier et I'objet (Figure 7).
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Ouverture numérique ( O.N.)

Objectif
Milieu interstitiel 0 . ON = nxsin (emax)

Objet \A 7 =~

Indice du Angle marginal
AN milieu interstitiel de objectif

N
max h
\

" g

Figure 7- Ouverture numérique d'un objectif

L’augmentation de l'indice du milieu interstitiemgliore donc la résolution. Cette solution
correspond aux objectifs a immersion utilisant’faile (n=1,4) comme milieu interstitiel et
non l'air (n~1). L’'amélioration peut aussi portemr sine plus grande ouverture angulaire de
I'objectif, qui se traduit par une profondeur dexstp réduite. Ces objectifs sont en général de
prix élevé.

Une autre voie de perfectionnement a partir deda@le de « d » (Figure 5) est de recourir a
des longueurs d’onde plus faibles par exemple des@lectrons. Cette méthode est exploitée
depuis les années 1960 pour le microscope éleqtrera transmission. La résolution peut
atteindre 2 nm [4], ce qui donne acceés a la stradhierne de la cellule. En contrepartie, les
échantillons doivent étre soigneusement préparés supporter un vide trés poussé, ce qui
exclut la visualisation de cellules vivantes eneniliquide.

1.1.1.4 Le microscope a fluorescence

La révolution la plus remarquable en biologie dalhke fut I'apparition du marquage
fluorescent dans les années 1960. En effet, |éntdu marquage colorimétrique pour les
cellules vivantes est limité par :
* une spécificité insuffisante. Elle se borne géménaint aux organelles (ex : le vert
Janus se fixe sur les mitochondries).
e une durée du marquage restreinte (ex : le roug&enenlorant le cytosol est connu
pour rapidement se répandre dans le milieu exttdaee).
* une toxicité frequente (ex: le bleu de trypan omltes cellules mortes mais tue
rapidement les autres cellules).
En revanche, les fluorophores le plus souvent é&supl des anticorps spécifiques peuvent
« étiqueter » efficacement des protéines d'intér@usieurs fluorophores peuvent étre
associés pour mettre en évidence les structuresldaellule (Figure 8).

2 Cette technique de marquage est dite d’« immuamgkcence ». Les anticorps ciblent
I'épitope de protéines spécifiques ou antigénes.
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Figure 8- Cellules endothéliales d’artere pulmondébovin marquées par 3 fluorophores différents :
le noyau au DAPI (bleu), les microtubules avec nticarps couplé au FITC (vert), 'actine avec un
anticorps couplé a la rhodamine (rouge) [8].

Pour observer les fluorophores, il a fallu dévelpgdes microscopes dédiés. En effet, les
fluorophores absorbent la lumiere d’'une certainegl®ur d’'onde, et en émettent a une
longueur d’onde plus importante. Le décalage deraleux longueurs d’ondes, ou décalage
de Stokes, est généralement de quelques dizaineandenetres. Ainsi, pour ne pas géner la
visualisation, la lumiere d’excitation est sépadéela lumiere d’émission. Dans le cas du
microscope dit « a épifluorescence », cette séparast réalisée par des filtres et un miroir
dichroique. L'observation se fait en « réflexioatsnon en transmission (Figure 9).

(Eil /\ ou détecteur
=y

Filtre d’émission

Miroir
dichroique & Source

Filtre d’excitation

\ Objedtif /

‘3/

Objet marqué

Figure 9- Schéma de principe du microscope a éapiflscence.

Dans les années 1990, l'utilisation des protéihemrdéscentes a révolutionné cette technique
[9, 10]. La plus connue est la GFP (Green FluorgsPeotein) qui fut découverte, dans les
années 1960, par Shimomura Osamu chez une médasen KZhalfie a été, par la suite, le

8
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premier dans les années 1990 & I'utiliser commejuear du vecC. elegan$ et enfin Roger
Tsien s’en est inspiré pour développer des praséfhmrescentes a des longueurs d’onde
différentes de celle de la GFP. Ces rechercheslauvalu le prix Nobel de chimie en 2008.
Comme toute protéine, ces fluorophores peuvent Stnghéetisés par des cellules. Ainsi en
couplant par génie génétique la production du ipbore a celle d’'un géne étudié, I'émission
de fluorescence indique la localisation spatio-terale de la protéine d'intérét dans les
cellules.

De nombreuses techniques de microscopies existeats le contraste de phase et
I'épifluorescence restent celles les plus utiliséasroutine. Cette description est donc non
exhaustive, néanmoins elle souligne des grandestitins d’amélioration : tendre vers une
meilleure résolution et vers une meilleure viswdien de structures spécifiques. Une
tendance non moins importante aspire a observercelades en vie dans des conditions
physiologiques satisfaisantes.

1.1.2 De la microscopie a la vidéomicroscopie

L’étude de la dynamique des cellules date des gremimises en culture. L'expérience
fondatrice de maintien de cellules en vie, horsl'deganisme, décrit I'excroissance d'un
axone issu d’'un groupe de cellules de moelle é@rdé grenouille (Figure 10) [11].

Figure 10- Développement d'un axone en culture.[11]

Reproduction des figures 7 a 9 de I'article de Higson de 1910, texte original tradui?:
Apparemment une fibre (nf) pousse en dehors d'@ssende cellules (ms) 24h apres lisolation du
tissu ;8 : méme fibre 25h309 : Méme fibre apres 34h, 4 fibres distinctes soaitbenant visibles,

les filaments de fibrine (thr) indiqués sur cettpife étaient présents aux premiers stades maisréta
omis des premiers dessins.

Les neurones sont maintenus en vie dans une gdattymphe. Des observations sont
dessinées a intervalles de temps réguliers, maiedsinateur a imposé ses choix. Cela est en
effet souligné par la figure 9 de l'article originades fibres additionnelles par rapport aux
premiers stades sont représentées alors qu'Hanrigsirise qu’elles étaient présentes aux
premiers stades mais non dessinées !

% Organisme modéle de biologie cellulaire, cet ahiesarelativement transparent et I'étude de sgphmogie
interne permet de suivre des mécanismes tels glévidoppement embryonnaire et 'apoptose.

9
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L'intérét de suivre et d’analyser la dynamique dlétion des cellules est donc ancien, mais a
ete facilité par l'amélioration des systemes d'giseement. En effet, les durées
caractéristiques varient de la seconde (ex : pmufllix calciques), a la minute (ex : pour les
mitoses), voire & I'heure (ex: pour I'apoptse La premiére avancée notable a été
'adoption du papier argentique, a partir des aanE@20, qui a permis de s’affranchir de
l'interprétation subjective de I'observateur lor§gdessinait [1]. Ensuite, 'avénement de la
microcinématographie a eu lieu avec la diffusioncdeéras dans les années 1980 [12].
Enfin, l'arrivée de capteurs d'images (&.2 Généralités sur les technologies de capteur
d’'image) a présenté deux avantages majeurs :
* L'augmentation des possibilités d'archivage et é&rencement par le stockage
digital.
e L'amélioration de la manipulation des images et leer analyse par traitement
informatique (traitement d'image).
De plus, les capteurs détectent des differencediaste invisibles a I'ceil nu, qui peuvent
étre accrues par post-traitement. Ces techniquegstéution ameéliorée sont connues sous le
nom de VELM (Video-Enhanced Light Microscopy)[13].

Pour observer les cellules vivantes, un systemendi@tien des conditions physiologiques
optimales est indispensable (2f1 Culture cellulaire). Il s’agit essentiellemelet:

* Maintenir la température a 37°C pour les cellulesaines.

* Réguler le pH du milieu par une teneur a 5% de @l'air

* Limiter I'évaporation du milieu par une forte huntéd

Pour contréler ces parametres, des incubateursisstatlés autour de I'échantillon ou du
microscope [14]. Par exemple, le vidéomicroscopidaboratoire (Figure 11) est constitué
d’'un microscope inversé, d’'une chambre autour éehintillon de régulation du G@t de
’hygrométrie, le tout enfermé dans une enceinterapilation de la température de lair.
Cette enceinte de taille importante permet de émiés mouvements meécaniques liés a des
gradients de température dans I'appareillage.

* L’apoptose est I'un des processus de mort. llistigla mort cellulaire programmée ou suicideualte.
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Figure 11- Exemple de vidéomicroscope.

1-Lampe pour la fluorescence 6-Lampe pour la visualisation
2-Indicateur de I'’humidité en lumiere blanche
et de la teneur en GO 7- Microscope
3-Contréleur de la platine motorisée 8-Caisson similaire a une étuve de culture
4- Contréleur de I'obturateur mécanique 9-Table anti-vibration
5-Régulateur thermique de I'air 10-Ordinateur

Le vidéomicroscope est un instrument puissant, ewmusement sa diffusion est
relativement faible dans les laboratoires de bielamgllulaire en raison de son colt élevé
(quelques centaines de k€).

1.1.3 Défis pour I'imagerie cellulaire

Les microscopes et leur systéme d’enregistrementtiment d'évoluer [15]. Les
améliorations s’articulent toujours autour d'uneilteere spécificité (par exemple pour
visualiser seulement les protéines d'intérét), dharfectionnement de la résolution, et du
suivi des cellules dans les conditions les plusipese de celles de I'organisme d’origine. Or,
toutes ces améliorations ont un colt élevé. C'emirquoi les microscopes les plus
performants sont de plus en plus regroupés danespexes spécifiques dits de « plateformes
d’'imagerie » et manipulés par du personnel expgertrecours a ces instruments est donc
souvent ponctuel dans un projet. En revanche, liesostopes de routine font I'objet de
compromis entre différents critéres tels que l&,pda résolution des différents objectifs, la
qualité de la caméra d’enregistrement, la compaéibdu logiciel d’acquisition avec des
logiciels d’analyse d'images,... Ces instrumentsalgine restent néanmoins chers (quelques
dizaines de k€). Leur disponibilité est donc unetnte forte d’organisation dans les
laboratoires.

La biologie cellulaire s’est aussi développée autteunombreux outils d'analyse spécifiques,
qui tres souvent nécessitent un couplage a l'opti@ar exemple, le patch clamp mesure des
courants ioniques entre I'intérieur et I'extériele la cellule au niveau des canaux ioniques.

11
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L'épifluorescence est souvent utilisée pour sé&ecter visuellement la cellule d'intérét
(cellule transfectée fluorescente, exprimant lesaga ioniques étudiés), puis placer tres
précisément la pipette a la surface de sa memb@aneet assemblage nécessite généralement
des aménagements, qui ne peuvent pas étre tengsoréer temps d’'une expérience. Le
microscope est dans ce cas durablement mobilise\dent un équipement dédié a une
manipulation. Les expériences de couplage monaptlidonc de la place et nécessitent un
investissement supplémentaire important de micqmeco

La miniaturisation des instruments peut répondrees problématiques d’intégration. Les
développements de la microélectronique ont démaigpiis quarante ans que la réduction
des dimensions, non seulement diminue les codltss massi facilite l'intégration de
différentes fonctions sur le méme support. Depuis vingtaine d’années, les « laboratoires
sur puce » visent a obtenir les mémes avantagedgohimie et la biologie [16].

1.2 Miniaturisation : le laboratoire sur puce

Le terme «laboratoire sur puce » (« Lab-on-chigsf) couramment employé pour décrire
lintégration et la miniaturisation, dans un syseede quelques centimétres carrés, d’'une ou
de plusieurs opérations classiquement réaliséesldaaboratoires de chimie ou de biologie.
L’expression « microsystéme d’analyse totale »Nticro Total Analysis System (L TASgst
également utilisée pour ce type de dispositifs.[17]

Les grands avantages d’un laboratoire sur puce[$6n1.8] :

» La diminution des volumes utilisés. Cela limitetilisation de réactifs peu disponibles
ou colteux (par exemple des molécules candidatdgcamdents) ou réduit les risques
induits par leur manipulation pour un expérimeniafe.g.dans le cas de toxines).

» La realisation facilitée de multiples expériencegaralléle.

e L'acces facilité a des résultats par une instruat@n portable et automatisée par
exemple au lit du patient (« point of care testig

Les applications visées par ces puces sont tregsifiees [16, 18, 19]: analyse chimique,
synthese de cristaux de protéines, séquencage demgeé recherche de nouveaux
médicaments ou de techniques de délivrance de exeseds, ingénierie tissulaire ou bien
encore outils de diagnostic. Or, la plupart deaggdications nécessitent des manipulations de
liquides comme leur déplacement ou leur mélangedsupetites échelles. L'étude et le

®> Depuis 15 ans, il s'agit du titre d’un congrésemfational dédié & ces problématiques au
cours duquel les travaux exposés dans cette timkggéoprésentés a deux reprises.
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contrble des fluides sur des dimensions caradgfress de l'ordre du micron, ou
« microfluidique », sont donc des composantes ésfles de tout laboratoire sur puce [16].
La fabrication des éléments indispensables (pormmdses,...) a tout d’abord exploité le
silicium et les procédés de fabrication de la nétzotronique, puis des technologies et
matériaux dédiés ont été développés. Les prind@paltigoductions furent surtout celle des
plastiques (comme le SU8, une résine photoactiViaibleompatible) et celle de la chimie de
surface (comme le greffage localisé de molécules pgieotolithographie [20] ou par
électrochimie [21]).

A I'heure actuelle, le matériau phare des micr@sysis pour la chimie et la biologie est le
Poly(DiMéthylISiloxane) ou PDMS. Il s’agit d’'un pahere qui permet un prototypage rapide
des puces [22]. Les raisons de ce succes sont rasdy [23, 24] :

* Son procédé de mise en place par moulage estarés & exécuter : mélange d'un
monomere et de son agent de polymérisation, rétionl a température ambiante ou a
de faibles températures jusqu’a 100°C.

» Des détails de I'ordre du micron peuvent étre rdpits avec une grande fidélité.

« |l est élastiqu® ce qui est particuliérement intéressant pouiséatles pompes.

» Ses propriétés de surface hydrophobes sont faditemedifiables (par exemple avec
un traitement plasma oxygéne pour la rendre hydiephi peut ainsi étre scellé a lui-
méme ou a de nombreux autres matériaux tels querte ou le silicium pour former
des assemblages composites.

* Optiguement transparent, contrairement au siliciimest adapté a la détection
d’absorbance ou de fluorescence.

* Enfin, il est considéré comme biocompatible pous dgplications en biologie
cellulaire. Sa non-toxicité et sa porosité aux gamme le CQ permettent de
maintenir les conditions physiologiques nécessaidgeda culture de cellules.
Néanmoins, il a réecemment été montré qu’en absbodmtaines molécules de petites
tailles (comme les cestrogénes), sa présence pobiager certains comportements
cellulaires par relargage de ces molécules [25].

L’histoire des puces pour la biologie a suivi celks tendances de la recherche : les puces a
ADN a I'heure de la génomique, puis les puces &pres a I'heure de la protéomique, enfin
les puces a cellules [18]. Les applications posrdellules sont donc plus récentes et datent
du milieu 2000 [26].

® Dans le sens déformable facilement et de facoersédle
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1.2.1 Laboratoire sur puce pour les cellules ou « cell-enhip »

Une puce a cellules est un dispositif de faiblesedlisions qui permet de manipuler et/ou
d’analyser un nombre généralement important deilesll Les puces a cellules développées
aujourd’hui sont trés diverses, tant par leursiappbns que par leurs procédés de fabrication
ou par les techniques d’analyse qu’elles utiliskes opérations développées sont souvent
celles classiquement réalisées dans les laborateirpourraient étre toutes regroupées dans
un laboratoire sur puce idéal (Figure 12) [27] élgver un échantillon, trier et disposer les
cellules d’'intérét, les cultiver et les étudier.

Tissue organization Cell selection

Growth media

- G = 0,0 e

U
7R ]

- N)

Cell lysis
= e Biochemical analysis

= [ )

Figure 12- Laboratoire sur puce idéal pour les otk d'apres[27].
Les fleches jaunes indiquent des connectionslessntre les différents modules.

La miniaturisation apporte souvent une plus-values opérations. Chacun de ces modules
fait I'objet de nombreuses études. Il est donc théficile d’étre exhaustif, c’est pourquoi
seulement quelgues exemples seront cités :

% Le prélevement
Le but d’'une unité de prélevement est d’obteniraudtiquement un échantillon avec le
minimum d’interaction humaine. Un exemple intéressst 'obtention d’'un petit échantillon
de sang par un réseau de micro-aiguilles transdeeypour un futur outil de diagnostic au lit
du patient [28, 29].

% Le tri ou le positionnement des cellules d’intérét
L'objectif de ces modules est de maitriser exacténeetype, le nombre et 'emplacement des
cellules a étudier. Les méthodes peuvent étre ntigged30], optique [31, 32], fluidique [33]
ou électrique comme par exemple la diélectrophéi@de 35].

" Le phénoméne de diélectrophorése consiste & sréerouvement sur une particule polarisable a I'dida
champ électrique non uniforme
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Dans le cas du tri, le but est de séparer et deptnefficacement des cellules. De
nombreuses études ont tout d’abord démontré lailplies du tri sur puce avec des
microparticules [36, 37]. Les dispositifs de tri dellules de mammiferes [31, 32, 35, 36] ou
de bactéries [30] sont plus récents.
Le positionnement de cellules peut étre « actiftint profit d'un champ magnétique, ou
électrigue ou bien encore d'une force fluidique,[38, 38] ou « passif » en favorisant leur
adhésion sur des zones spécifiques (technique ohésrepatterns » [39-42]).
% La culture cellulaire

Un premier objectif est de permettre la culture cgiiles pour leur analyse ultérieure
sur puce [26, 43]. Les dispositifs réalisés mamtent souvent les conditions physiologiques
dans des chambres ou différents liquides sont pesf(44-46]. Leur avantage est de pouvoir
amener trés localement des nutriments, des facterrsroissance, des droguest.de
pouvoir ainsi étudier leurs effets et ceux de gnadient local associé. En revanche, ce flux a
la surface des cellules présente deux inconveénidats produits sécrétés par les cellules et
necessaires a leur physiologie sont emportés [A4e#la vitesse du liquide induit des forces
de cisaillement a la surface des cellules qui nedtifeur métabolisme [45].

Un deuxieme objectif de la culture sur puce edbtaation de culture en 3D plus
proche de I'environnemeim vivo qu'une simple surface de culture 2D. En effetnlatrise
de la structuration de matériaux sur de faibles edisions facilite la mise en place
d’environnement en 3D pour les cellules [43, 49, B@ plus, cela permet un agencement de
différents compartiments pour accueillir différerifgpes de cellules [50, 51] et ainsi se
rapprocher de conditions physiologiques ou elleshabitent » dans I'espace restreint d’'un
organe.

% L’étude des cellules

Deux grands types d’études peuvent étre distingeémn que l'intégrité de la cellule est
préservée ou non :
- D’'une part, celles apres une lyse cellulaire, dpmnent acces au contenu intracellulaire.
L’analyse est alors réalisée par un des nombrebarddoires sur puce pour l'analyse de
'’ADN ou de protéines [52]. Par exemple les molésutl’'intérét peuvent étre séparées par
électrophorése sur puce [53, 54].
- D’autre part, celles ou la viabilité de la ceflubst maintenue. La miniaturisation des
capteurs permet de réaliser différents types deauresgélectriques, mécaniques,...) au plus
pres d’'une ou plusieurs cellules [27, 55]. Il pedagir de méthodes classiques, ou la
miniaturisation ameéne une automatisation et unetiplichtion des mesures, comme par
exemple pour le patch clamp sur puce [56]. Alteveatent il peut s’agir de la mise en place
de nouveaux outils de mesures comme par exempleéssires d'impédance sur une ou
plusieurs cellules [57, 58]. Différentes équipedient ainsi la présence de cellules sur des
électrodes a la mesure d'impédance pour suivrent@iilité ou la prolifération de la culture
[59-62].
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Chacun de ces modules présente des défis singaliersrme de microfabrication, mais les
contraintes suivantes sont communes a toutes tes@ucellules [26, 63]:

* La biocompatibilité des matériaux en contact aescckllules.

* Le maintien de la stérilité et des conditions pblgiiques.

» L’isolation des circuits électroniques du milieguide pour éviter les courants de fuite

ou les courts-circuits.

Bien que de nombreuses briques de base aient 8 @i point, peu d'assemblages complets
ont été réalisés [64-66]. L'intégration de la pmp@an de I'échantillon jusqu’a son analyse
dans un seul micro dispositif pose de nombreuxsdeé®] : celui de concentrer efficacement
I'échantillon, de réaliser des jonctions efficaesdre les modules, d’assurer la fiabilité et la
durabilité de chague module simultanément...

Les puces réalisées atteignent des tailles retatve faibles (de I'ordre de quelques éns
mais paradoxalement pour la manipulation et laalisation précises des échantillons, elles
sont généralement placées sous des microscopeslugsineux. L'avantage de la portabilité
et celui de l'intégration sont ainsi perdus. La iaiarisation de la fonction d’'imagerie sur
puce est donc un verrou technologique important poaserver ces bénéfices.

1.2.2 Microsystemes de détection optique

La miniaturisation de fonctions optiques est untezamaine de recherche. Par exemple, il
peut s’agir de fabriquer des réseaux de petitsimion de microlentilles. Ces dispositifs sont
regroupés sous le nom de Systémes Micro-Opto-Blddécaniques (ou MOEMS) [67].

Dans le cadre d’applications biologiques, de nondme études existent pour détecter
'absorbance, la fluorescence ou la luminescenceseampar des solutions dans le but
d’analyser leur contenu. Il s’agit la plupart dmfes d’'un détecteur formé d’'une ou d’un petit
nombre de photodiode [68-73].

Vertical
Cavity

Detectors

50 microns

Figure 13- Dispositifs de détection de fluoresceti@es une solution,
a gauche a l'aide de filtre interférentiel et abbant pour filtrer 'émission d'aprés[68]
a droite a I'aide de filtre interférentiel pouttfie I'excitation et I'émission [73]
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Par exemple dans le cas de la détection de fluemesg les solutions circulent dans des
canaux au-dessus d’'un photodétecteur recouvertpilements de fines couches de matériaux
différents qui forment un filtre interférentiel apprié (Figure 13). Les résultats ne sont donc
pas des images mais des quantités de lumiéredé@secrelier a la concentration de I'espéce
recherchée.

Pour intégrer dans un microsysteme la formatiomel’image, il est nécessaire d'utiliser un
capteur d'image formé de petits photodétecteurpodiss en matrice sur une surface de
quelques mr Cela a été possible grace a I'arrivée de résnédes a bas colt (Figure 14).

HISTORY OF CCD AND CMOS PIXEL SIZES
FOR LEADING SUPPLIERS
1989-2007
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Source: Asia BizTech, Micron Technology, Strategies Unlimited.

Figure 14- Evolution de la taille des pixels etpd'un capteur en 2006 d'apres[74].

Deux types de miniaturisation avec des capteudsss@guent :
« Une miniaturisation qualifiable de « mini-microseop: tous les composants d’'un
microscope classique y sont présents mais dandimessions réduites.
* Une miniaturisation qualifiable d’'imagerie direct€objet est placé directement a
proximité du capteur et les éléments classiquda decroscopie ont été supprimes.

Mini-microscopes

Un exemple de ces mini-microscopes a été dével@apéune équipe de l'université de
Californie a Berkeley [75]. L’objectif est de preedles images pour un co(t tres réduit pour
diagnostiquer des pathologies comme la tubercul@s@mie falciforme ou le paludisme en
zone de déserts sanitaires. Pour cela, le systéadapse sur un téléphone portable équipé
d'un capteur dimage. Il s’agit de pieces de micopes classiques (objectif, oculaire,
montures,...) choisies pour leur colt modéré (Fidibg Les dimensions de I'assemblage
sont fixes, car il ne contient qu’un seul objedhfin, le dispositif est également congu pour
observer en fluorescence, grace a un jeu de fiiliseses sur le chemin optique.
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A Emission Excitation
Camera- Eyepiece filter (fluo.) Sample filter (fluo.)

[ = l l] l 8

Condenser Collector

lens lens

Figure 15- Microscope miniaturisé pour le diagnosti’apres[75].
A) Schéma de principe. B) Photo du dispositif s#aliC) Image en transmission d’un frottis sanguin
d’un patient anémié falciforme (globules rougesadak indiqués par des fleches). D) Image en
fluorescence de sputum d’un patient tuberculeuwxgo@a@ I’Auramine-O (Bacilles marqués en vert,
un exemple est entouré en rouge). Les barres diégheur C et D sont de 10 um.

Les auteurs suggérent que dans les pays en déeeatepp, leur mini-microscope pourrait
pallier a moindre colt l'absence d'équipements au pkrsonnels médicaux, car ces
diagnostics peuvent étre réalisés uniquement ar plirhages transmises par la téléphonie,
qui a, dans ces pays, une meilleure couverturd'guanisation sanitaire.

Pour le méme type d’application, une équipe deiVensité de Rice a développé un
microscope ou tous les composants ont été fortemematurisés (Figuré6) [76].
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Figure 16- a) Mini-microscope. b) Frottis de sargmalade de la malaria marquée par la méthode
Giemsa avec le mini-microscope (gauche) et avembjectif Zeiss 40x, O.N=0.95, d’apres [76]
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Ce dispositif, plus petit qu'une piece de 1 centaoaine, donne des images d’'une qualité
suffisante pour réaliser efficacement le diagnadtipaludisme.

Cette tendance de miniaturisation est égalemeligagtidans des produits commerciaux. Par
exemple la société Given Imaging commercialise omei-caméra appelée « PillCam »,
destinée a étre avalée pour réaliser une endoscomiplete (Figure 17) [77, 78].

B
3

GUQO000
B

/T

Figure 17- a) Schéma du brevet [77] : 21 Fenétraque, 22 Systéme optique (lentilles par exemple),
23 LED, 24 Capteur CMOS, 25 source d’énergie, agmetteur, 27 antenne,
b) PillCam sur une main,
¢) Schéma d'utilisation et fenétre avec I' imagendoscopie obtenue , d’aprés [77, 78]

Ces mini-microscopes demandent une mécanique dssipreé pour assurer un alignement
correct des différents éléments de l'instrumens’dbit souvent de produits commerciaux ou
destinés a réaliser des diagnostics au lit dumabie dans des zones de désert sanitaire.

Imagerie directe

Les systémes d’imagerie directe ou de contact, eémiagar projection sur une surface
sensible. Les éléments classiques tels que leBdentes diaphragmes... sont supprimés.

Le principe d’imagerie est compréhensible en olss#rnun photogramme (Figure 18). II
s’'agit de l'image obtenue en éclairant par une @®uoonctuelle des objets opaques,
translucides ou transparents posés directement uggr surface sensible développée
ultérieurement.

/A

Figure 18- Photogramme d'objets posés sur du papigentique, d'aprés [79]
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Le fond de lI'image exposé a la lumiere apparait.ren revanche, les objets posés sur le
papier argentiqgue apparaissent blanc car ils aététe faisceau lumineux. L'imagerie de
contact est donc la visualisation de 'ombre d'bjebplacé tres pres d’'un détecteur.

Dans le cas d’'un capteur solide, chaque pixel ietegquantité de lumiére recue. L'image est
donc découpée en petits carrés dont la valeur dégeri’éclairage. Le photogramme d’un

objet par un capteur est alors échantillonné de en@figure 19). La résolution de I'image

obtenue dépend ainsi de la précision de I'échantihge, c’est-a-dire de la taille des pixels
du capteur.

Surface
du capteur

Image obtenue
Figure 19- Schéma de principe de I'imagerie de acir I'aide d’un capteur d'image.

Dans le cadre de la biologie, peu de dispositifEetionnent sur ce principe : quelques puces a
ADN et quelques dispositifs pour détecter et imadgs cellules. Ces derniers sont discutés
dans la prochaine partie. Les puces a ADN fabrisjsée ce principe sont destinées a étre lues
directement sur un capteur d’images. Par exemmespmts sont déposés sur la surface
sensible et I'hybridation est détectée par lumiaese (Figure 20)[80]. Celle-ci est produite
par une réaction catalysée par une enzyme lieegialdtADN a détecter. L’hybridation est
ainsi détectée par un spot lumineux sur la puce.

S

Substrat

Enzyme

Photodlectron

normalized mean grey level
<

0.1 1 10 100

(b) % specific caplure probe

Fig. 5. Relationship between enzyme surface density and signal intensity

Figure 20-Puce a ADN lue par contact direct sur un captetuimdge par luminescence, a gauche
schéma de principe, a droite spots obtenues salooricentration, d’aprés[80].

20



Chapitre 1 - Introduction

La miniaturisation de la fonction d'imagerie esstileée a faciliter la lecture d’'une puce a
ADN. Il s’agit de visualiser des spots lumineuxnein des morphologies caractéristiques
comme dans le cas de la visualisation de cellules.

1.2.3 L’imagerie directe pour les cellules

1.2.3.1 L’imagerie de contact

Seulement deux équipes, a notre connaissance,évetoppé des systemes d'imagerie de
contact pour visualiser des cellules : celles duAbshire a l'université du Maryland [81,
82]et la collaboration entre le Dr. Ozcan de I'@ersité de Californie a Los Angeles et le Dr.
Demirci du laboratoire commun entre le MIT et HawdvMedical school [83-87].

Imagerie de contact pour un laboratoire sur puce si@ivi multiparamétrique de cellules

La premiere équipe, celle du Dr. Abshire de 'unsvi& du Maryland, développe différents
capteurs CMO%destinés & étre couplés sur un laboratoire ste pamplet. Chaque module
est mis en place séparément : la mesure de I'ectdlectrique de neurones ou de cellules
musculaires [88] ou de la capacitance de cultueesetlules [89, 90], et enfin la visualisation
par imagerie de contact [81, 82]. Le couplage segalisé a terme dans des chambres en SU8
ou la fermeture du capot serait activée électricerer(Figure 21) [88].

Couvercle

= Cellule

y /=4

Chambre

Chamiére

Circuit
d’amplification

Figure 21- Schéma du laboratoire sur puce pourisadividuel de cellules, d'apres [88].

Il s’agit d'un outil intéressant pour la rechercmadémique. Par contre, le choix d’enfermer
chaque cellule dans une chambre est surprenant.eftat, les cellules en culture
communiquent entre elles a I'aide de signaux chimsg électriqgues, mécaniques qui assurent
le bon fonctionnement physiologique (« sociologielludaire »). La tendance est

8 Complementary Metal Oxide Semi-conductor, il Satjune technologie pour former des transistors sur
substrat en silicum.
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effectivement d’analyser a I'échelle de la cellulique [39, 40] mais au sein d’'une petite
population de cellules.

Le capteur CMOS pour l'imagerie de contact est idésst fondu par le laboratoire. Les
auteurs ont optimisé l'architecture d’un pixel paette application. Les pixels mesurent 8,4
pm par 8,4 um. Une chambre est formée d’'un tubstipglee collé a I'aide d’'une résine
photoactivable, la Loctite 3108 (Figure 22, a), peimet également d’isoler les connectiques
(Figure 22, b).

(b)
Figure 22- Dispositif d'imagerie de contact
a l'aide d'un capteur CMOS congu par les autediapreés [81].

Cependant, cette colle se dissout dans I'eau. Geltgion ne peut donc étre que temporaire
et pose un probléeme de biocompatibilité non disdatés I'article.

Les cellules marquées avec un colorant sont imageées la forme de points ou de taches
noires (Figure 23).

‘f"“!'i '“‘"":;- nﬂ-. - 7

(a) photograph (b) captured image (C) overlay

Figure 23- Cellules de muscle de bovin (BAOSMQ)réas avec du rouge neutre, d’apres[81].

L’observation par le capteur (Figure 23 b) est carép a une photographie prise par-dessus
le systeme (Figure 23 a) et la superposition dex désultats est correcte (Figure 23 c). La
zone en bas a gauche avec « des reflets » coragpoloablement a I'ombre de la résine.
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Imagerie de contact pour le comptage de cellules

La deuxieme équipe a pour sa part décrit un mistégye de comptage d’'objets biologiques
[83, 85-87]. Leur objectif est la mise en placerddispositif portable de diagnostic bas coat
pour compter les CD4°Tdes malades du SIDA car la détection et la surveillance de cette
maladie s’effectuent en dénombrant ces cellulesydteme immunitaire [85, 86]. L'imagerie
de contact permet, d’aprés eux, un champ de visiplportant, une vitesse de comptage plus
rapide et un colt moindre que la technologie maogue dédiée (cytométrie en flux). Cet
objectif est trés restreint dans le cadre de Kraéon de l'optique dans de nombreux
laboratoires sur puce, car il ne s’agit pas deurd’analyse trés poussés des cellules.

Leurs dispositifs ont évolué au fil des articlegy(fife 24).

Uniformillumination

Incoherent Tllumination
Wiite Light or Monoclromatic

Microscope
= Sldes,

(300nm -~ 950nm)
Serramy ~50 ym
200 ym| Depn-of-ﬂe/d

........................................ -50”“[ ~ 0.85 mm

o I e

ib)

.........................................

Je= Cover glass

~50um| © @ ] 10 ymbeads
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AT RN +— Controlled g g ‘::“
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Field-of-view.~ 10 cm’

l J‘— Sensor array

Figure 24- Schémas des différents dispositifs goumnpter des objets biologiques
a) [85],janvier 2008 b) [83], Septem!i2808 c) [87], février 2009

Le principal capteur employé est le CCD KAI-11002 c¢hez Kodak. Un empilement de
plusieurs lamelles de verre espacées a l'aiderds ftouches de PDMS est rapporté sur sa
surface (Figure 24). Des chambres de comptage feamiges dans ces espacements. Le
liquide n’est ainsi nullement en contact avec Céenique, mais avec des matériaux
biocompatibles (PDMS et verre). Les empilementsnegient, d’apres eux, I'augmentation
du débit de comptage grace a 'augmentation du neahd surfaces observées.

Les images observées ont également évolué avesy#témes. Avec le premier systeme
composé d’'un simple assemblage de deux lamelld¥8ieum d’épaisseur (Figure 24 a), les
images sont similaires (Figure 25) a celles deuligg du Dr. Abshire (Figure 23). Ce sont de
simples points noirs.

° Les lymphocytes T CD4+ sont des cellules du systémmunitaires, qui parviennent & maturation dans |
thymus (d’'ou le T) et présentent a leur surfagertdééine membranaire CD4 (cluster de différentratd.
19 Syndrome de I'lmmunoDéficience Acquise
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Figure 25- Cellules de souris (lignée NiH3T3) olv&ers par microscopie (a)
ou par imagerie de contact (b & c), d’aprés[85].

Les dispositifs suivants (Figure 24 b et c) ontlex@ la visualisation par le capteur des
taches de diffraction des cellules. De nombreurmpatres ont été étudiés :

* Lalongueur d’'onde

» Ladistance entre I'objet et le capteur

* Le nombre d’empilements de lamelles de verre

» Le type d'objets biologiques (cellules, mais almsitéries ou levures)

La Figure 26 A reprend une partie des données obgesur la variation d’objets biologiques
(levure, bactérie, cellule).

White Light B

(d) Automatic Detection

9

Micro-bead
O (O Red Biood cell

oVeasl Cell

(S.Pombe)

Cluster ¢
cell & two 1

Figure 26- Taches de diffraction d’objets biologégiid'apres [83, 87].
A) Identification de signatures, B) Détection auétisee
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Selon les auteurs, la tache de diffraction estoté@riatique de I'objet biologique et de la
distance entre cet objet et le capteur. Cette Bigaaaractéristique leur permet d’identifier
automatiquement les objets grace a un logiciel ldgpe sous Matlab (Figure 26 B).

Compréhension de I'imagerie de contact par I'étad bart

Les deux équipes ont donné des explications difféseequant au mode d’'imagerie de leur
microsystéme. L'équipe du Dr. Abshire réalise desutations d’imagerie de contact par un
logiciel de tracé de rayons [81]. Le cadre théaiqehoisi releve donc de l'optique
géométrique qui est applicable ici car la tailleactéristiqgue de la cellule (20 um) est assez
grande devant la longueur d’'onde (500 nm).

Plan d’image (60 pm x 60 pm)
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J

/ Annulus radius (m)

Source | " o
Surface lambertienne Disque opaque ’ /" ' o
3 a n
2mm X 2mm a 550 nm 5pum de @ /| Outer boundary of  Background pixels est‘nzmzltiu ixels
\ 1 ym d’épaisseur / | 06F transition region l p J
’ | \
\ \ .
\ \ ’ ! >; ost ¢ >
\ 1 ! g acl f R
\ - | @ Mean background intensity Mean sitinated
2 k d
\ : : € 04} backgroun
/ @
' Al = Mean transition intensity 4,
' K
> v ' é 03 Transition region
1 @ intensity slope
D Is ‘ )\‘{‘.I ' ?
. . 2 02} Intensit
= y vs. radius curve
' '
' '
1 ? 0.1 | Mean object intensity €— Estimated radius
1 / v 7
7|, eeesessssesesasssnes, -~
0 . R =
! 0 5 1 TN 107
'
!

Figure 27- Simulation de I'imagerie de contact,tes [81].

Le systeme d’'imagerie de contact est modélisefpgule 27) :
* Une source lumineuse sous la forme d’'une surfandeésatienne, c'est-a-dire dont la
valeur de I'éclairement dépend uniquement de l'ang|
* Un disque opaque de diamétre d pour représentecallide marquée par colorimétrie
(sa transmission est alors de T=0,166).
* Un réseau de puits carrés pour la surface de filaagk. Les pixels envisagés sont de
petite taille (0,85 um).
Les distances P entre la source et I'objet, etofp entre I'objet et le plan d’'image, sont
envisagées comme des parameétres. La simulationleaéc contraste (entre la zone d’'ombre
et la zone éclairée) et le rayon moyen (comme ud#ligur la Figure 27). Les auteurs
concluent que la résolution d’'un systeme en imagee contact n'est pas dépendante de la
diffraction et donc du critere de Rayleigh (Figu® mais uniquement de la distance
cellule/capteur et de la taille des pixels. L'imagede contact fonctionne donc pour eux
comme un photogramme.
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En revanche, pour la collaboration UCLA & MIT, leodele dépend de I'optique ondulatoire.
L’'ombre de la cellule est considérée comme uneetats diffraction. Pour choisir le type
d’approximation du phénomene de diffraction (deshet ou de Fraunhofer), le nombre de
Fresnel est calculé dans différentes configuratiBbk Leur systeme a évolué pour se placer
dans la configuration de Fraunhoferolﬂsdzm et ainsi observer plus facilement des anneaux
caractéristiques.

Bilan de I'état de I'art sur I'imagerie de contact

Ces deux systemes permettent d’'observer des celddrs objectif de grossissement. Le
premier exploite le parametre « distance objet@apt pour imager des ombres de cellules
marquées (optiqgue géomeétrique), le second I'explpdur obtenir des taches de diffraction
caractéristiques (optique ondulatoire). De mémarsl@bjectifs finaux different. Le premier
souhaite observer des cellules pour les étudierseleond pour les compter. Les deux
obtiennent des images de taches noires ou de t@ehedfraction qui ne fournissent pas
d’'information sur la morphologie classique des uwel (Figure 3). Or I'étude de cette
derniére est indispensable pour discriminer difiesdypes d’événements de la vie cellulaire.
Un laboratoire sur puce pour étudier des cellulegntes ne peut faire I'économie de
visualiser correctement leur morphologie.

1.2.3.2 Le microscope optofluidique

Pour améliorer la résolution de I'imagerie de cohtBéquipe du professeur Psaltis propose
de diminuer artificiellement la taille des pixel81] 92]. Son objectif est d’obtenir des
informations sur la composition du veZs Elegansou d’algues unicellulaires.

Pour diminuer artificiellement la taille des pixela surface du capteur (pixels de 9,9um de
cOté) est tout d’abord recouverte d’'une résine (SaR8ir aplanir la surface qui possede sans
doute une matrice de micros lentilles, puis recaevde métal (aluminium ou or) et des
ouvertures de 1um de diamétre sont réalisées del'diun faisceau d’'ions focalisé (FIB -
Focused lon Beam). Chacune de ces ouverturesaesiephu dessus d’un pixel, et elles sont
arrangées en diagonale avec un espacement enatdidld d’'un pixel et en y de 500 nm
(Figure 28).

electrodes ’
/ \ PDMS Y :

| | or
PMMA | | ou

| | Aluminium
=

sus

CMOS Chip Packaging CMOS Sensor Pixel
Pixels de 9,9 pm x 9,9 pm (vers ) et 5,2 um x 5,2 pm (cellules)

trou de 1 pm (vers) ou 0,5 pm (cellule) de &

Figure 28- Schémas de principe du microscope aptlifjue d’'aprés [92].
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Cet assemblage se comporte comme un microscopende g& probe microscope » ou
microscope a champ proche) dans lequel les posittn la sonde et de I'objet ont été
inversées. L'objet se déplace ici au-dessus deesond ouvertures. Chaque trou image un
point de I'objet & un instant donné, et une lignecaurs du temps. Des recouvrements de 500
nm des zones imagées permettent un post-traitesheserdonnées pour reconstituer I'image de
I'objet. En effet une tranche de 500 nm de lardevissialisée par deux ouvertures.

Ce dispositif a été utilisé pour imager des veCselegany et des algues unicellulaires
(ChlamydomonggqFigure 29).

C. Elegans chlamydomonas

Microscope
optofluidique

Microscope
objectif X20

Figure 29- Images obtenues par le microscope agthfjue (ligne supérieure)
et par le microscope en fond clair (ligne inférieyrd’aprés [92].

La résolution de ce systéme est principalementriii@tée par la taille des ouvertures soit
environ 1 um. Elle est donc potentiellement meikkeque I'imagerie de contact limitée
priori par la taille des pixels, et reste similaire vaireilleure que de nombreux microscopes
optiques (Figure 29).

Ce systeme tres élégant permet donc d’atteindrerédutions compétitives a celles des
microscopes conventionnels. Néanmoins, la méthaodployée nécessite que l'objet se
déplace et donc un flux, ce qui exclut une utiiasimple pour des cellules adhérentes.

De plus, les auteurs soulignent que la variatiowvitksse, la rotation des objets, ... peuvent
perturber la reconstitution d'image. A I'heure adle, leur poste de traitement ne peut se
réaliser dans de bonnes conditions que pour 50%vees imagés. Il est également trés
probable que la méthode de fabrication complexgsquée, a I'aide du FIB, aboutisse a un
taux de perte de capteurs élevé lors de la pramudis trous.
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1.3 Objectifs de la thése

Aucun des systemes d'imagerie directe de la litidea n'observe la morpholog
caractéristique de cellules adhérentes bien quiesal représentent la majorité des cellt
d’intérét. L’objectif de ce travail est donc de dpper un module d’imagerie de cellules
pourra par la suite faire partie d’'un dispositifys complet. Il s’agit de mettre en place
microsysteme d’'imagerie de contact pour la visai et le suiviin vitro de cellule
adhérentes. Les défis a relever sont nombreux eteroent principalement la mise
contact de I'électronique et du liquide du miliea culture, la biocompatibilité des matéria
sélectionnés, la prise d'images et leur transfertindervalles réguliers a l'aide d'u
microsysteme placé dans un systéme fermé et humide.

Pour mener a bien cette étude et atteindre I'olifjéiee, plusieurs étapes sont nécessaires :

e

Iles

qui
un

\"2J

en
AUX

* Un prototype est mis au point pour visualiser aingtant donné une population cellulaire.

Pour cela, les différents éléments du microsystémieent étre choisis pour protég
I'électronique du capteur vis-a-vis des milieuxatdéture agueux, et assurer des condition
survie cellulaire pendant I'observation (quelquemues). La visualisation de cellules ¢
étre optimisée pour étre similaire a des outilssslgues de microscopie (chapitre 3).
* Les différents composants du systeme optiqudduapéclairage, caractéristiques optiqg
de I'échantillon et de son support) et des imag€s fipurnit, sont explorés pour compreng
le mécanisme de formation de I'image (chapitre 4).
* Le prototype est optimisé pour fonctionner commevidéomicroscope. Le démonstrat
doit alors étre capable de maintenir les conditiqguig/siologiques nécessaires au Suivi ¢

er
s de
oit

les
ire

eur
lans

le temps (plusieurs jours) d’'une population celitdgchapitre 5).
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2 Techniques et matériels utilisés

Du fait de linterdisciplinarité du sujet, des grdes généralités sur la culture cellulaire et |sur
les capteurs d'images sont présentées dans cettiie.pa’objectif est de souligner les
contraintes a prendre en compte pour le développéenhe dispositif d'imagerie : d’'une part
celles imposées par les échantillons observés@isles) et d’autre part celles imposées|par
les technologies de capteurs d'images disponibles.
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2.1 Culture cellulaire

La culture cellulaire est une technique de labdamatdéveloppée au XX*© siécle [4]. Ses
objectifs sont de :
» disposer d’'un type de cellules bien caractérispas ¢xemple des cellules de poumon
ou des cellules de foie)
* maintenir ces cellules en vie hors de l'organisrort@lles sont issues sur un temps
suffisant pour observer les phénomenes étudiés
e permettre leur prolifération pour en disposer emine suffisant et en temps voulu
pour les expériences.

2.1.1 Lignées cellulaires

Les cellules sont isolées des tissus par des caisbims de méthodes chimiques
(enzymes,...) et mécaniques (dissociation, centrifoga cytométrie,...). Les cellules
directement issues d’'un organisme et maintenuegiesiguelques jours sont dites cultures
primaires. La majorité des cellules de mammiferesvpnt, dans les conditions adéquates,
proliférer. La prolifération de cellules issues mkuculture primaire est appelée culture
secondaire. La plupart des cellules de vertébré&eat de se diviser en culture par un
processus appelé sénescence. Par exemple ledddissbhumains ne se divisent que 25 a 45
fois en culture. Les cellules d’'un échantillon ddture secondaire ne sont ainsi disponibles
gue quelques semaines.

Les cellules échappant a ce processus de sénesmricgdites « immortelles » et se divisent
indéfiniment. L'immortalité peut avoir plusieursigines. Les cellules peuvent étre :

» issues d’'un tissu cancéreux et naturellement inefiest

» infectées par certains virus pour les immortaliser

« modifiées par génie génétique pour les immortaliser
Ces cellules immortalisées sont appelées « lignéd2ar exemple, les RPE1 (Retinal
Pigmented Epithelial cell 1) sont une lignée ddubet épithéliales de rétine d’ceil humain.
De nombreuses lignées cellulaires stables sontuadljui disponibles. Les lignées
permettent a différents chercheurs d’avoir accésna@mes cellules de fagon quasi-uniforme.
En effet, les cellules peuvent étre conservées bBarste liquide (-196 °C) pendant une trés
longue période, et retrouver leur viabilité et lpuwpriétés une fois décongelées.

Certaines lignées cellulaires conservenvitro des caractéristiques de différenciation : par
exemple les cellules de cceur continuent de badtriagbn synchroniséa vitro. Ces lignées
sont donc des modeles trés utiles aux biologis@&mensi elles different des cellulesvivo.

La qualité de ces modéles est garantie par desubangnondiales de lignées qui
commercialisent des lignées certifiées. Les plusges sont les banques américaines ATCC
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(American Type Culture Collection) et européenn€AEC (European Collection of Animal
Cell Cultures). La lignée la plus célebre et laspliilisée, HelLa, correspond a la premiere
lignée humaine mise en culture en 1951. Il s’agé dellules cancéreuses d’un
adénocarcinome, qui est une forme rare de cansegldades de l'utérus [93]. Elles ont été
prélevées chez la patiente Henrietta Lacks, d’oool® « HelLa ». Bien qu’Henrietta Lacks
soit morte de son cancer en 1951, ses cellulesncemt a I'heure actuelle & vivre dans des
boites de Petri dans de tres nombreux laboratbires

2.1.2 Le maintien en culture

In vitro la plupart des cellules issues de nos organes, (fmumons, ...) et de nos tissus
(peau,...) adhérent au substrat de culture (boi@amstique, lamelle de verre fonctionnalisé a
I'aide de protéines, ...). En revanche les cellulassgstéme sanguin constitué d’'un grand
nombre de cellules en suspension, n'adhérent passapport une fois mises en culture.

Les cellules sont maintenues en vie dans des comslise rapprochant le plus possible des
conditions physiologiques : une température de 3% un environnement agueux avec une
osmolarité et un pH contrélés correspondant a aiX’organe d’'origine. Les solutions
aqueuses pour cultiver les cellules sont adaptédsaque type cellulaire. Ces milieux de
culture sont des mélanges complexes de molécutsscamposants principaux sont explicités
dans le tableau suivant (Figure 30) :

Principaux

composants Justification

du milieu

Carbohydrates

Systeme
tampon

Indicateur
de PH

Minéraux et
oligo-éléments

Acides aminés

Vitamines

Sérum

Antibiotiques

Source d’énergie. Leur concentration varie de 1 g/L a
4,5 g/L selon les milieux.

Maintien du pH. La plupart des cellules requierent
un pH compris entre 7,2 et 7,4.

Visualisation en cas d’acidification du milieu. Cela
indigue une dépravation en nutriments qui peut étre
le signe d’une surpopulation cellulaire ou le premier
signe d’une contamination bactérienne.

*Maintien de la balance osmotique nécessaire aux
cellules pour ne pas exploser ou imploser

*Présence nécessaire pour 'adhérence

*Co-facteurs de nombreuses réactions enzymatiques

Présence nécessaire pour la vie des cellules
Précurseurs de co-facteurs. Certaines vitamines

comme la B12 sont indispensables pour la
prolifération de la plupart des lignées.

Mélange complexe de protéines, lipides,...
Indispensable pour la prolifération

Limitation du risque de contamination par des
bactéries

Le plus souvent sous forme de sucres comme le
glucose.

Equilibre entre les ions HCO;/CO; dans le
milieu (apportés par NaHCO;) et 'atmosphére
contrblée de I'étuve a 5% en CO,

Phénol rouge

Sels minéraux: NacCl, KCl, CaCl,, MgCl,,...
Oligo-éléments: sélénium, zing,...

Arginine, cystine, histidine,...
B12 (cyanicobalamine), A (Rétinol)
et E (tocophérol)

Sérum de veau feetal (SVF)

Pénicilline et streptomycine

Figure 30- Principaux composants d'un milieu deturd.
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Les flasques de culture contenant les cellules ptatées dans des étuves dédiées, qui
maintiennent une forte humidité pour limiter I'é@agtion du milieu, la température a 37°C,
et un taux de 5% de G@ans I'air pour réguler le pH (systéme tampon N@gCAu bout de
guelques jours, par divisions successives deslegllune culture arrive a confluence. Les
cellules recouvrent entierement la surface deaksgflie, et le milieu est appauvri en nutriments
essentiels. Or la plupart des cellules adhérentes soumises a l'inhibition de contact.
Lorsque la culture atteint un stade de confluete®,cellules cessent de se diviser ou se
différencient (et perdent ainsi les propriétés @it de leur lignée). Régulierement, il est
nécessaire de détacher les cellules et de lesrdiaer leur redonner plus de surface
d’adhésion. Cette étape s’appelle un passage.|BPoweparer de leur support et des cellules
voisines, il existe plusieurs méthodes baséesilishation :

» d’un grattoir (action mécanique)

« de latrypsine, une enzyme qui digere les protéirehésion

e dun chélateur de calcium, comme I'EDTA, qui emp&chaction des lectines

(protéines qui permettent I'agglutination des deB)

La combinaison trypsine/EDTA est la méthode la m@osivent utilisée. Un protocole de
passage pour les cellules épithéliales de rétiomldies RPEL, est présenté a la Figure 31.

1- Lorsque les cellules sont a 80% de confluence,
sortirla flasque de I'étuve et retirer le milieu de
culture. Pour les RPE1, le milieu de culture est de
DMEM-F12 complété avec 10% de SVF et 1% de
Pénicilline/Streptomycine

2 —Rincer au PBS solution saline tampon
(Phosphate Buffer Saline) dont 'osmolarité est
adaptée aux cellules, sans ions Ca?* et Mg?* afin de
favoriser le décollement des cellules

3 — Recouvrir la surface avec de la trypsine/EDTA
(0,5 mL pour les flasques de 25 cm?)

-»i-» =

4 — Arréter l'action de la trypsine  5—Centrifugerd min 6 —Reprendre le culot

en ajoutant du milieu (3 mL pour a 1400 tours/min avec du milieu
les flacons de 25 cm?) et transférer  pour sédimenter (1 mL par exemple)
le contenu la flasque dans un tube les cellules

7 — Diluer par exemple au 1/10%™ pour les RPE1
(soit 0,1 mL de solution cellulaire), puis
compléter en milieu (soit 4,9 mL pour une
flasque de 25 cm?) et placer le flacon dans
I'incubateur.

Figure 31- Protocole de passage de cellules.
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Les cellules de lignées en culture se divisent egemne toutes les 18h a 24h. En revanche,
une bactérie se divise toutes les 20 minutes. Wienie de bactéries peut donc contaminer
rapidement une culture cellulaire. Pour éviter cledla milieux de culture sont complétés avec
des antibiotiques tels que la pénicilline. De plasnanipulation des cellules est réalisée avec
des milieux additionnés d’antibiotiques dans uneegrie stérile (PSM : poste de sécurité
microbiologique) et & I'aide de matériel stérilee mmatériel spécifique a la culture est vendu
en conditionnement stérile ou bien doit étre sowarddférents procédés de stérilisation avant
utilisation :
» lautoclavage : stérilisation a la vapeur d’eaussptession a 120 °C. Cette technique
ne convient pas aux solutions contenant des pexdjni seraient dénaturées.
» la filtration pour les liquides avec un filtre de22 um. Les bactéries, cellules et
champignons sont retenus, mais pas les virus.
* le rayonnement UV a des longueurs d’onde proché&bdenm (lampe a 254 nm). Les
recoins non atteints par une énergie suffisantenant pas stérilisés.
« [l'éthanol a 70° pour toutes les surfaces et le rnetéxydables (par exemple des
pinces)

2.1.3 Traitement de surface

Les cellules adhérentes ne s’attachent pas directiesar le substrat mais via des protéines de
la matrice extracellulaire. Ces protéines peuvérg grésentes dans le milieu de culture et
adsorbées sur la surface, ou bien sécrétées pegllekes elles-mémes. Pour cette raison, les
supports pour les cellules sont souvent traités famoriser I'adhésion. Par exemple, le verre
ou le polystyréne peuvent subir un traitement pasiinest aussi possible de fonctionnaliser
les surfaces avec des protéines de la matrice colmmuellagéne ou la fibronectine pour
favoriser I'adhésion.

Au laboratoire, les lamelles de verre sont fonctadisées avec de la fibronectine (Sigma-
Aldrich). La lamelle est tout d’abord nettoyée étltanol, puis exposée a un plasma oxygene
pendant 30s a 30W (pour la nettoyer et activeruldase en I'oxydant), et enfin mise en
contact avec une solution de fibronectine aidnL pendant 30 min.

A linverse, le verre est parfois fonctionnaliséupempécher les cellules d’adhérer. Un

traitement anti-adhésif possible est de recouwrisurface de Poly-L-Lysine Poly Ethyléne

Glycol (PLL PEG). Il a été montré que cette modifion inhibe I'absorption de protéines et

empéche les cellules d’adhérer pendant au moirjeutd [94]. Pour cela, les lamelles sont

nettoyées a I'éthanol, puis exposées a un plasiygeor, pendant 30s a 30W, et enfin mises
en contact avec une solution de PLL-PEG a 0,1 mg/uitfaceSolution) pendant 30 min.

Les traitements adhésif et non adhésif peuvent évmbinés pour définir des zones
d’adhésion particulieres ou micropatterns [39, 40je technique pour obtenir un tel résultat
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est décrite dans [41]. Il s’agit tout d’abord dedbonnaliser la lamelle avec le PLL-PEG,
puis de détruire ces molécules sur certaines zoaesne exposition a une lampe UV/ozone
(15mW/cnf) pendant 5 min au travers d’un masque (zones @saqu non aux UV). Les
espaces de verre ainsi mis a nu peuvent étre erfsuittionnalisés avec la fibronectine a 10
ug/mL pendant 30 min.

2.1.4 Marquage fluorescent

Pour observer des composants intracellulairesuemetcence (tels que le noyau, I'appareil de
Golgi ou le cytosquelette), il est nécessaire darlarquer au préalable.

Voici un exemple de protocole de marquage fluomas(feigure 32) que nous avons utilisé. Il
s’agit de marquer d’'une part le noyau par le Hoeehsl’'autre part I'actine, une protéine du
cytosquelette, par la Phalloidine-FITC. La Phallwédest une toxine qui se lie a I'actine, et le
FITC (Fluorescein IsoThioCyanate) est le fluoroghassocié pour la visualisation.

Lamelle de cellules a marquer

1-Ringage 2 fois avec du PBS, puis fixation des cellules avec une solution de
Paraformaldéhyde {PFA) 4% dans du PBS 15 min a température ambiante
et enfin perméabilisation avec du Triton 0,1% ( détergent)

2- Préparation de la solution de marquage par dilutions successives
Par exemple pour un double marquage Hoechst/ Phalloidine-FITC
La concentration finale en Hoechst est de 0,1 pg/mlL et

en Phalloidine-FITC estde 1 pg/mL

4- Recouvrir avec une solution de marquage pendant le temps suffisant
Par exemple 15 min pour un marquage Hoechst/ Phalloidine-FITC

5 Ringage avec du PBS, puis « montage de la lame » ce qui consiste a déposer une

_ goutte de liquide de montage (solution commerciale qui limite le blanchiment des

~ fluorochromes et facilite la conservation de la lame sur le long terme) sur une lamelle et a
la positionner sur une lame de vemre pour I'observation en microscopie a fluorescence.

Figure 32- Protocole de fixation et de marquage imofluorescent de cellules.
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L'observation des cellules nécessite de les mamtem vie dans des conditions
physiologiques : milieux de culture & 37°C, 5% d22CLe microsysteme développé doit dpnc
étre compatible avec les milieux aqueux des miloeugulture, et pour le suivi dans le temps,
avec la forte humidité présente dans I'étuve. lrafteiments de surface sont utiles pour
favoriser spécifiguement I'adhésion des celluleirt le marquage fluorescent est utile pour
contrdler avec un microscope a fluorescence la gmés de cellules sur des supparts
opaques.

2.2 Geénéralités sur les technologies de capteur d'i  mage

Un capteur d’image est un composant électroniqueanvertit un rayonnement lumineux en
une information électrique. Le capteur se compaseedmatrice de photosites communément
appelés pixels. La dénomination « pixel » d’origar@glaise provient de la contraction de «
picture » et d’« element ». Il désigne le plustp&ément d'un capteur ou d’une image. Cette
discrétisation de I'espace donne acces a une iaftvmsur I'origine spatiale de la lumiere et
permet donc de former une reproduction de la sobservée. Une analogie peut étre faite
avec les grains d’argent d’'une pellicule photo. ktapteurs d'image sont utilisés pour de
nombreuses applications. 1 238 millions d’'unités @@ vendues en 2006 pour un total de
5995 millions de dollars [74]. Les utilisationsnscaussi variées que les caméraphones
(appareil photo inclus dans les téléphones poqbde les souris d’ordinateurs ou bien
encore les machines pour lecture de codes bargs¢R33).

UNIT SALES OF IMAGE SENSORS UNIT PRODUGCTION OF IMAGE SENSORS UNIT gr;cgnucwom OF IMAGE SENSORS
BY APPLICATION GROUP BY CONSUMER APPLICATION PEC'A!—ZJOAPPLICATION
2006 2006 6

i Wireless
Speruzlaliy Scanning Automotive  Endoscopy _ Radiography
3% o

1.0% 0.6% 0.1
Scientific
0.1%

Optical Mice
16.2%

Barcode Scanners N
Machine Vision 8.9%
0.8% i

Webcam £

18% [~

Camcorder
1.3%

Digital Camera \
7.9% Security
Cameras

88.6%

Cameraphone
68%

Consumer
97%

Figure 33- Marché des capteurs d'images d’apreg [74
1* diagramme : pourcentages de vente grand publingomer) vs. les applications spécifiques
2°™*diagramme : pourcentages selon les applications f@marché grand public
3*m®diagramme : pourcentages de vente par applicatapgifiques

Deux technologies de fabrication des capteurs stenti : d’'un c6té les « CCD » (Charge
Coupled Device) exploitant des transistors MOS @€ixide Semiconductor) et de l'autre
les « CMOS » (Complementary Metal Oxide Semicormhiccomposés de transistors du
méme nom. Historiquement, les premiers détecteessldux technologies ont été développés
au méme moment dans les années 1960. La techn@@jiea été mature plus rapidement
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(i.e. a la fin des années 1970) pour produire des ceatide taille suffisante pour imager. Il
s’agit donc de la technologie de référence. Laneldgie CMOS a trouvé sa place plus
tardivement dans les années 1990 sur le marchéatuim@dia.[74, 95].

2.2.1 Structure

Sur un capteur, chaque pixel comprend au minimumphotorécepteur et un systeme
élémentaire pour transmettre I'information [96].sLphotorécepteurs sont basés sur I'effet
photoélectrique, c'est-a-dire I'émission d'électotors de I'exposition a une onde

électromagnétique adéquate. Le silicium est un maaté&e choix pour I'imagerie, car il est

sensible & un large spectre couvrant le domainibleigde 390 & 760 nm) et le proche
infrarouge (de 760 a 1100 nm). Chaque photoréceptetégre et stocke les charges
converties. Les charges (électrons) sont de naligoeete. Lors de la lecture de la charge du
pixel, les électrons s’écoulent dans un circuitpé€lgpour former un courant (grandeur ici

analogique) qui est convertie en information numéi (conversion analogique/numérique).
La principale différence entre les deux technolegide capteurs d'image réside dans
'emplacement de la conversion analogique/numeéri@arir un CCD, cette opération a lieu
hors de la matrice. Les pixels se comportent com@sepuits recevant de I'eau (Figure 34).

Figure 34- Schéma de fonctionnement d’'un capteud Glapres [97].
A la fin de I'exposition, chaque ligne de puits @sinsportée jusqu’a un registre série. Lui-

méme agit également comme un tapis roulant jusgu'@nvertisseur analogique/numérique.
3 grands types d’architecture existent pour trarisptes électrons collectés (Figure 35) :
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» Avec la structure dite « pleine trame », chaquedige transfére dans la suivante, pour
étre lue. Cette architecture nécessite la fermetune obturateur mécanique devant le
capteur entre chaque prise d'image.

» Avec l'architecture « transfert de trame », I'imaggt transférée dans une zone tampon
similaire a la matrice sensible, puis chaque ligsetransférée jusqu’au registre série.
Le temps entre deux images peut ainsi étre plug.cou

» Enfin avec la structure dite « interligne », leargjes sont d’abord déplacées dans une
zone de transfert entre chaque colonne de pixétssgguentiellement vers le registre
série. Cette derniére architecture permet de peedes images trés rapidement, mais
diminue la surface disponible pour le photositectiaque pixel.

Image non exposée Prise de I'image T1 T2
iiDD ..... photodétecteur
CJHCIEE EEEEN
HLEEN EEECN
CIEEC]
[ S 1=
HEEEE  SECOCE
N HEEEE | (W5
“rErt EEEE | EEEEE W e
..... ..... _i de la lumiére
I:‘ Lecture|
NANH " AN ¢ Zone de transfert
INININININ | IGIEI000008) IMININININ
_ ININININIE | (IOIENE| (i
interigne  |IMIEIMININ | 1EQ01010 00 (R/MIMINIA
INININININ | 1OIIOQEI0) ININIEINin
INIRINININ | 1000008 (INININ(NIN

Figure 35- Les 3 grands types d’architecture deteapCCD.

A linverse du capteur CCD, la conversion analogigumérique dans un capteur CMOS a
lieu dans chaque pixel. L'information transférééoleg de la matrice est donc déja digitale.

Cette différence de traitement de l'information ree .Lconséquence directe sur le facteur de
remplissage de chaque pixel. Il s’agit du pouragmtale surface occupée par la zone
photosensible par rapport a la surface completgixkl. Dans un CMOS, un convertisseur et
un amplificateur dans chaque pixel rognent supbes dedié a la photodétection. Le facteur
de remplissage atteint 10-25% pour les meilleuppads, contre 90-100% pour un CCD
pleine trame [98]. Un faible facteur de remplissaggmifie qu’'une partie importante de la
lumiere n'est pas captée. Pour améliorer la quéadsgt flux incident recue, des microlentilles
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sont désormais déposées sur les pixels de la pluesr capteurs, quelle que soit leur
technologie.

Microlens Array Architecture

microlentilles
. -" - Incident Incident
=y ’} € S“l\ R Photons Photons

Exposure
R, <
T S -

Photodiode

°
eo %9 o
© 0% 0 O

Integrated
Electrons

Overflow Drain  P-Type Silicon

Integrated
Electrons

bhotosites

Electrostatic Potential

Figure 36- Architecture verticale d’'une matrice d’gapteur d'image (a gauche) d’aprés [99]
et d’un photosite avec ou sans microlentille (ait@)[100].

Enfin, les capteurs peuvent produire des imagekami Pour cela, une matrice de filtres de
couleurs, le plus souvent en polyamide, est dépasgeles photodétecteurs avec une
fréquence horizontale et verticale semblable aecell capteur. Des groupes de 4 pixels
sensibles aux couleurs primaires : rouge, vertdezt (RGB) sont définis. L'arrangement le
plus connu est celui de Bayer, un ingénieur de &uwaiak qui déposa un brevet de matrice de
filtres [101]. D’aprés lui, comme I'ceil humain gdus sensible a la luminance dans le vert,
plus de pixels dans cette couleur doivent étreadiép pour rendre des images interprétables
par le cerveau humain. Les matrices de Bayer agédomc par groupes de quatre pixels un
rouge, un bleu et deux verts (Figure 37).

(38 +47) /2 =40
(36 +40)/ 2 = 39
(38 +47 +40+ 32) /4 = 39
efc.

Figure 37- Principe d’'un démosaiquage simple pami@ayenne des pixels avoisinants.
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Par conséquent, les pixels de I'image brute neéuesg pas une valeur dans chaque couleur
(Figure 37). Pour obtenir I'image finale ou chadqueel posséde une valeur dans les trois
couleurs, une opération dite de « démosaiquagest nécessaire. Les données manquantes
pour chaque pixel sont interpolées a partir deesetles pixels voisins dans la méme
composante. De nombreux algorithmes existent paela. cLe plus simple est une
interpolation linéaire, le pixel prenant pour ur@mposante manquante, la valeur moyenne
des pixels similaires qui I'entourent (Figure 3Z02].

2.2.2 Performances

Les performances d'un capteur d’image peuvent geouper en plusieurs catégories de
parametres [103] :

» Geéomeétriques (résolution, facteur de remplissage).

* Physiques (rendement quantique, réponse spectrale)

» Electriques (dynamique, bruit, temps de lecture)

» La résolution correspond au nombre de points de I'image pounidéfn détail. Dans un
systéme classique, plus le nombre de pixels egé élaieux les détails sont définis. Le
nombre de pixels est classiquement augmenté emuaiami la taille des pixels a taille de
matrice équivalente.

* Le facteur de remplissagecorrespond au rapport entre l'aire photosensibléage
totale du pixel. La différence entre ces deux s$ecorrespond a celle nécessaire pour le
routage ou pour un traitement de I'information. tdax de remplissage peu élevé signifie
souvent une sensibilité plus faible.

* Le rendement quantiqueexprime le nombre de photons qui génerent une plctron-
trou pour un nombre de photons incidents sur letgsite. Il varie en fonction de la
longueur d'onde, et de la structure exacte d'un tgdite. Son maximum est
classiquement de I'ordre de 40% [103].

» La réponse spectralecorrespond a la sensibilité du capteur en fonatierla longueur
d’onde. Elle est généralement donnée pour lesrdiité filtres pour un capteur couleur.

» La dynamique correspond a la gamme d’intensité lumineuse goapteur peut détecter.
Elle est comprise entre le signal suffisant pouypadéer le bruit et la saturation d'un
photosite.

» Le temps de lecturecorrespond au temps de la prise d'image et detremsfert vers
I'extérieur du capteur

* Le bruit correspond au signal parasite présent sur lesédsmte sortie du capteur.
Différents bruits temporels peuvent étre distinguést le long de la chaine de
transformation du signal photonique en signal élgae :

| orthographe « démosaigage » se rencontre aagsig
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- Le bruit thermique correspond a la création degsa@lectrons/trou dont la quantité est
proportionnelle a la température. Il double toldéssdizaines de degrés.
- Le bruit de lecture est lié au transfert et la @sion des charges en signal électrique,
et a son amplification (bruit en 1/f).
De méme, différents bruits spatiaux sont liés @arsence d'imperfections locales dans le
substrat de silicium ou d'impuretés introduitessldu procédé de fabrication. Un nombre de
pixels défectueux sur la matrice est souvent inglidans la fiche technique.
Le courant d’obscurité correspond aux données fesipar le capteur en absence de lumiere.

Pour un dispositif classique, un bon capteur passedrendement de détection élevé, et une
forte résolution c’est-a-dire un pas géométriquéadde valeur.

Pour notre dispositif d'imagerie, les critéres d@énants sont :

* |la taille d’un pixel, souhaitée la plus petitegsible pour obtenir la meilleure résolution
* |la taille de la matrice, souhaitée la plus grangessible pour obtenir le plus grand champ
de vue possible.
L’'aspect CCD ou CMOS est dans notre cas peu détamhicar nous ne sommes intéresses
que par I'image finale et non par la méthode densifert des charges inhérente a la structure.

40



Chapitre 3 - Développement d’'un dispositif de visadion de cellules adhérentes

3 Développement
d’'un microdispositif de visualisation
de cellules adhérentes

L'objectif de ce chapitre est de décrire le dévelment d’'un dispositif de visualisation
cellules adhérentes par imagerie de contact. Urrumsent d’'imagerie est un assembl

de
age

plus ou moins complexe de différents éléments ugstigermettant de construire une image
nette d'un objet. A l'inverse, le systeme d’'imageté contact qui nous intéresse ne contient

pas d’'optique de grossissement et est constituguament :
* d’un capteur d'image et de son électronique daistfion associée
* d’une source lumineuse

* de l'objet a visualiser. Il s’agit ici de celludevivantes dans un milieu physiologique, Ce

type d’échantillon impose des contraintes de rasist a 'hnumidité et de biocompatibilité
dispositif.

Pour réaliser ce prototype, un capteur et son étettue ont tout d’abord été choisis.
capteur a da étre protégé des liquides par des mnaabé spécifiques. Puis, le prototy

du

Le
he,

complété par une source lumineuse, a été testé iptager des cellules. Enfin, le systeme a

été optimisé jusqu’a la visualisation de la mormigde caractéristique de cellules adhéren

tes.
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3.1 Développement d’'un prototype

3.1.1 Choix du capteur et de I'électronique

Comme précisé dans le chapitre 1 (Introductionjé$mlution dans un systéme d’'imagerie de
contact dépend priori de la taille des pixels. La solution privilégié donc un capteur avec
des pixels de la plus petite taille possible. Desppour limiter le travail de développement
d’une électronique et de l'instrumentation assqd&eircuit recherché est commercial, et son
contréle par un ordinateur est facile.

Le premier systeme de capture d'image sélectioan€005 au début du projet, a été une
webcam Philips Toucam Pro Il équipée d’'un capte@bDGnterligne SONY ICX098 [104].
Ce choix a été motivé par la grande disponibilééce produit et par I'intérét porté par la
communauté d’astronomes amateurs pour celui-cialastages avancés sont le faible bruit
intrinseque du capteur et la possibilité de modisienplement la webcam pour des longues
poses (protocoles disponibles sur internet). De,plmme webcam permet une prise d’'image
tres facile via le logiciel propriétaire fourni.

Les performances du capteur ICX098 sont intéregsgraur réaliser un prototype d’'imagerie
de contact car les pixels du capteur mesurent 5¢6éons [104], ce qui correspondait a la
taille classique des pixels dans le commerce erb.20@ nombre de pixels correspond au
format VGA (640x480 pixels, soit une matrice de &6 x 2,7 mm), qui est un format
classique pour la vidéo. Ce capteur peut ainsidseejusqu’a 30 images par seconde. La
caméra Philips Toucam Pro Il est équipée d'un captouleur RGB et effectue le
démosaiquage automatique de l'image. Par consédeeasultat de la webcam ne donne pas
acces aux valeurs brutes de chaque pixel.

L’étui de la webcam a été démonté pour avoir aabiésctement au capteur et a son
électronique (Figure 38). Comme le capteur est &oaud circuit imprimeé, le travail de
préparation du capteur a été réalisé directemeriesircuit. Lors des expériences effectuées
avec cette électronique, I'évaporation du liquidpaké a la surface du capteur a été trés
rapide, du fait de I'effet Joule. En effet, un noicontréleur a communication intégrée (SAA
8116 de Philips Semiconductors) est situé exactemerriere le capteur (Figure 38). A
pleine puissance (30 images par seconde), il Bsealé par une tension de 3,6 V avec une
intensité de 105 mA, soit une puissance maximalg@7@&mw [105]. En revanche, le capteur
est alimenté par 15V et 6 mA soit une puissancemW [104]. L’échauffement provient
donc principalement du microcontréleur.
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Figure 38 — Circuit électronique de la webcam RisliTouCam Pro Il : recto (gauche), verso (droite).

Pour pallier ce probleme d’évaporation, un esséioijnement du capteur a été réalisé avec
I'aide M. Venceslas Rat au LETI (Figure 39). Le teap a été dessoudé. Deux nappes de fils
ont été soudées d’'une part a la place du capteue sircuit électronique, et d’autre part a 2
barrettes de supports du capteur (connecteur fenséltable de pas 1,27 mm fourni par
Conrad (Hirschau, Allemagne)).

Figure 39- Capteur déporté.

L'image fournie par la webcam aprés cette manimiatn’est malheureusement pas
exploitable. Elle ressemble a I'image générée mpar vieille télévision mal réglée. Ce bruit
important sur I'image s’explique par un phénomeaalidphonie di au non-respect des regles
de compatibilité électromagnétique. En effet, laffébnts signaux issus du capteur
correspondent a des horloges de fréquences éld@®esn 40 MHz) qui générent un
rayonnement important. Il aurait fallu associehaque horloge un céble relié a la masse pour
limiter ce rayonnement.

Une solution alternative a été d’'acquérir chez Uthiib (Athénes, Gréce) une nouvelle
électronique sur laquelle le capteur est éloignéadmarte principale (Figure 40). Ce produit
« Fire-i remote CCD » est une caméra de vidéodilamee équipée d’un capteur couleur. Une
version noir et blanc n’a été commercialisée qé&&12009. La nappe d’éloignement sur cette
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électronique est d’'une longueur équivalente a alenotre essai, mais elle est dédiée a ce
type d’application. De plus, un circuit d’ampliftt@n est présent sur le petit circuit imprimé
supportant le capteur.

Petit circuit pour le capteur Carte mere

Carte mére

Petit circuit

Connecteur
Nappe pour la nappe

Figure 40- Photos de la caméra Fire-I remote CCDrdbrain.

Cette petite carte isolée du reste du circuit anede dessouder plus facilement le capteur
d’origine sans endommager d’autres composantsréfegties. Il a été ensuite possible de
souder un support pour changer de capteur, lofsegt'iendommagé au cours d’expériences.
Deux types de support ont été empilés I'un surti&apour enficher et retirer aisément le
capteur (Figure 41) : un support dédié au capteay 3CX098 fourni par Andon Electronics
(Rhode Island, Etats-Unis) et deux barrettes dp@tp de chez Conrad.

Figure 41- Petit circuit imprimé, de 3 cm de ccﬂé,la caméra a gauch
et modifié avec des supports pour le capteur atéelroi
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3.1.2 Preéparation du capteur

3.1.2.1 Suppression de la protection supérieure

L’objectif étant de visualiser la culture cellukipar imagerie de contact, le premier travail de
préparation du capteur a consisté a retirer le tcdpoverre le protégeant des poussieres
(Figure 42). Le capot se situe a 1,2 mm au-dessua gdurface sensible du capteur et doit

donc étre détaché pour pouvoir déposer les celilitestement dessus.

Figure 42- Schéma de principe du décapotage.
A gauche le capteur est recouvert d'un capot deever
A droite le capot a été retiré grace a un fer acher.

Une premiére méthode pour retirer le capot a ét§rdtter I'interface entre le capot et le
boitier avec un scalpel. Or, la colle utilisée powgintenir le capot étant trés efficace, le
travail s’est avéré fastidieux. Une deuxieme méthadonsisté a utiliser une meche fine sur
une perceuse a main (Dremel® Pro mode 780) pourledmitier en plastique soutenant le
capot. L'usure du plastique produit de nombreusasiqules qui s’attachent de maniére
électrostatique a la surface du capteur et sontitensisibles sur les images produites.
Comme il est difficile de protéger au préalabldecstirface, cette méthode d’'usure n’a pas été
retenue. Néanmoins, elle s'avere pratigue lorsqeiecépteur est attaché au circuit
électronique. Il faut dans ce cas mettre en plae soufflerie au plus prés du capteur pour
évacuer le maximum de poussieres.

La méthode finalement retenue consiste a chaudfarapteur pour décomposer la colle et
faciliter la séparation entre le capot de verrke etupport en plastique. Il est a noter que cette
méthode nécessite d’avoir accés aux capteurs eagpaetachées, c'est-a-dire non soudés a
un circuit électronique.
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Pour ne pas endommager les pattes du capteurdaa hanipulation, un support a été usiné
(Figure 43). Cette piéce en aluminium permet erreodtévacuer rapidement la chaleur
appliquée sur le boitier du capteur. Deux outilsété testés pour chauffer le capot de verre :
* Tout d’abord, un décapeur thermique a permis digppl un souffle d’air chaud. Or
le flux de chaleur est difficile a localiser et Verre explose souvent, laissant des
poussiéres de verre et/ou des traces sur le capteur
* Ensuite, un fer a souder, qui a finalement éténtetdont la panne est posée a plat sur
le capot. Il est utilisé en combinaison avec uhpstgFigure 43).

Figure 43- Mise en place du décapotagé.

La meilleure configuration se situe lorsque ledst équipé d’'une panne deux fois plus large
gue le capteur, soit 20 mm, chauffé a 400°C. Ldechaest appliquée jusqu'a ce que la
surface entre le verre et le boitier s’irise légert, a I'observation sous la binoculaire. Il est
alors possible d’appliquer une |égere force deeleavec le scalpel pour étendre cette zone
jusqu'a ce que le capot se détache. L'expériemaerdré que la méthode est plus efficace si
le capteur est chauffé simultanément par-dessaupidce en aluminium est donc placée sur
une plaque chauffante (TCU4 Dr Tresky AG) a 60-7Q°€capteur est ainsi décapoté en une
dizaine de minutes.

3.1.2.2 Protection des connectigues

La zone sensible du capteur Sony ICX098 ainsi aduesest connectée par 14 fils d'or a des
zones d’or plus larges sur le boitier (Figure 44).
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1: zone sensible 2: fils d’or
Figure 44- Schéma d’un capteur décapoté et capfemy ICX 098 vu du dessus.

Ces connectiques doivent étre isolées des solutimsculture cellulaire. En effet,
I'alimentation du capteur étant de 15V [104], sin'met une solution aqueuse sur le capteur,
de nombreuses réactions électrochimiques peuveittlau entre les fils d’or. Par exemple,
I'électrolyse de I'eau (solvant du milieu de cufuse produit pour une tension supérieure a
une différence de potentiel (d.d.p.) théorique @3Y. Cette électrolyse du solvant provoque
la formation de bulles qui génent la prise d’imagemodifie le pH et la composition du
milieu. Il a aussi été observé que la durée daduieapteur était courte dans ces conditions,
probablement en raison de courts-circuits.

Pour isoler I'électronique des liquides, différemstériaux et montages ont été testés pour
former une chambre. Le premier choix de matériastsporté sur le PDMS, pour sa
biocompatibilité et la facilité de sa mise en ceufak Introduction). Au laboratoire nous
utilisons I'élastomere 184 de Dow Corning Sylgamdidland, Etats-Unis). Quelques
méthodes distinctes ont été testées en utilisanmtatériau. La premiere a été de rapporter sur
la surface une chambre préfabriquée. Des expésaétiminaires a mon travail de thése ont
utilisé cette solution. Une chambre cylindriqueté ®rmée en trouant un film de quelques
millimetres d’épaisseur a I'aide d’'un emporte pi€€gure 45). Elle a ensuite été simplement

rapportée sur le capteur, et remplie d’'une soluagueuse contenant des microbilles de
polystyréne.

Schéma Puits circulaire Microbilles

10 mm

Figure 45- Chambre en PDMS rapportée sur le capteur
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Sur limage prise par le capteur, les microbillemtsvisibles si on réalise un zoom
numerique. Elles apparaissent sous la forme d'sbjgancs circulaires. Cependant,
I'étanchéité entre la chambre et le moule n’estgsssirée et le liquide s’écoule peu a peu sur
la surface (puits circulaires, Figure 45). Au déll& ma thése, il avait été envisagé
d’améliorer I'adhésion en badigeonnant délicateniestbords de la chambre polymérisée
avec de I'élastomére non réticulé, puis de rappdeasemble sur la surface du capteur et
enfin de laisser I'élastomere polymériser pour iséal une jonction étanche. Néanmoins,
I'élastomére non réticulé s’écoulait sur toute Uaface. Les essais réalisés n'ont pas permis
d’avoir une surface de capteur non recouverte @ide & colle ».

La méthode suivante utilisant le PDMS a consistiaegalisation d’'une chambre directement
sur le capteur en recouvrant les connectiques (Figure 46). Le PDMS est suffisamment
isolant électriguement pour cela. En effet, ladi¢dbchnique de I'Elastomer 184 indique une
résistivité de 2,9. 70Q.cm et une tension de claquage de 14 kV/mm.

Exemples de chambres sur webcam

Schéma

Figure 46-Chambre en PDMS réalisée directementesaapteur.

Le mélange non polymérisé a été coulé dans leebadti capteur pour recouvrir toute la
surface du capteur. Une chambre a ensuite pu &dtisé@e par une découpe délicate a l'aide
d’un scalpel. La surface critique était tres faokmt endommagée par la lame (Figure 47), ce
qui arrétait parfois le fonctionnement du captdwors des essais suivants, le PDMS a été
coulé autour d’un insert formant une chambre. Déffé inserts ont été utilisés : un morceau
de pate Fimo durcie (plastique dur) ou une perbstijue. Les chambres ainsi formées
supportent la présence de liquides.
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Figure 47- Images vues pale capteur préparé diwabcam
1 : bord de la chambre en PDMS, 2 : poussiéredesaapteur,
3 : coup de scalpel, 4 : milieu de culture danshambre.

Nos nombreux essais ont été infructueux et cefaglen trés aléatoire : certains capteurs ont
fonctionné correctement mais pendant un temps dimitautres ont fourni des images

recouvertes de lignes verticales et non 'imagenalie, ou bien une image noire similaire a
celle obtenue en I'absence de capteur. Une exiolicat ces écueils peut étre la viscosité du
PDMS. En effet, les connectiques d’or sont religedoitier par simple pression mécanique,
et il est probable que les contraintes liées atiaulation du PDMS dissocient ces fils d’or de

leurs attaches et endommagent ainsi le fonctionneohe capteur. Le choix d’'un autre type

de matériaux a donc été nécessaire. Les photcegbincompatibles comme le SU8 ne sont
pas envisageables. En effet, apres l'insolatiolesehécessitent des solvants pour retirer
sélectivement la résine sur la surface. Or, cegaatd endommagent les microlentilles en
polystyréne présentes a la surface du capteud (t€aractérisation du systéme optique). Le
choix s’est donc porté vers des matériaux utilis@ssiquement par l'industrie des semi-
conducteurs pour assurer l'isolation : les glop top

3.1.2.3 Protection des connectiques par glop top

Un « glop top » est une résine d’encapsulationetise sur une puce de silicium, un substrat
ou des connectiques pour garantir la stabilitéreodés efforts thermiques et mécaniques, et
pour protéger les connections électriques. Un gppse sélectionne non seulement pour ses
propriétés d'isolation (thermique, diélectrique,.nais également pour ses propriétés
physico-chimiques (viscosité, thixotropig..) qui contraignent un mode de dépdt particulier.
Par exemple, une colle tres fluide pourra étre dépgar des aiguilles fines, contrairement a
une colle visqueuse. En effet, les glop top se si&moclassiquement a I'aide d’'un appareil

12| s'agit de la dépendance réversible de la viséan fonction de la vitesse imposée au fluide.example le
ketchup est trés thixotrope, il ne coule que sisvinilimposez une vitesse, et dans votre assigtse ttient" de
nouveau. En "packaging”, les colles thixotropest sippréciées pour cette capacité de «tenue aseitds
déformation nulle ».
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« applicateur-doseur » (pousse-seringue pneumatdpre I'aiguille de dépdt est choisie en
fonction de la précision souhaitée.

Il est a noter que de nombreuses colles vendudgsnpdiappellation « biocompatible ». Or,
les tests réalisés préalablement et lors de mae thas montré que cette appellation est
souvent usurpée. Le choix peut donc étre réaliséesisemble des résines d’encapsulation et
non restreint au domaine de celles dites « bioctityipa ».

Pour notre systeme, un glop top de couleur noirétéa sélectionné pour un éventuel
fonctionnement en imagerie de fluorescence (Cfcudision). La H70E2 (Epotek) a donc éte
choisie pour ses bonnes capacités d'isolation réeet (8.18% Q.cm), et le fait qu'elle ne
fluorescait pasa priori. La méthode de dépdt par une aiguille est dane reats difficile.
Cette résine étant visqueuse (9 000 a 15 000 eRliamétre des aiguilles est trop grand par
rapport a I'écartement de deux fils d’or sur natepteur (inférieur a 0,5 mm). De plus,
comme il n’existe pas de barriere physique poutragrdre la colle dans la zone de choix, la
précision souhaitée est difficile a atteindre. Cigsurquoi le dépot est realisé avec un fil de
fer (fil de test de carte a puce). Une fine goultecolle est retenue sur le bout du fil et
déposée a I'endroit souhaité. L'expérience a mantetle dépbt était plus facile si le capteur
était chauffé par-dessous a 60-80°C.

Capteur

\\w

i Suppm‘[ en
| aluminium

Figure 48- Dépbt de glop fop UV activable.

Les essais réalisés avec cette colle ont été camtslien termes d’isolation électrique, mais la
colle se répandait sur la partie sensible (thiyp&onsuffisante). Une piece en aluminium a
été usinée pour maintenir le capteur incliné ebf@er ainsi I'écoulement de la colle loin de
la zone sensible. Finalement, un glop top UV-phdtigable, la Vitralit 1690 (de chez
Vitralit), a été sélectionné pour que la zone dierde soit mieux préservée. La colle est
déposée par une méthode similaire a la H70E2 sparkze a protéger, mais son « avancée »
sur le capteur est stoppée par une réticulatioBOdsecondes aux UV (Figure 48). Enfin, un
recuit est effectué pendant 30 min a 105°C.

50



Chapitre 3 - Développement d’un dispositif de visadion de cellules adhérentes

10 mm

1: Glop-top comme la vitralit 1690

Figure 49- Capteur dont les connectiques sont reedes de glop top.

Les connectiques sont ainsi protégées en 70 mifd@emin de dépdt, 10 min de montée en
température du four avec la piéce et 30 min deitjeeula zone sensible du capteur d'image
reste accessible pour accueillir des cellules dams milieu de culture (Figure 49). Or, les
matériaux en contact avec celles-ci doivent éednpatibles.

3.1.3 Biocompatibilité des matériaux en contact avec de=ellules

L’emploi de I'adjectif « biocompatible » pour un téeau ne peut pas avoir de sens général.
En effet, la biocompatibilité se définit pour chacapplication spécifique. Ainsi, une prothese
de hanche doit remplacer 'os mécaniquement sahsrantrop d’inflammation localement,
ou une seringue en plastique doit pouvoir stoclesr\diccins avec le minimum d’adsorption
de produit actif sur sa surface interne. Dans noa® les matériaux choisis pour étre en
contact avec les cellules ou le milieu cellulaire doivent pas étre cytotoxiqd@sou
génotoxique¥. Un matériau cytotoxique peut se dissoudre ourgekr une quantité de
substances suffisante pour altérer le métabolitangabilité ou la vitesse de prolifération des
cellules. De plus, chaque lignée cellulaire répdiiteremment a la présence d’'un matériau
donné. Un matériau peut étre cytotoxique pour igrnee cellulaire et « biocompatible » pour
une autre.

Dans notre cas, pour étudier la biocompatibiligysavons vérifié I'innocuité du matériau
choisi sur la viabilité et la prolifération desloéts d’intérét : les RPEL.
Les matériaux que I'on a testés sont :

- L’ensemble formé par le capteur et son boitier

- Le glob-top d’isolation des connectiques
Les cellules ont été mises en contact avec cesriaaté puis observées. Les parameétres de
cytotoxicité que nous avons suivis sont :

I'adhésion
- la morphologie
- leur vitesse de prolifération

13 Cytotoxique : toxique pour les cellules
14 Génotoxique : modification au niveau du génome
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Biocompatibilité de 'ensemble formé par le capteuson boitier
Le capteur et son boitier étant opaques, un maegtagchst/Phalloidine-FITC a été réalisé
pour visualiser 'adhérence des cellules a la serthu capteur (Figure 50).

Figure 50- RPE1 marquées au Hoechst (noyaux bktugs)a Phalloidine-FITC (actine verte)
aprés 16h de culture sur le capteur.

L’observation directement sur la surface est dificar elle fluoresce également dans le vert.
Néanmoins, aprés 16h de culture sur le capteurcédiales possédent une morphologie
correcte. La viabilité des cellules n'est donc pidbment pas altérée. De plus, les
microlentilles de la surface sont certainement elygpyréne (Cf. Chapitre 4), qui est connu
pour étre biocompatible. En effet, il s’agit du éréu des boites de Petri dédiées a la culture
cellulaire. Dans le cadre d’'une preuve de concegtiformations nous ont paru suffisantes,
mais dans le cadre d'un prototype durable il camdiait de réaliser d’autres tests plus
approfondis.

Biocompatibilité de la colle

Les 2 glop top utilisés ont été testés en présdeseRPEL. Le cas de la Vitralit 1690 est
détaillé. Le protocole suivant a été suivi (Figbig :
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1 - Préparation de lamelles de verre :

* Nettoyage de lamelles a I'alcool

* Dépot de Vitralit 1690 réticulé 30s aux UV,

* puis recuit 30 min a 105°C.

La moitié de la surface de la lamelle de verre est
Vitralit 1690 recouverte de Vitralit 1690 pour é&tre dans des
conditions similaires en terme de rapport de surface a
celle sur le capteur.

2- Détacherles RPE1 comme pour un passage
( Cf. Protocole chapitre 2)

3- Déposer les cellules dans des puits

de plagque 6 puits sur des lamelles

avec ou sans (témoin) de la Vitralit 1690,

Puis placer la plaque 6 puits dans I'incubateur, vérifier
la prolifération a intervalles réguliers

Figure 51- Protocole pour suivre la prolifératiom dRPE1 en présence de Vitralit 1690.
Les cellules ont été observées sur les lamelletedoles 24h pendant 3 jours, ce qui

correspond a une durée classique d’étude de l#éguation. Les résultats de I'observation
sont regroupés sur la Figure 52.

24h 48h 72h

Enprésence @
de
Vitralit1690 §

Témoin

Figure 52- Prolifération de RPE1 en présence dealiit1690,
observées avec un microscope en contraste de phag®ssissement 4X.

Les cellules ont adhéré et possedent une morpleotmgnblable sur le témoin et en présence
de la colle Vitralit 1690. La prolifération est slaire dans le temps : les cellules sont a
confluence au bout de 72 h en présence ou non cldlé&a Qualitativement, la Vitralit 1690
ne semble donc pas avoir d’effet rédhibitoire swrifbilité et la prolifération des cellules.
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Comme la résine est opaque, il n’est pas possielejsualiser par contraste de phase si les
cellules adherent sur sa surface. Un marquage Hbelthnoyau et Phalloidine-FITC du
cytosquelette apres 48h de culture a donc été&séedlif.2.1.4 Marquage fluorescent) pour les
observer par fluorescence. Il a alors été consgfaééla Vitralit 1690 fluoresce dans le vert
comme le FITC, et le marquage Phalloidine est aldificilement observable. Par
conséguent, seuls les noyaux marqués par le Hosatisbbservés.

Figure 53- Images de microscopie en fluorescende X1
de noyaux de RPE1 marqués au Hoechst apres 48htdeecsur le Vitralit 1690.
Les cellules filles en fin de mitose sont indiqugaasune étoile.

Comme les noyaux sont présents en grand nombreglleges ont bien adhéré a la surface de
la Vitralit 1690 (Figure 53). Aucun noyau fragmenta été observe, la colle estpriori peu
génotoxique. Les noyaux trés rapprochés, marquésedetoile sur la Figure 53, signifient
probablement que les cellules sont en fin de miteseles d’'une méme cellule mere. Des
noyaux un peu grumeleux ont également été visigalggne de cellules en début de mitose.
Ces indications de mitose a la surface de la enflatrent que celle-ci ne géne ni I'adhésion
ni la prolifération. Il s’agit d'un argument de plen faveur de I'innocuité de la Vitralit 1690.

Pour analyser, en parallele des observations (€i68j, une influence précise de la Vitralit

1690 sur la vitesse de prolifération, nous avomapté les cellules grace a un cytomeétre en
flux Guava (Guava Easy Cite de Millipore, Etats4)nill existe des kits de marquage
spécifiques de la machine utilisée. Les cellulegblds et les cellules apoptotiques sont
marquées différemment avec le kit Via Count. Leultés est donc un nombre initial de

cellules et un pourcentage de viabilité. Le prolecsuivant a été suivi (Figure 54) :
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1- Détacher les cellules de chaque puits
al'aide de la trypsine/EDTA

(0,6 mL pour chague puits arrétée par 1,2
mL de milieu).

2- Pour avoir une concentration
suffisante de cellules pour le cytometre
Guava, centrifugerles cellules dans des
tubes et les reprendre dans du milieu
(100 uL par exemple).

3- Introduire la suspension cellulaire dans
des puits de plaque 96 puits, 10 pL pour 90
KL de solution de marguage Via count,
incuber 15 min a 37°C

avant d’introduire dans le cytometre Guava.
Figure 54- Protocole pour compter les cellules gtométre Guava.

Des triplicats biologiques (3 fois les mémes caadg de cellules en culture) et des duplicats
ou triplicats techniques (2 ou 3 puits similaires gplaque 96 puits) ont été réalisés pour
chaque condition (avec ou sans colle) aux temp&4in, 48h, et 72h. Pour chaque condition,
6 ou 9 mesures ont donc été réalisées. Les viteksgmolifération des cellules mesurées
étaient similaires. Néanmoins, I'écart-type obtesttres important : de 10 a 50% et pourrait
cacher un éventuel effet de la Vitralit 1690. Gearétype s’explique par le faible nombre de
cellules comptées et par la perte non reproduatibleertaines cellules lors de la trypsination
et de la centrifugation. A chaque étape des callglent perdues. Le résultat reste donc
qualitatif. De plus, comme les cellules mortes s¢achent et flottent dans le milieu, le
rincage préalable a la trypsination supprime awaddp majorité de ces cellules mortes. Par
conséquent, la mesure de viabilité est surtoutnuesure de la viabilité pendant le processus
de trypsination. Au final, les mesures effectuée<Gaiava n'apportent pas, dans notre cas,
d’information complémentaire par rapport a I'obsgion au microscope. Cette technique est
plus appropriée dans le cas de cellules non adiesrerar celles—ci ne nécessitent pas d’étre
trypsinées au préalable.

D’autres tests existent pour mesurer la viabilggé dellules en mesurant la concentration de
certains composants intracellulaires. Par exemte kit comme le VialLight permet de
mesurer I'ATP intracellulaire c'est-a-dire de mesutactivité métabolique des cellules. Les
cellules sont lysées, puis mises en contact d'ehetisn de révélation, enfin la quantité de
lumiere émise est mesurée par un luminometre. kpériences préliminaires utilisant cette
méthode n’ont malheureusement pas été conclualhtef®git néanmoins, d’'une méthode
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éprouvée pour quantifier la cytotoxicité et qui refait d’étre mise en place dans le cadre
d’un prototype final.

Par ailleurs, les tests de clonogénicité, pourfieéria toxicité sur une longue période de
temps, méritent également d’étre mentionnés. Léale sont exposées au matériau, puis
tres fortement diluées. Par divisions successiwglgnt 3 semaines, chaque cellule donne
naissance a des « colonies » de cellules (cloné&smdéme cellule de départ). Le nombre et la
taille des colonies donnent une bonne indicatiohefieet du matériau sur les cellules.

Pour conclure dans le cadre d’'une preuve de comgelitmagerie de contact, la Vitralit 1690
ne présente apparemment pas de toxicité pour ldifgpation des RPE1l. Cette
« biocompatibilité » a été élargie aux autres lameellulaires utilisées dans le cadre du
projet. En revanche, dans le cadre plus large deldgpement d’'un prototype durable, des
tests supplémentaires métaboliques ( ATP, glucos@u..de clonogénicité devraient étre
effectués sur de nombreuses lignées cellulaires.

La préparation d’une chambre sur le capteur enastlles connectiques avec de la Vitralit
1690 est donc suffisante pour permettre la visatibs des cellules sans trop modifier lgur
métabolisme.

3.1.4 Assemblage du prototype

Le systéeme complet comprend I'électronique, le @appréparé, une source lumineuse et des
pieces meécaniques pour agencer I'ensemble des iieniéassemblage final nécessite donc
d'une part de choisir une source lumineuse et ckapiart de fixer mécaniquement les
différentes pieces.

La source lumineuse est une diode électroluminéscérght-Emitting diode, LED) émettant
dans le spectre visible (Figure 76). Contrairengzenhe ampoule a filament, la lumiere émise
par une LED est quasiment dépourvue d’infra rowgetultra violets. Ce spectre d’émission
est un avantage pour notre application : I'abselhicdrarouge implique que la lumiere de la
LED ne chauffe pas ce qu’elle éclaire, et I'absedicdtraviolet évite I'altération de I’ADN.
Pour observer les cellules en transmission, leogisipa été équipé d’une LED blanche, dont
les caractéristiques sont décrites plus en dédaits la partiel.1. Elle est alimentée par un
générateur de 5V dont la puissance est régléerppotentiostat.

La LED, le circuit électronique et le capteur oté agencés grace a des boites en plastique.
Différents assemblages ont été réalisés au couesttiese (Figure 55).
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Figure 55- Deux exemples d’assemblages du micrasst
A gauche dispositif initial. A droite disposititétieur.
1- LED ; 2- Circuit électronique 3- Capteur 4-Potieistat 5- Papier imbibé d’eau 6-Boite de Petri
a) milieu cellulaire dans la chambre formée suc#pteur b) milieu cellulaire dans une boite de Petr

La boite supérieure permet d'accrocher la LED, all&té peinte en noire ou recouverte de
papier aluminium avant utilisation, pour limitersigerturbations lumineuses extérieures.
Celle retenue pour le prototype final est en plaginoir et mesure 5 cm de haut.

Sur le dispositif initial, 100 pL de milieu cellidla peuvent étre dispersés dans la chambre
formée sur le capteur (Figure 55 a). L'évaporatience petit volume est trés rapide. Pour la
limiter, du papier imbibé d’eau entoure le captdlette solution n’étant pas suffisante, il a
finalement été adjoint une boite de Petri trouéelsuboitier du capteur pour former un
compartiment plus important ((3.1.2 Adaptation supplémentaire du capteur).

3.2 Visualisation de cellules

3.2.1 Dépbt de cellules directement sur la surface du cégur

Pour observer des cellules adhérentes, les conslipbysiologiques doivent étre maintenues
au minimum le temps nécessaire a leur adhésioaret kKidéal sur une durée permettant leur
prolifération. L'ancrage dure une quinzaine de rteésusur une surface spécialement traitée
pour la culture, et jusqu’a une heure sur une sarfeon modifiée. Comme la biocompatibilité
de la surface du capteur a été montrée suffisamie [pdhésion et la prolifération, celle-ci
n'est pas modifiée. Les conditions physiologiquesatsassurées pendant plusieurs heures
comme décrit au chapitrb. Les cellules sont détachées de la surface dfiasgue et
déposées dans du milieu directement a la surfacaguteur.
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Avant le dépét Aprés le dépot Aprés 15h de culture Pendant|a tryspination

Image
compléte
(2,8x 3,7mm)

x3

Figure 56- Images obtenues par le capteur de @dlRPE1 déposées directement sur sa surface.

Les images prises a différents instants de I'eepée sont montrées sur la Figure 56. Le

contraste et la luminosité ont été modifiés powreatuer les caractéristiques présentes sur
'image. Lors du dép6t des cellules en suspensi®s, ronds brillants sont présents sur

'image. Au bout de quelques heures, ces rondspdastpetits et encore plus brillants. Apres

un temps suffisant pour I'adhésion (par exempleesbh), la forme caractéristique des

cellules est «discernable ». Si I'on trypsine tedlules, on retrouve des ronds petits et

brillants. Les ronds brillants et les formes digtides correspondent donc bien a des cellules.
Néanmoins, un ceil averti est nécessaire pour redwarcette forme caractéristique lorsque

les cellules sont adhérées. La comparaison en tefepavec la visualisation en contraste de

phase n’est pas possible car le capteur est opagsecellules doivent étre marquées pour

étre suivies en épifluorescence.

3.2.2 Cellules sur une lamelle de verre

La théorie de I'imagerie de contact indique quéasi éloigne I'objet de la surface sensible,

'ombre de celui-ci et donc son image serait pltende [81]. Pour introduire cette distance,
une lamelle de verre est insérée dans le montdgaré57). Les cellules sont déposées sur
celle-ci au fond d’'une boite de Petri. Apres adirédia lamelle est rapportée sur la surface du
capteur pour I'observation.

Cette utilisation présente deux avantages suppl@&ines dans le cadre de l'étude de
'imagerie de contact :
- Les conditions physiologiques pour la culture sassurées de facon classique
dans une boite de Petri et dans une étuve dédliést & noter dans ce cas, que
'adhésion et I'observation sont découplées, derfagimilaire aux conditions
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d’entretien classique de culture cellulaire. Lefutes sont donc observées hors de
I'étuve et restent en vie le temps nécessairelsdoration (jusqu'a une vingtaine
de minutes). Pour faciliter les changements de llande verre, le compartiment
(« boite de Petri trouée ») n'a pas été ajouté dasexpériences.

- La comparaison entre la visualisation des cellpbasle microsystéeme d’'imagerie
et la microscopie classique est facilitée. Lesubedl sur la lamelle peuvent étre
observées dans la boite de Petri par les techniga@isionnelles (microscope a
contraste de phase) puis a la surface du capteur.

L =

Adhésion des cellules dans une boite de Petri Transfert sur le capteur

10 mm

Figure 57- Introduction d'une lamelle de verre pdimagerie de contact

Avant I'adhésion des cellules, les lamelles doivéiné au préalable découpées aux bonnes
dimensions et fonctionnalisées pour favoriser l&gibn des cellules.

Dimensions de la lamelle de verre

Les dimensions de la lamelle de verre ont été @wjsour qu’elle s'insere dans le boitier en
recouvrant la zone sensibletout en dépassant légérement cette derniéredaffaciliter la
récupération de la lamelle avec des pinces sansmandger le capteur. La lamelle mesure
ainsi 3 mm par 6 mm. Les lames ont été découp@es a@imensions avec une machine de
découpe ADT 7100 (Advanced Dicing Technologies)Régis Blanc du LETI.

.~ Cellules g

Lamelle de verre

b 4 ||

Figure 58- Schéma distance capteur/lamelle/cellule.

En revanche, I'épaisseur de la lamelle a été vanpaire étudié. En effet, lorsque les cellules
adhérent sur une lamelle de verre, la distaDcgobjet/capteur) peut étre modifiée via

15 La surface de capteur ICX098 mesure 3,5*4 ,5 ®infa partie sensible mesure 2,8*3,7 mm
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I'épaisseure de la lamelle ou via la distance d entre la serfdo capteur et la surface
inférieure de la lamelle. Cette deuxieme soluticgspnte des difficultés de mise en ceuvre : le
mouvement de la lamelle doit étre désolidarisé elei du capteur, tout en ne génant pas la
prise d'image. La lamelle a donc simplement été&pds la surface, et la distandea éte
considérée comme négligeable.

Le verre utilisé provient majoritairement de la gaenD263T de Schott (Allemagne). Il s’agit
de lamelles de verre tres fines. La gamme dessmaistestées est donnée ci-dessous (Figure
59) :

Nature de la lamelle Epaisseur ( um)
plaque de verre (D263T Schott) 50 | 70 | 100 1751 210 300
lamelle couvre-objet (D263M Schott distribué par Knittel Glaser) 150
Quartz (Mondia Quartz,Versoud) 500
lame de microscope ( Slides Ground edges, CETI) 1000

Figure 59- Gamme des lamelles utilisées.

Traitement de surface de la lamelle de verre

Sur les lamelles de faible épaisseur, il a été reugaque les cellules adhéraient des deux
c6tés de la lamelle. Or, pour étudier I'influeneeld distance entre I'objet et la surface, il est
préférable que les cellules adhérent uniqguemernttdé supérieur de la lamelle. Différents
traitements de surface ont été employés pour talant décrits dans la Figure 60.
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Méthode 1 Méthode 2 Méthode 3

1- Nettoyage des lamelles a I'éthanol

 E—

2- plasma oxygéne de 30s a 30W.

3- dépdt de la lamelle sur une goutte 3- Une solution de PLL-PEG
de 2 pLde PLL-PEG (0,1 mg/mL}) (0,1 mg/mL) est déposée sur
plusieurs lamelles pendant 30 min 3- Les cellules sont
déposées sur la lamelle au
fond d'une boite de Pétri

4- 30 min d'attente

4- Les lamelles séchées sont [
exposées sur une lame de verre

a 5 min d’'UV-ozone pour détruire =
5- La lamelle retournée est déposée le PLL-PEG sur une des faces
Fibronactmn (10 pgiml) (»
B “ ‘ |
<§ 5- Une solution de Fibronectine
6- 30 min d'atiente (10 pg/mL) est déposée sur plusieurs == ,

lamelles pendant 30 min ‘—\

Fibronectine  Lalamelle est ainsi fonctionnalisée

Lamelle de verre / recto et verso. Elle est rincée dans 4-Le « verso » de la lamelle est
! du PBS avant d'éfre introduite dans frottée sur un racloir a ce||U|e§ )
une boite de Pétri pour 'adhésion pour enlever celles ayant adhéré

des cellules. du « mauvais » coté.

Poly-L-lysine PEG

Les cellules ne sont présentes que d'un seul c6té de la lamelle.

Figure 60- Protocoles de fonctionnalisation dedanklle de verre.

Les 2 premieres méthodes sont dérivées des tedmide fonctionnalisation de surface
décrites dans le paragrap®d..3. La fibronectine est utilisée pour favorisadhésion et le
PLL-PEG pour I'empécher. La premiere méthode (Fedif) n'utilise que des petites gouttes
de produits, qui séchent rapidement. Elle nécessite certaine agilité pour retourner la
lamelle et éviter de « perdre » la bonne face. lagselles de faible épaisseur adhérent
fortement a la boite de Petri et il n’est pas &adi les détacher sans les briser. La deuxiéme
solution consiste a traiter simultanément les daogs, et a tirer avantage du traitement PLL-
PEG. En effet, celui-ci empéche la fonctionnalmafpar la fibronectine, mais est facilement
détruit par un traitement UV/Ozone. Cette méthodeessite de traiter simultanément de
nombreuses lamelles pour éviter de gaspiller latww de fibronectine, qui a un codt élevé.
La troisieme solution est la plus simple a metimeptace et repose sur une simple action
mécanique et non sur une fonctionnalisation préaldés surfaces.

La perte de lamelles par manipulation est simildaas les 3 cas. Les trois méthodes ont été
utilisées indifféremment pour les cellules qui aeénéfacilement (ex : RPE1, HelLa). Pour les
cellules plus fragiles (ex : 16hBE, C2C12), les@nieres méthodes sont préférables.
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3.2.2.1 Images de cellules

Le contraste et la luminosité de toutes les imdgesiies par le capteur sont modifiés pour
accentuer la lisibilité. Le capteur enregistrel®msemble de la surface sensible soit 2,8 x 3,7
mm qui correspond aux 640 x 480 pixels de 'image.

Figure 61- Image fournie par le capteur de RPE1sue lamelle de verre de 175 um
De gauche a droite, série de zooms numériques.

Environ 600 cellules sont visibles sur I'image co@tg (Figure 61). Les cellules sont a faible
confluence. Un zoom numérique permet de visualigeziques cellules. La morphologie

allongée caractéristique des RPE1 est clairemesgreée. Pour plus de lisibilité, les résultats
suivants sont montrés sur des images ou un zoorgngune a été réalisé.

3 NG | . A
Figure 62- Zoom numérique d’images par le captesRIPEL (le carré fait 800 um de c6té)
avec une lamelle de :
1:50 um, 2 :70 um, 3:100 um, 4 :150 pm, 5:175 @00 pum, 7 :300 um, 8 :525 um, 9 :1000 um
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La variation d’épaisseur des lamelles a un effetasuisualisation des RPE1 sur I'image. Une
impression de grandissement se dégage le longghariane des épaisseurs : deub) ou les
cellules apparaissent trés petites, jusqu'a 1 mmeli@s apparaissent plus grosses et floues.
L’observation visuelle est satisfaisante entre #0@B00um : les cellules sont clairement
reconnaissables et le contraste est agréableabredles de 17h5m étant faciles a manipuler,
pour la suite cette épaisseur a été considérée eamroptimum (Figure 62).

Morphologie cellulaire

Différentes lignées cellulaires ont été testées peéufier que notre systéme permet de bien
distinguer des morphologies cellulaires différentssi I'optimum observé pour les RPE1
était différent selon les lignées cellulaires.

Le tableau suivant réunit les différentes lign@ssdes :

Nom Type cellulaire Motif d'utilisation

RPE1 Cellules humaines épithélialeg Lignée adhérant bien et s'étalant beaucpup.
de rétine d'ceil Cellules les plus "grandes” du laboratoire

Hela Fibroblastes humains Lignée classique pour valider un

issues d'un adénocarcinome | microsysteme pour les cellules
Lignée dont les cellules se regroupent en
Cellules humaines épithélialg®lvéoles”, pour tester si le microsysteme
de bronches peut distinguer les cellules dans une méme
alvéole

16HBE

Le méme effet a été observé avec toutes les lignés<sellules apparaissent peu visibles a de
faibles épaisseur de lamelles, puis contrastées geniépaisseurs de 150 a 300 um et enfin
floues au-dela de 500 um. Nous avons ainsi validéoptimum de visualisation et de
manipulation pour une épaisseur de 175 pum.

Pour compléter I'étude de morphologie, les C2CIgnéle de myoblastes de souris qui

peuvent se différencier en culture en myotubes, également été observées (uniguement
avec cet optimum de 175 pum d’épaisseur). La diffégegion nécessitant des cellules a
confluence, nous avons souhaité vérifier si nous/jpms distinguer des cellules individuelles

dans un tapis cellulaire a confluence avant d’olesatans le temps une différentiation.

Sur les images de différentes lignées cellulai@sriies par le capteur, la morphologie
caractéristique apparait clairement (Figure 63) :

» les formes légerement triangulaires des Hela,

» les cellules en « alvéoles » des 16HBE,

* les cellules peuvent étre distinguées dans le tap(S2C12 a confluence.
Notre microsystéme permet donc de distinguer depmatogies cellulaires différentes. En
revanche, sur toutes ces images aucune orgaredideqtie le noyau, n’est observée.
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16HBE

Figure 63- Zooms numériques d'images fournies parapteur de différentes lignées cellulaires sur
des lamelles de verre de 175 um d’épaisseur.

Comparaison avec la microscopie classique a I'optim

Pour vérifier les performances de notre systémes @yons comparé nos images de cellules
adhérentes a celles de microscopes classiques rareréu blanche. Deux types de
comparaisons peuvent étre réalisés : « technigquewfonctionnelle ».

Les images obtenues ressemblent a des images ®npaéeun microscope a transmission
(microscope a contraste de phase, dont le diapleagmulaire a été supprimé). L'image se
forme ainsi, au premier abord, de fagon similaicele d’'une microscopie par transmission,
ce qui permet de réaliser une comparaison « teghnigentre les deux systemes d’imagerie
(Figure 64). La morphologie des cellules est ol&separ les deux outils d'imagerie.

Par notre microsystéeme Par microscopie par transmission 4X

Fiure 64 — Comparaison « technique » d'images@ldBE sur une lamelle de 175 pm d’épaisseur.

Le contraste et la luminosité des deux images tinfagtement modifiés pour I'impression.
Ces parameétres sont donc peu comparables. |l resteda que I'image par transmission varie
fortement en fonction du positionnement en z dehintillon cellulaire par rapport a
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I'objectif du microscope. L'image de la Figure 64danc été choisie pour sa ressemblance
avec lI'image de notre systeme.

Notre microdispositif image des cellules adhérersiss marquage. Or, cette fonction est
classiqguement réalisée avec un microscope a ctmttaphase.

Par notre microsystéme Par microscopie a contraste de phase

Y TR — AL

g A e

Figure 65- Comparaison « fonctionnelle » d'imagesRPE1 sur une lamelle de 175 um d’épaisseur.

Les informations de morphologie et de positionnenfenrnies par notre systéme sont
similaires a celles fournies par un microscope @treste de phase (Figure 65) : la forme
allongée et la disposition des cellules dans laulaipn sont semblables. Néanmoins, le
contraste de l'image par microscopie a contrast@hese, est bien meilleur : les cellules
apparaissent noires entourées d'un halo blancs aoe sur I'image fournie par notre
microsysteme, elles apparaissent blanches aveggen ¢ontour blanc.

Par ailleurs, le microscope par transmission auitFoscope a contraste de phase permettent
d’'imager un nombre de cellules inférieur a notrerosystéme. Pour pouvoir comparer toute
la zone imagée par notre dispositif, il est nédessde réaliser plusieurs images avec le
microscope. La surface observée est plus importavee notre dispositif. En revanche, la
résolution {.e.le nombre de points pour définir un contour celld) est clairement plus petit
avec notre dispositif qu'avec I'objectif 4X d’'un enoscope.
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Un prototype de visualisation de cellules adhéremar imagerie de contact a été concu
assemblé. Le capteur a été conditionné pour suppades liquides a l'aide de matériay
suffisamment biocompatibles pour les cellules séids. Les cellules ont été visualisée
I'effet de la distance objet/surface sensible a étddié expérimentalement. Les cellu
apparaissent sur les images peu visibles a dedaiBpaisseurs de lamelle, puis contrast
sur des épaisseurs de 150 a 300 um et enfin fauwekla de 500 um. L’augmentation de
distance entre les cellules et le capteur donne umgression de grandissement et
dégradation de la « netteté ». Un optimum pour detvation visuelle a été trouvé pour u
lamelle de verre d’épaisseur 175 pum. La morpholadgs cellules est similaire a ce
attendue et visualisée par un microscope.

Dans le prochain chapitre, nous souhaitons confirnge facon plus théorique ces

observations. Pour cela, nous cherchons a mieuxpoemire le mécanisme de formation

et
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ees
a
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limage.
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Chapitre 4 - Appréhension du mécanisme de formatiomage

4 Appréhension
du meécanisme de formation d’'image

L'objectif de ce chapitre est de comprendre le mésae de formation de I'image par ndtre
microsysteme d’'imagerie de contact.

Au préalable, il a été nécessaire de bien carastgriles différents éléments du systeme
optique :

* la microstructure du capteur,
* la forme et les indices de la lamelle, des celulet du milieu de culture dans la chambrg
* I'éclairage de la LED.

1%}

A l'aide de ces données et d'une bonne connaissdesémages fournies par le capteut, il
est ensuite possible de s'inscrire dans un cadeorique pour proposer un mode |de
formation de I'image par le microsysteme.
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4.1 Caractérisation du systeme optique

Les éléments a déterminer du systéeme optique smnt ghacun de ses constituants leurs
dimensions et leur indice de réfraction.

4.1.1 Structure du capteur

4.1.1.1 Matrice de pixels

La constitution classique d'un capteur d’image @stnue et rappelée dans la pagdi@
« Généralités sur les technologies de capteur déwa Les données de la fiche technique du
capteur Sony ICX098 [104] sont facilement vérifegblpar une visualisation a l'aide d’un
microscope optique (Figure 66). Il est possibleéefier que :
* la puce mesure 4,6 mm par 3,97 mm
* un pixel mesure 5,m de coté
* le capteur est équipé d’'un filtre RGB
* la zone sensible est plus petite que le captedigha technique indique 494 par 659
pixels. Cette zone apparait plus foncée au micpesqoe les pixels qui n'imagent pas
(« optical black » sur la fiche technique). L'imafmurnie de 480 par 640 pixels
affichable a I'écran a donc subi un pré-traitement.

Zone

Nombre de pixels Pixels
gui n'imagent pas

Figure 66- Image du capteur par un microscope
et comparaison a un schéma de la fiche techniq04][1

Néanmoins, de nombreuses données telles que |& fdes microlentilles ou la taille de la

zone photosensible ne sont pas indiquées. Podétesminer, nous avons employé différents
outils de microscopie.
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4.1.1.2 Microlentilles

Forme des microlentilles

Différentes techniques ont été testées sans supces déterminer la forme des
microlentilles :

* Les méthodes optiques
Le microscope confocal ou linterférométre sont fgiar utilisés pour caractériser des
microstructures transparentes. Dans le cas de majpeeur, ces techniques ne sont pas
adaptées, car d’'une part le silicium sous-jaceiéatdit trop la lumiere (confocal COTEC), et
d’autre part I'angle des microlentilles par rappartleur base est trop important pour
l'interférométrie (MicroMap de ATOS GmbH, Allemagnelimite indiquée par le
constructeur d’'un angle de 45°).

* Les méthodes de microscopie de surface a sonde
Il s’agit de techniques qui consistent a balayesugace avec une pointe et la variation de
mouvement vertical est reliée a la topographie.pt@ilometre ou le microscope a force
atomique (AFM) classique ne conviennent pas. Eatefé profilometre est un instrument
intéressant pour des dimensions de I'ordre de geslegnicrons, mais la vitesse de balayage
minimale (1um/s) de I'appareil testé (Stylus Pasfile Ambios technology) n’a pas permis
d’observer la forme des microlentilles. Dans le @a$ AFM PicoPlus de Molecular Imaging,
le rapport d’aspect des bords des microlentilies e rapport hauteur sur largeur du creux
entre deux microlentilles) était trop important paue la pointe de 'AFM puisse pénétrer
entre 2 microlentilles.

Pour observer la courbe des microlentilles, ilrafement été utilisé un AFM équipé d’'une
pointe spéciale pour les rapports d'aspect imptstéou High Aspect Ratio, HAR). Les
mesures ont été réalisées par Roselyne TemplieEdlsur I'AFM 3100A de Veeco équipé
d’'une pointe AR5-NCHR-20 en mode dit « taping »gtante tapote la surface et ce sont les
changements de fréquence di a la topographie guesoegistrés).

Les microlentilles ont une forme carrée avec degesnarrondis (Figure 67). Le pas mesuré
est de 5,47 um, ce qui est comparable a la t&iferique de 5,6 um. Leur profil en z est
arrondi. La hauteur mesurée varie en fonction destp de mesure entre 1,77 et 1,99 um
(Figure 67). La médiane des mesures effectuéeisuseas1,91 um. Le rayon de courbure est
estimé a 3 um par adéquation avec le cercle osculat
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4000.0 rm

Digital Instruments NanoScope e
Scan size 10.00 pm o3
Scan rate 0.4002 Hz

Number of samples 256 2000.0 nm

Image Data Height

Data scale 4.000 um

Engage X Pos -19783.4 um

Engage Y Pos -42151.3 um L2

Section Analysis Surface distance 3.686 pm
Horiz distance(L) 2.734 pm

| Vert distance 1.985 um

v Angle 35.973 ©

/
LT Surface distance 3.790 pm
v

Hori 2.891 ym

vert distance 1.772 pm

Figure 67- Image AFM des microlentilles sur la sd du capteur
et analyses associées (vue 3D, vue en coupe).

Détermination de l'indice de réfraction des micraitlles

Les matériaux classiquement utilisés pour former merolentilles sont le polystyrene et le
polyimide.[110]. Pour déterminer l'indice des mienttilles, la surface du capteur a été
immergée dans un milieu d’indice similaire.

Barre blanche
Image principale: 50 pm
Encart:10 pm

Air (n=1) RPMI (n=1,35)

n=1.6100 n=1.6200 n=1.6300
Figure 68- Images de la surface du capteur par igrescope optique équipé d'un objectif X100.
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En effet, en considérant la loi de la réfraction :

n;Sin h= M Sin iy
si a l'interface huile/surface de la microlentilie égale p, la lumiére n’y sera pas réfractée.
Le contour de la microlentille va ainsi « dispaei et la structure sous jacente sera
observée. Des observations au microscope optigee des huiles de différents indices
connus (Certified refractive index liquids. Série de chez Cargille Labs) ont été réalisées
avec Stéphanie Bigault, chercheuse au LETI (Fi§B8)eEntre 2 observations, la surface a été
nettoyée a I'eau tiede savonneuse.

Dans l'air (n=1), la forme arrondie des microldesl est clairement visible sur I'image
(Figure 68). Dans le milieu de culture RPMI (n=),3& forme ronde est un peu moins
distinguable. Enfin, dans les huiles d’indice del 62 a n=1,63, les microlentilles ne sont
plus discernables. Le pavage du filtre de Bayerclkstement visible. L'indice de réfraction

des microlentilles est ainsi d’environ 1,62, ce gsi cohérent avec l'indice du polystyrene
classiquement utilisé pour les fabriquer [106]s’#git donc d’une information en faveur de
microlentilles en polystyréne.

Stabilité thermique des microlentilles

Comme les microlentilles sont trés probablement paystyréne, la température de
réticulation de 105°C de la Vitralit 1690 peut tkformer. En effet, la gamme de température
de transition vitreuse pour la famille des polyshgs est de 100 a 115 °C [107, 108]. Pour
savoir si ce recuit a effectivement un effet sgrri@crolentilles de notre capteur, des mesures
ont été effectuées en AFM-HAR sur 2 capteurs apngzassage dans I'étuve respectivement :
* d'une heure et demie pour étre dans les conditsimdaires a la réticulation de la
Vitralit 1690 soit 2*45 min a 105 °C (15 min de méa en température de I'étuve
suivi de 30 min de recuit et cela pour chaque @€ du bottier),
» de trois heures pour accentuer une éventuelle nepdzt pouvoir mieux I'observer.

Les hauteurs et la forme des microlentilles ontraésSurées a I'aide du logiciel WSxM de
Nanotec [109]. Les hauteurs et la forme sont sireadans les 3 cas soit environ 1,9 um de
hauteur et 3 um de rayon de courbure. La rugos#gunge par le logiciel d’acquisition est du
méme ordre de grandeur dans les 3 cas : 283,4Mmsnsans recuit, de 249,7 nm rms aprés
1h30 de recuit, de 282,9 nm rms apres 3h de recigtfet du recuit est dona priori
négligeable.
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Sans
recuit

Recuit
d’1h30
a 105°C

Recuit
de 3h
a105°C

Comme le balayage de la surface de quelques nmitiltds par la pointe AFM dure une
guinzaine de minutes, il n'a été possible de visaalque quelques microlentilles par capteur.
Les résultats sont similaires sur les zones ima¢@esi 3 pour chaque cas) sauf pour les
microlentilles a 3h de recuit. Sur une des troisezoétudiées, une microlentille présente une
déformation sous forme de facettes (Figure 70)edt difficile de dire si ce cas est
fréquemment rencontré a la surface. Nous ne sgumsi ce profil en facettes a été causé par
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—— Profile mesuré
v,

H mesuré = 1l9 nm Rmesuré =3 Hm

s | . -
161 5 .
|
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12 =
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a8 / J
06 : .
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02
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o 1 3 5 s 7

—— Profil mesuré.

H mesuré = 1l9 um Rmesuré =3 Hm

H mesuré = 1;9I-lm

R mesuré = 5 Km

Figure 69- Caractérisation en AFM-HAR de la fornesdnicrolentilles

apres différents temps de recuit a 105 °C.

le procédé de recuit ou était d0 & un défaut dedation initiale [106].
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3000.0 nm

Digital Instruments NanoScope

Scan size 10.00 pm

Scan rate 0.2999 Hz

Number of samples 256

Image Data Height 1500.0 nm
Data scale 3.000 um

Engage X Pos -19783.4 um

Engage Y Pos -42151.3 um

0.0 nm

fm Section Analysis

Figure 70- Microlentille facettée apres 3h de caiss

Les mesures sur toutes les autres microlentillggément qu’il n’y a pas de déformation et
donc que la température de transition vitreuse diyspyrene des microlentilles est tres
probablement supérieure a 105°C.

4.1.1.3 Dimensions des photodétecteurs

Pour observer les photodétecteurs, des petits cdeigealpel ont été réalisés sur la surface
d'un capteur. Celui-ci a ensuite été observé avediEB Hitachi modéle S4008: les
premieres images n'ont pas été exploitables, cand¢ériau de surface est d’abord peu
contrasté, puis devient brillant au cours de I'obaton. En effet, le polymére constituant les
microlentilles étant diélectrique, il se chargestaifaisceau d’électrons. Une fine couche de
platine (~ 5 nm) a donc été déposée pour favolseservation.

% 1e microscope électronique a balayage (MEB) dorme@sa la topographie de la surface d’'un objet.
Dans une enceinte sous vide, un faisceau d'électfocalisés balaye la surface de I'échantillon. En
fonction de la nature physico-chimique de la sw@fates électrons secondaires ou rétro diffusésésoist
et des détecteurs adaptés permettent d’enregitsesignaux proportionnels a cette émission. Hisartt
ces signaux amplifiés pour alimenter un moniteubalayage synchronisé, une image est générée alont |
brillance en chaque point est proportionnelle ani&sion au point correspondant de la surface. Lgiena
correspond ainsi a la topographie de I'échantillorsqu’on utilise le signal proportionnel au flux
d’électrons secondaires émis.
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Figure 71- Images au MEB de la surface d'un capteony ICX098
recouvert d'une couche nanométrique de platineg pobservation
1- surface indemne, 2- au niveau d’'un coup de stalp zoom sur une zone de I'image 2
4- zone découverte par un coup de scalpel.

Sur les zones intactes, les microlentilles sonenfables (Figure 71- 1). La taille d’'un pixel

est effectivement de 5,6 um. Sur les zones dégaugreses coups de scalpel, la couche
inférieure apparait alors (Figure 71- 2 a 4). Demndes lignes blanches sont distinguables
(matériau conducteur) et également des zones minesn(matériau peu conducteur). Une
hypothése est que ces zones noires correspondephatodétecteurs en silicium et les zones
plus claires aux interconnexions métalliques. liéetdu photodétecteur est d’environ 2,5 um
par 1,7 um. Le facteur de remplissage hors mictilesy (rapport de surface du
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25*17

photodétecteur par rapport a celle du pixel) et ae soit 13% de la surface d’'un

pixel.

4.1.1.4 Empilement vertical au-dessus d’un photodétecteur

Comme le montrent les Figure 67 et Figure 69, |eBME I'AFM ne donnent pas acces a
'empilement interne au-dessus d’'un photodétect®aur connaitre celui-ci, une coupe
verticale a lI'aide d’'un faisceau d’ions focalis€®¢used lon Beam, FIB) a été réalisée, puis
imagée au MEB.

Une comparaison avec un brevet de Sony [110] peditkntifier les différentes couches de
la structure visualisée (Figure 72).

\‘/4 /

S SSSS
N

% -
LR Gl /RRNESSS
WA

\ ]] 3 Ele WD | det | tilt HV

— YT
00%|5.0mm | TLD |52 ° | 5.00 kV | CEA-LETI-MINATEC

Figure 72- Comparaison d’'une figure de [110] a ghec
avec I'image au MEB d’une coupe FIB du capteur @it
11: substrat de semiconducteur; 12: zone photobtnsi3: films conducteurs; 14:film protecteur de
la lumiere; 15: film planarisant; 16: filtre coloravec une forme différente de celle observée sur la
coupe FIB ; 17: microlentille en polystyrene.

L’indice de réfraction des microlentilles a étéetatiné précédemment autour de 1,6. Ceux
des autres couches sont difficilement déterminalebgsérimentalement. Néanmoins, en
premiere approximation les indices des microlesdjll des filtres et de la couche de
passivation peuvent étre estimés équivalents sdit @ [106].

L'image MEB de la coupe réalisée avec un FIB perageiement de mesurer les distances de
ces différentes couches verticales au-dessus diatogétecteur (Figure 73).
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Figure 73- Distances pertinentes de I'empilementiassus d’'un photodétecteur
mesurées sur 'image MEB de la coupe réalisée &u FI

4.1.2 Nature des lamelles de verre

. Indice de source de
Nature de la lamelle Epaisseur ( um) réfraction lindice
plaque de verre D263T| 50 | 70 | 100 175 | 210 | 300 1,53 fiche technique
lamelle couvre-objet 150 1,52 fiche technique
Quartz 500 1,54 typique
lame de microscope 1000 1,52 typique

4.1.3 Dimension et indices de réfraction des cellules etu milieu

Dimension et indices de réfraction des cellules

La lignée de référence lors de notre travail élestRPE1L, les informations de taille ont été
collectées sur ces cellules. Les autres cellulesaimes ont des dimensions du méme ordre de
grandeur. Hors mitose, une cellule RPE1 adhéréanmesiviron 25 um, elle s’étale sur 800 a
1000 pni et son épaisseur varie entre 3 et 6 um (Figure l&kellule est plus épaisse au
niveau de son noyau [111].

~25 um

Figure 74- Cellule RPE1 sur un micro-pattern au M&RBprés [111] a droite,
schéma d’une coupe de la cellule a gauche.

76



Chapitre 4 - Appréhension du mécanisme de formatiomage

Pendant la mitose, cette cellule est de forme gpiede diamétre proche de 15um
Concernant I'indice de réfraction, une cellule higas optiquement homogene, car les indices
de ses constituants different (cytoplasme, noyegarelles) [112]. Son indice global dépend
ainsi de I'indice de ces derniers et de leur répamt Il est compris entre 1,33 indice de I'eau
et 1,40 l'indice des globules rouges [113]. De nmubes publications tentent de caractériser
d’une part l'indice de réfraction des composantfulzres et d’autre part un indice global.
Les valeurs varient selon les études et les typéislaires. Elles sont regroupées dans le
tableau suivant :

Neytoplasme 1,35-1,38 [114]
Neytoplasme CHO 1,36 — 1,375 [116]
Mnoyau 1,38 — 1,47 [114]
Mnoyau CHO 1,38-1,41 [116]
Nmitochondrie et organelles 1,38-1,41 [115]
Neellule MDCK 1,387 [117]
Ncellule MDCK 1,383 [118, 119]

Pour la suite, nous avons considéré une valeur,8® fdour l'indice de réfraction d’'une
cellule.

Indices de réfraction et dimensions du milieu

Guillaume Colas a, lors de sa these au laboratmiesuré au réfractometre 'indice du milieu
de culture RPMI a 1,335 [112]. Dans le cadre d’émeluation du systéme, nous pouvons
considérer ce milieu similaire au DMEM-F12 utiligéur la culture des RPEL.

Le milieu a les dimensions de la chambre réalidéesarface du capteur :

» Dans la configuration avec une boite de Petrijdtadce entre la lamelle et la surface
du milieu est d’environ 4 mm.

« Dans la configuration sans boite de Petri, la disteentre la lamelle et la surface du
milieu est d’environ 1 mm. Un ménisque se formesudace du milieu ressemble a
une goutte. Comme les résultats avec ou sans nuénsaont similaires, et qu’une
expérience préliminaire a montré que l'image d'taehe de feutre sur une lamelle
variait de seulement 3% selon la forme du ménisgogs en avons négligé I'effet.

4.1.4 Propriétés de la source lumineuse

Les mesures qui suivent ont été réalisées avedel'de Karen GILBERT et de Philippe
GROSSE du LETI/DOPTLes propriétés d’émission spatiale de la LED @digNichia
NSPW500BS) ont été évaluees avec un goniomeétretrepmtiometre LCS -100 G de
Spheroptics (Concord, Etats-Unis). La puissancdadeED a été mesurée selon l'angle
d’observation avec un pas de mesure de 1,8°.
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Figure 75- Courbe d’émission spatiale de la LED.

La puissance optique a mi-hauteue.(@ 50% de la puissance optigue maximale) correspond
aux angles -10,8° et + 7,2° (Figure 75), soit 1®uderture angulaire. Cette directivité est
identique a celle fournie par le constructeur [120jus observons que la puissance optique
maximale est dirigée vers I'angle -1,8°. Philippm$se nous a indiqué que les LEDs bon
marché n’ont pas souvent un assemblage optimalpomt que le pic d’émission n’'est pas
forcément centré sur 0°.

De méme, les propriétés d’émission spectrale deE@ ont été caractérisées par I'appareil
« Characterization system CCD array spectrophotmetde la société SphereOptics.

En accord avec les données de la fiche techniquelzD émet principalement dans le bleu
vers 460 nm (Figure 76), mais également dans lgssaieintes avec un pic dans le jaune vers
580 nm. Il s’agit ainsi d’'une source polychromaéiqavec un rendu « blanc ».
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Figure 76- Courbe spectrale.

La LED est encapsulée dans un boitier de 5 mmataeatre et positionnée a 5 cm du capteur.
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4.1.5 Schéma récapitulatif

La Figure 77 récapitule les informations collectéess les parties qui précedent sur le
systeme optique.

LED Blanche
Air n=1 ~Sem

Milieu de culture n=1.33 : 1a4mm
| = 25 um :
: i 1 De50pm
. Lamelle de verre n=1.54 : © a1mm
I?'VV g - "VVWWVJ

Microlentille -> photodétecteur n=1.62 5,6 um 8 um
o
7777777 — photodétecteur
1,6 ym par 2,5 pm

€ e >

4,5 mm

Figure 77- Schéma récapitulatif du systeme.

Il était difficile d’ajouter sur ce schéma, le fajtie le milieu entre les microlentilles et la
lamelle de verre est dans notre cas le milieu ttareun~1,33.

4.2 Etudes des images obtenues par le microsysteme
Ce paragraphe essaie de quantifier les élémentéa@p lors de la validation d’une épaisseur

optimale de lamelle. Pour cela, I'influence dedmeélle de verre dans les images de RPEL1 et
des images de réseaux de Ronchi obtenues pariesysteme, est analysée.
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4.2.1 Analyse des images de RPE1

Une série d'images de RPE1 réalisée par le mictesys a été analysée de facon plus
approfondie.

Si on zoome numériquement sur une cellule, leslpigpparaissent. Il est difficile de
délimiter exactement une cellule. Par exempleaidure 78, les limites de la zone brillante
sont délimitées a l'aide d’'un trait continu et esllde la zone sombre entourant la cellule a
l'aide d’un trait en pointillés. La petite zone cprand 33 pixels soia priori 1000 prd, ce

qui est cohérent avec la taille. La zone la plugdeaenglobant la zone sombre comprend 78
pixels soit prés de 2400 |fm

Figure 78- Zoom numérique sur une cellule RPE1 e'umage réalisée par le microsystéeme avec une
lamelle de 175 um d’épaisseur. Une couleur parauvde gris a été fixé. La cellule a été entourée
d’un trait plein et d’un trait en pointillés. Un caé fait a priori 5,6 um de c6té.

Pour mieux visualiser cet effet clair/sombre, dexils en intensité le long de cellules ont été
réalisés (Figure 79).

La zone sombre est visualisée par 2 pics d'intérdiis faible que la moyenne de 'image et
la zone claire par un pic d'intensité supérieuta moyenne de I'image. Le profil s’étale sur
une dizaine de pixels.

Ces coupes en intensité ont été realisées polgraliffes épaisseurs de lamelle de verre.
Comme les courbes possédent une allure simil@rendyenne des profils sera considérée
pour une épaisseur. Les moyennes des profils msudifférentes épaisseurs de lamelle de
verre ont été superposées. Pour plus de lisibiité, seule courbe par épaisseur est montrée
dans la Figure 80.
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Figure 79- Image de cellules RPE1 sur une lamadlé @b um d’épaisseur (a gauche) ;
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Figure 80- Superposition des moyennes des prdfilsetiules réalisés

pour différentes épaisseurs de lamelle de verre.
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Quelle que soit I'épaisseur de la lamelle de vde® profils observés sont similaires, c’est-a-
dire ils comportent deux pics « sombres » et un«pitair » et s’'étalent sur une dizaine de
pixels. Il 'y donc pas priori d’'influence de I'épaisseur de la lamelle de veuela taille de
limage de la cellule obtenue par le capteur. Liegsion de grandissement signalé au
chapitre précédent n’est donc pas confirmée pan&sires.

4.2.2 Observation de réseaux de Ronchi

Pour vérifier cette constatation, nous avons chisiager des objets de taille connue. Deux
types d’objets peuvent étre envisages : des miteshde polystyréne ou bien des réseaux de
Ronchi.

Les expériences réalisées avec les microbillestrpas été concluantes. En effet, pour étre

shr que les billes soient a la surface de la lanelbus avons décidé d’évaporer le liquide

dans lequel ces petites particules sont vendueslo@r de cette évaporation elles se sont

agrégées spontanement. Il était alors difficilesdeoir si les taches observées par le capteur
correspondaient a une ou a plusieurs billes.

Les réseaux de Ronchi sont des trames alternaitigdes opaques et des lignes transparentes
de méme largeur. Un réseau est caractérisé paondne de paires de ligne par mm ou
LP/mm (une opaque / une transparente). Des résmdudté achetés chez Edmund Optics et
découpés de la méme facon que les lamelles de. \Rue tester des conditions similaires
aux expériences avec les cellules :

« une lamelle de verre d’épaisseur connue a été&dinitioentre le réseau et le capteur

* le milieu interstitiel a pu étre du milieu de cu#u
Les différentes conditions testées sont réesumédsa pagure 81 :

Dépot chrome
pe réseau de Ronchi LP/mm f{ en pm)

10 50
«— Lamellede verre 50 10
I = = ] {70 pm, 175 pm, 525 pm, 16735 pm) . 100 5

Milieu interstitiel
{ air ou milieu de culture)

LP/immou fen pm

Figure 81- Schéma des expériences avec les résieaRrnchi.

Sur les différentes images prises, des profilstérisité sont enregistrés (Figure 82).
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10 LP/mm soit une période de 100 pm
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250 A»

............

200

100

" pixel
IOOp

P

50 LP/mm soit une période de 20 pm
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Figure 82- Image de réseau de Ronchi et profil oase
pour 10 LP/mm (en haut) et pour 50 LP/mm (en bas)
sur une lamelle de verre de 70 um d’épaisseur tains

@ .
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La fréquence du profil est déterminée pour lesddifites conditions (épaisseur de lamelle de
verre, nature du milieu interstitiel) :

* Le réseau de 10 LP/mm est bien imagé par le captewrénelage est observable sur
le profil d’intensité. La période est de 18 pix¢190,8 um) et est constante selon
toutes les conditions.

* En revanche, le profil de I'image du réseau 50 LR/est triangulaire. L'image est
donc peu résolue. La période observée est de 8es(20,2 um). Le nombre n’est
pas entier, car une paire opaque/transparente pa&stobservée sur un nombre
constant de pixels. Cette fréquence varie égalepenten fonction des conditions
examinées dans I'expérience.

e Pour 100 LP/mm, le crénelage n’est pas discerndiblbruit de fond. Le capteur ne
permet donc pas d’'imager de tels détails.

Deux informations importantes peuvent étre déduiteses observations :
-I'épaisseur de la lamelle de verre n’influe pasladaille de I'image d’un objet
-la résolution du capteur est supérieure a 5 ponosthe de 10 um.

Une troisieme information peut étre obtenue deexgeriences. Ce n’'est pas la fréquence de

I'objet qui varie avec I'épaisseur de la lamellevéere, mais son contraste. Cela est frappant,
si I'on prend une grande différence d’épaisseuadamelle de verre (Figure 83).

83



Chapitre 4 - Appréhension du mécanisme de formatiomage

r R -

! . 5 i i 41

= 1+

AL1R0ND iﬂ&— g ; '

Figure 83- Image du réseau de Ronchi pour 10 LP#ans I'air sur une lamelle de verre
d’épaisseur 175 pum (a gauche) et 1675 pum (a droite)

Sur I'image avec une épaisseur de 175 um, la zemsgarente est trés blanche et la zone
opaque est tres noire, alors que sur l'image avex épaisseur de 1675 um, la zone
transparente est gris clair et la zone opaqueresstamncé. La distance sur laquelle le contraste
est suffisant étant importante, cela signifie quedurce est peu divergente. Cette divergence
a été confirmée par les mesures de caractérisatten® LED (divergence de 18°). En
regardant les images de cellules, la méme constatpeut étre facilement réalisée (Figure
62).

4.2.3 Résolution du microsysteme

Comme observé avec le réseau 50 LP/mm, il existe limite de résolution liée a
I'échantillonnage. Le théoréme de Shannon énoneelajdréquence d'échantillonnage d'un
signal doit étre égale ou supérieure au doubleadeéuence maximale contenue dans ce
signal pour étre correctement échantillonné.

La fréquence d’échantillonnage de notre systétmeledt/5,6um= 0,18um™. La fréquence
spatiale maximum que le systéme échantillonne cmmeent est donc de 0,08én™ ou un
pas de 11,2um. Au sens de Shannon, I'objet « cellule » dedastractéristique 2bm est
donc correctement échantillonné, par contre leaildéntracellulaires de I'ordre du micron ne
le sont clairement pas.

Il s’agit d’une limite intrinséque a notre systeomique.
4.3 Compréhension du mécanisme de formation de I'im  age
Comme indiqué dans l'introduction, les équipesiséat de I'imagerie directe ne se placent

pas dans le méme cadre théorique. Pour I'équipd®'dAbshire [81] il est possible de
raisonner via l'optique géométrique, alors que uigg du D Ozcan [84, 85] tire partie de
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I'optique physique pour observer rechercher delsemcaractéristiques de diffraction ou plus
récemment qualifiées d’holographie.

4.3.1 Dans le cadre de I'optique géométrique

Dans un premier temps, nous avons décidé de réafldahs le cadre de I'optique géométrique
pour plusieurs raisons :
- Une cellule mesure environ 20 um soit environ 38 fdus que les longueurs
d’onde dans le visible (considéré a ~ 600 nm).
- Notre source est incohérente ce qui a pour effestdmper les franges de
diffraction que I'on pourrait observer.

Nous avons posé comme hypothése que la cellulersparte comme un dioptre, ce qui n'est
pas le cas des travaux de I'équipe duADshire. Les profils d’'intensité observés sur nos
images correspondraient dans ce cas a I'image«deribre » derriere cette lentille.

En effet, en considérant que les rayons luminesuxsisle la source sont normaux a la surface
du capteur, nous pouvons schématiser cette hymopagda Figure 84.

L’intensité de la lumiére observée par les photectéurs et qui ne traverse pas la « cellule-
dioptre » est notég,lalors que celle qui la traverse est notée |

Nous pouvons distinguer trois cas selon la positelative de la « cellule-dioptre » par
rapport aux photodétecteurs du capteur notés 22c2ur la Figure 84 :

2a) Si la « cellule-dioptre », notée 1, jouxte pbgtodétecteurs, noté 4,dst trés légérement
supérieure &,]Le contraste est alors trés faible et peu détexiadnl nos photodétecteurs.

2b) Si le capteur est placé dans une zone prochkedistance focale; bans I'axe optique de
la « cellule-dioptre » est supérieure adlors que J hors de cet axe correspond a la zone
d'« ombre », noté 3, derriere la « cellule-dioptrel’intensité correspond en premiere
approximation a un crénelage. Or, ce crénelageledtordre que quelques microns. Il est
donc sous-échantillonné par les photodétectewssealisé de facon triangulaire comme les
réseaux de Ronchi de 50LP/mm. Le signal détecsendslerait ainsi au profil observé pour
une cellule.

2c) Si le capteur est placé tres de loin de laadcst focale, le contraste observé enget |
redevient tres faible et certainement non déteetphl nos photodétecteurs.
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Figure 84- Schéma si I'on considere la cellule camun dioptre
A gauche : Tracé de rayons
1- cellule ; 2- position du capteur : a) jouxtaatdellule b) proche de la distance focale de ldutel
c) loin de la distance focale de la cellule ;
3-zone d’ombre due a la focalisation par la cadltd-photodétecteur
A droite : coupe d'intensité selon la position téla du capteur et de la cellule
a) en bleu l'intensité théorique b) en rouge I'imséé vue par les pixels du capteur (traits vertica

Pour vérifier si cette hypothese est crédible, nausns calculé la distance focale de la
cellule. Nous avons fait les simplifications suitesn:

* nous nous placons dans le milieu d’'indice deatadlle de verre.

* la forme de la cellule est approximée par unettel

Le schéma suivant représente cette configuratimu (& 85) :
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Milieu de culture
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Figure 85- Schéma pour déterminer la distance ®ckd la « cellule-dioptre »,
avec p=1,33, n=1,38, n=1,53
&€ [3;6] um c€[10; 15] um.

Calcul du rayon de courbure R, de la « cellule-dioptre » :
Par Pythagore, nous avons
e+ .
Rc= T D’ou R; € [9,08 ; 43,5]um.
Un couple de valeurs typiques pour une cellule gstL2,5um, et @ = 6 um, le rayon de

coubure typique est alors; Rpigue = 16um

Vergence de la « cellule-dioptre » :
N1-No
SC
Comme SC est positif, SC=Bar conséquent J9,€ [1150 ; 5500p , et I typique= 31200.

Dc o=

Distance focale de la « cellule-dioptre » dans leilieu d’indice de réfraction ny :
n
Pz ——— D'0U f' ny € [251 ; 1200km et Fiyg ypigue = 442um
Dcon
Or avec les valeurs typiques
V1Fn1= V1S+Shki= -9+ 442um =442 um donc Fn1 = mf o1

Nous considérons que de mémg-\ ~ nyf 1,

Position du point focal dans le verre, milieu d’indce de réfraction np:
Nous avons

n n n
,2 - ,1 = 0 donc fp= —= o1
f n2 f ni Ny
Donc de méme,
n
f h2= Tz - D'l f' 2 € [278,1330]um et F ypique= 490um
1
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Détermination de I'épaisseur nécessaire pour visuaker la zone ombragée sur un pixel
Pour que notre capteur observe un crénelage danébite de la « cellule-dioptre », nous
faisons I'hnypothese qu’il faut que 'ombre recouae moins un photodétecteur. Une cellule
typique mesure 25um de diamétre, avec des pixeB da on a 4 pixels dans 23m. La
situation est schématisée par la Figure 86.

|
1
u
]

F'n 3
Figure 86- Schéma pour déterminer h

1- cellule ; 2- position du capteur ;
3-zone d’'ombre due a la focalisation par la cellue photodétecteur

Nous avons, en notant le pas du pixdt

r Lo
tan(u)= [« _ pixel
f’ n2 h
D’ou
f n2 tpixel N
h= D’ot h€ [125 ; 595]um, et hypique= 220pum
e

Cette hauteur correspond a l'ordre de grandeuépaisseurs de verre que nous utilisons.
Cette hypothese est donc plausible. Pour pouvoicdafirmer ou linfirmer, il serait
nécessaire de prendre en compte I'angle d’éclaidegla LED et la géométrie exacte de la
cellule qui a été ici approximé a une calotte. dt sans doute possible de réaliser une
simulation plus réaliste a I'aide d’un logiciel delcul optique adapté comme par exemple le

logiciel TracePro.
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4.3.2 Dans le cadre de I'optique physique

Une autre approche dite ondulatoire est égalenrensageable et nous allons étudier si c’est
un phénomeéne de diffraction qui participe a la fation des images fournies par le capteur.
Cette approche est citée dans de nombreux artwéesivant une technique dite de

microscopie sans lentille (en anglais, « lens freeroscopy ») ce qui est en définitive assez
abusif [83-87]. En effet, il y a plus aujourd’hué dmicro)lentilles au-dessus d’un capteur
d’'image qu’il N’y en aura jamais dans un microsgopéme le plus complexe.

Existence du phénoméne de diffraction

La définition de la diffraction donnée par Mathietual. est la suivante : lorsque des
ondes de nature quelconque, issues d’'une sourcg-qoactuelle S, rencontrent un obstacle
dans leur propagation, elles ne se propagent paguement en ligne droite, mais
contournent I'obstacle : ce sont les phénomenetdifttaction. [...] En Optique, la diffraction
produit des écarts aux lois de I'Optique géomeétigyl15].

Le phénoméne de diffraction est fondamental emjapti C’est lui qui limite en premier lieu
la séparation des systemes optiques (télescopespstopes). Ce phénomeéne est toujours
présent mais ses conditions d’observation sontitegsluDans la définition donnée par
Mathieu, il faut une source quasi-ponctuelle etodéant du principe de Huygens-Fresnel, il
faut gqu'il y ait interférence.

Existence du phénoméne d'interférence dans notrafiguration

Une diode électroluminescente émet des ondes gpiedriqui sont assimilables a une onde
plane au niveau de la culture cellulaire. SelonHhiéatet al. [121], les interférences sont
«des phénomeénes observables lorsque des vibratad®sentes de méme nature et de méme
fréquence, portées par des ondes, parviennent auenmoint». Pour que des vibrations
soient cohérentes et dans la mesure ou elles ssuts de la méme source, il faut qu’elles
aient suivi, avant de se rencontrer, des cheminsldalifférence des longueurs n’excede pas
la « longueur de cohérence » souvent définie paglddion suivante :

/]2
)
ou L. désigne la longueur de cohérence (enAig, longueur d’'onde (en m) AR l'intervalle
spectral de la source. Dans notre cas, avec umessblanche qui émet de 400 a 800 nm et en
considérant que la longueur d’onde centrale e€i0ffenm, on a une longueur de cohérence
inférieure au micrometre (0,9 pum).
De plus, les chemins suivis par les vibrations sl@s chemins optigueke chemin optique
est défini comme le produit de I'épaisseur du mili@versé par son indice de réfraction et est
souvent note&:

LC

0, =n xe
ou g est le chemin optique; est 'indice de réfraction du milieu gtson épaisseur, I'indide
désignant le milieu considéré.
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Si, en premiére approximation, on suppose qu’utialeest représentée optiguement par un
milieu d’épaisseur; (3 <e. < 6 um, soit en arrondissagt= 10 um), d’indice de réfraction
n. = 1,38 plongé dans un milieu liquide d’indice deraéfionn = 1,33, la différence des
chemins optiques d’une vibration lumineuse travarsae cellule et d’'une vibration passant a
coté est égale a 0,5 um, soit une longueur inféxiada longueur de cohérence calculée pour
tout I'intervalle spectral de la source.

Vi V,

@ cellule @ 405’:

v v
Figure 87 — Représentation schématique d’'une eethalversée par une vibration,Ma vibration \{
ne la traversant pas.

Sachant par ailleurs que le capteur d'image esipégd’'une matrice de filtres (filtre de
Bayer), chaque photosite recoit de la lumiere dortervalle spectral est réduit : la longueur
de cohérence pour chaque pixel considéré est dgérisure a celle calculée précédemment.

Il peut donc y avoir des interférences entre dbgations traversant la cellule et des vibrations
ne la traversant pas. La configuration d’éclairagé’objet étudié satisfont donc aux deux

principaux critéres permettant d’observer des pimmes d'interférence. Il est donc plausible
gue I'image des cellules formée sur le capteur a@je soit engendrée par un phénoméne
d’interférence.

Formation d’'une image

Reprenons la Figure 87 a laquelle nous ajoutonstroeture de microlentilles associée a une
matrice de photosites. Nous considérons, ici égaténfes rayons lumineux issus de la source
comme normaux a la surface. Un des bords de laleabt disposé entre 2 photosites comme
en Figure 88 car cette hypothese facilite la c@in@nsion des phénomenes en présence.

Va Vb VC Vd

Vl Vz
- A
@ cellule @ &
lame de verre

\

N

> < » microlentilles

<
<

\4
A

photosites
Py P> Ps
Figure 88 — Représentation schématique du systersgu’une cellule est représentée par un film
d’épaisseur get positionnée de fagon particuliére.
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Les vibrationsV, etV, s’ajoutent sur le méme photosite, de méme queilbeationsV; etV,
etV. etVy. Seules les vibrationg etV, ont une difféerence de chemin optique non nulle.
Deux vibrations complexes s’ajoutent au méme p@um photosite) en amplitude et le
photosite mesure une intensité, c’est-a-dire le uteodu carré de la somme complexe des
amplitudes :
A, =A+A

ou A, est 'amplitude sur le photosite, &1, I'amplitude des vibrations 1 et 2 respectivement.
L’intensité mesurée en considérant que les am@itéd et A, sont égales (la transparence
d’une cellule est proche de 1), est donnée papiéssion suivante :

I,, = 2Ig(1+ cos(4g))
Ou Iy est l'intensité incidente g est la différence de phase engendrée par la eliféér de
chemin optique, différence de phase définie paelktion :

27e
Ap = ¢
¢ A

Dans le cas des vibratioNs etV,, la difféerence de chemin optique est non nullg, &t 4,
alors que dans les autres cas, elle est nulle=edl, : on observe donc un contraste entre les
pixels P, et P,, et entre les pixel®, et P;s. Un contraste peut ainsi étre observé du fait
d'interférences.

(”C _”l)

Nous n’avons pas considéré ici directement le piméme de diffraction mais seulement un
phénomene d’interférence qui a lui seul ne pernat @expliquer la forme des images
observées. La diffraction, représentée par lesnsyte couleur verte de la Figure 88,
intervient pour modifier la distribution d’amplitedlans le plan des photosites.

Or dans la plupart des cas d’école, la diffracti@s ondes lumineuses est présentée par un
écran opaque. Une cellule, de transparence quaairann’est pas un écran de ce type : c’est
un écran de phase dont 'effet sur 'onde lumindas&aversant est un déphasage. Ce type
d’objet diffracte la lumiére au méme titre que desans opaques. En effet, il s’agit du
phénomene employé pour fournir un signal aux syssediasservissement de position des
lecteurs de disques optiques. Pour intégrer ce dyplgjet dans les équations décrivant la
diffraction, il faut considérer une transparencenptexe (forme géométrique et déphasage
pour chaque point de I'objet). Cela conduit a dggafions un peu plus complexes dont les
solutions analytiques sont moins directes que ajl@on obtient avec des transparences
réelles.

En conclusion, les deux formalismes de géométrieordulatoire sont applicables et

complémentaires. Une modélisation plus rigourewsgadintégrer des parametres optiques
plus complets de la cellule (par exemple le gradikindice de réfraction dans la cellule et sa
géomeétrie).
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Le systéme optique, dont nous disposons est piplere que nous l'avions au prime abord

imaginé. En réalisant des hypotheses simplificagjdl est difficile de trancher entre u
approche uniquement dans le cadre de I'optique @&ogue ou celle prenant également
compte des phénomeénes d’interférences.

Des études plus approfondies tenant compte deékepce du filtre de Bayer, de l'indice

milieu interstitiel entre les microlentilles et lamelle de verre, de l'inclinaison des rayo
sur la surface objet,... seraient nécessaires poen Ionaitriser les parametres critiques a
mise en place rapide d’un microsysteme similairé@on amélioration.

L'amélioration pourrait étre similaire a celle progée dernierement par I'équipe du [
Ozcan [84]. La source utilisée est monochromaticetelin obturateur est placé a sa sort
La cohérence spatiale et temporelle est ainsi a&suCes conditions accentuent fortemern

en
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a
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phénomeéne d’interférences. D’apres cette équipgadit alors d’'un type d’holographie.
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5 Mise en place et démonstration
de la vidéomicroscopie sur puce

Précédemment, le chapitre 3 a décrit le développeérd@in prototype pour visualiser d

cellules adhérentes a un instant donné. Nous panansi le qualifier d’ « apparei

photographique de cellules ».

L'objectif de ce chapitre est de décrire I'amélitiom et I'utilisation du microsysteme com
caméra pour cellules, c’est-a-dire pour observertemps réel I'évolution dynamique d'u
ou de plusieurs cellules. Pour cela les conditiphgsiologiques cellulaires adéquates (37
5% de CO2, forte humidité) doivent étre maintersigsune longue durée de temps : jus(
36h pour suivre la prolifération.

Dans ce but, le microsystéme doit étre amélioréledtronique de la caméra isolée
I’humidité, la chambre de culture cellulaire sur ¢apteur modifiée et enfin la températ
pour les cellules maintenue a 37°C.

Les événements a observer pour valider ce modeodetidnnement sont les gran(
fonctions cellulaires impliquant un changement nhatpgique ou un déplacement : mitos
prolifération, motilité, apoptose, différentiatioh.s’agit des évenements principaux de la
cellulaire, qui sont impliqués dans l'induction dancers.
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5.1 Modifications du prototype pour la vidéomicrosc opie

Pour maintenir les conditions physiologiques penhdante la durée de I'observation, deux
possibilités peuvent étre envisagées:

Construire autour du microsysteme les élémentsédalation de la température, de
’humidité et du pH [63]. L’assemblage final estndantégré et portable, et peut ainsi
étre déposé sur une paillasse. En revanche, coesellules doivent étre manipulées
dans un environnement stérile, un systeme auségrintne supprimerait pas la
nécessité d’avoir acces aux autres outils classigeela culture cellulaire tels qu’un
poste de sécurité microbienne ou une centrifugeuse.

Installer le microsysteme dans une étuve clasgigueulture cellulaire. Cette solution
transfere le contrle des parametres physiologiquéstuve dédiée et déja optimisé
pour la culture cellulaire. L'instrumentation duamasystéme serait donc limitée a la
prise et a I'analyse d’'image. Dans le cadre d’uffasion de ce type de microsysteme
dans des laboratoires de biologie cellulaire, ceixchminimise les changements
d’habitude des biologistes. En effet, toutes lesiimdations et méme la mise en
culture dans I'étuve sont effectuées de facon icjass

Cette deuxiéme solution a donc été choisie. Er,dédravail d’instrumentation nécessaire a
la mise en place d’'une « mini-étuve » autour duexapparait superflu pour des applications
de recherche en biologie cellulaire. Les principat®nséquences pour le microsystéme
développé sont :

la nécessité de résister a la forte humidité dete Le circuit électronique de la
caméra doit donc étre protége.

L’exigence de maintien des conditions physiolog&gj@ela surface du capteur. Le
milieu de culture ne doit donc pas s’'évaporer esuaface du capteur doit étre
maintenue a 37°C.

5.1.1 Protection du circuit électronique

Deux types de protection de la carte électroniqueété utilisés. La premiére protection a
consisté en un vernis siliconé d’'une rigidité diéigue de 90 kV/mm (vernis spécial circuit
imprimé isolant, Electrofuge 200 1410 de CRC indestFrance) Pour l'appliquer, les
supports de connexion du capteur ont été au pléagtabtégés avec un ruban adhésif et les
circuits imprimés ont été nettoyés avec un chifftmux imbibé d’éthanol. Le vernis a été
vaporisé en couches croisées a une distance dé @@3puis séché une heure a 60° dans une
étuve. Il est indiqué dans la fiche technique cuedsistivité transversale diminue avec
I'humidité (de 168° Q.cm & 16" Q.cm aprés 96h & 96% d’humidité & 25°C). Or, leditins
dans I'étuve sont de I'ordre de 70 a 80% a 37°Cédmuelques dizaines d’expériences en
condition d’étuve, la caméra a rencontré des diffies de fonctionnement. Des rejets d’oxyde
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sur les circuits ont été observés, puis nettoyéx d@s produits de nettoyage de flux de
soudure, et une deuxieme couche de vernis siliaopgrmis d’allonger la durée de vie de la
cameéra.

Pour éviter ces problémes de tenue dans le temgscideuits électroniques soumis a
I’humidité, la caméra a été recouverte de résipesy(Figure 89).

capteur
— / Résine
. électriquement et

thermiquement isolante

Connecteur
Fire-wire

Carte électronique Résine . i . ¢ 1 mm
électriquement isolante,
mais
conductrice
thermique

Figure 89- Caméra encapsulée avec des résines éfgmiges.

Deux résines d’encapsulation ont été coulées danmaule réalisé avec des feuilles en

plastique, dans lequel les circuits avaient préatabnt été déposeés. La premiere résine noire
(Electrolube ER 2188) est une résine dédiée adjesuation de circuits, la deuxieme résine
blanche est similaire mais chargée pour étre tlipremnent conductrice (Electrolube ER

2074). Le circuit électronique proche du capteuété@ encapsulé dans la résine isolante
électrique, alors que la carte mére I'a été dangésine conductrice thermique. Ainsi, la

chaleur produite par la carte mére est évacuéeldatiection opposée au capteur.

5.1.2 Adaptation supplémentaire du capteur

Ajout d’'une chambre

La chambre formée par le capteur préparé commeldamspitre3 peut recevoir environ 100

uL. Ce faible volume s’évapore rapidement dansdeslitions d’étuve. S'’il s’agit de milieu

de culture, les concentrations des composants aosi modifiées. C’est pourquoi il a été
décidé d’adjoindre une boite de Petri au boitiecdpteur (Figure 90). Le volume final est
ainsi de 2 ou 3 mL et correspond a des conditi@ssdlassiques de culture.

— — ———

Figure 90- Schéma de I'ajout d’'une boite de Patrile capteur.
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Pour assembler la boite de Petri sur le captewr fine couche de PDMS a tout d’abord été
testée mais la jonction mécanique n’était pas bhesurée. Il a donc été décidé d'utiliser une
résine. Le choix s’est porté vers des résines pratculables pour permettre une bonne
localisation de la résine et une réticulation anbéante (la boite de Petri se déforme dés
60°C). Comme pour le capteur et le glob-top dgmécédemment (Cf. Chapitre 3), la résine
sélectionnée doit étre biocompatible pour les tedluLa viabilité de 7 résines a été testée en
présence de RPEL. Les résines ont été déposéasgelees sur le bord d’'une boite de Petri,
puis mises en présence de cellules pendant 48hs Bamombreux cas, la viabilité des
cellules a été engagée, puisqu’elles n'ont mémeghéré a la surface de la boite, comme par
exemple en présence de la Masterbond (Figure 91).

Témoin OG1 131 Masterbond

24h

48h

Figure 91- Suivi de prolifération de RPE1 en pré&sede résines réticulant aux UV.

La seule résine ou l'adhérence est reproductibleimilaire aux conditions témoin est
'OG11631 de chez Epotek.

Les résultats de ces tests sont résumés danddauauivant :

Biocompatibilité avec les

Résine Marque RPE1
1180M Dymax Non
1165M Dymax Non
1160M Dymax Non
203-At-CH Dymax Non
1187M Dymax Non
0G11631 Epotek Ooul
Masterbond15X2 | Masterbond Non

La colle finalement sélectionnée est '0G11631. Hencadre d’'une preuve de faisabilité,
nous avons estimé ce suivi de prolifération commigissint. Des tests plus approfondis
seraient nécessaires pour valider cette résineldamagire d’un prototype plus abouti.
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Amélioration de la robustesse du capteur assemblé

Le capteur et la boite de Petri ainsi assembléggmewaccueillir une lamelle pour imager sur
une longue durée. Malheureusement, les nombreupésiences réalisées ont montré que le
capteur ne restait fonctionnel gu’au mieux une a@ieetde minutes. En effet, des bulles ont
été observées, signe d’électrolyse, et le captesgt snsuite souvent arrété de fonctionner.
Nous avons alors supposé, que le dépbt de colleonerait pas suffisamment toutes les
arrivées de tension. Pour éviter cela, le glopaagors été déposé sur toutes les zones non
sensibles dans le but de recouvrir toute tensidanpelle. Cela ne s’est pas montré suffisant.
Malgré des dépbts minutieux de glob top pour évites écueils, de nombreux capteurs
assemblés ne fonctionnaient pas plus que quelgeleses Il a finalement été décidé de
recouvrir I'ensemble du capteur assemblé (a I'etiopples pattes extérieures) d’'un matériau
isolant.

Le parylene ou xylylene est un polymére de choir. difet, il possede une tension de
claquage trés élevée (268 V/um pour le Galxyl Cley®). Il se dépose par dépot chimique
en phase vapeur (CVD, Chemical Vapor Depositioa)ctuche de paryléne est confotfret
uniforme (réguliere et homogene) pour des couclkeglus de 500 nm [122]. De plus, il est
connu pour étre biocompatible pour les implantsmentes pacemakers et sa biocompatibilité
pour les lignées cellulaires a été récemment déeept22, 123].

Des dépbts de 500 nm ont été réalisés dans uddxdigé (Parylene Deposing Unit PDS 2010
SCS). Le capteur assemblé fonctionne ainsi comesté sur de longues périodes de temps.
Expérimentalement, une durée de 96h a été tenuge ga® le fonctionnement ne soit
détérioreé.

Trois points supplémentaires sont a noter :

- Tout d’abord l'indice de réfraction du parylers& de 1,63. Il est donc similaire a celui des
microlentilles en polystyréne et ne modifie dons gaandement le mode de formation de
l'image.

- De plus, la couche de paryléne sépare les maxedi@posés et le milieu de culture cellulaire
par une couche tres isolante chimiquement et copaueétre biocompatible.

- En outre, cette solution est théoriquement istgaRte pour couvrir les connectiques en or et
remplacer le glob-top. Cependant, dans la pratigdie dépbt ne protége pas mécaniquement
les connectiques des mouvements de la lamelle de,vgui pourraient les détacher. Les
connectiques en or sont donc dans nos dernierstppes toujours protégés a l'aide de glop
top.

7 Conforme pour « con-forme » ou « suit les formes »
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Le protocole final de réalisation d’'une chambre mplauculture cellulaire & la surface du
capteur CCD peut étre résumé par les étapes ses/@rigure 92) :

: . - B
] = o= = Pl = = e
Figure 92- Récapitulatif des étapes de conditiorermdu capteur CCD

1- décapotage, 2- protection des connectiques duegtop-top, 3- Ajout d’une boite de Petri a I'aide
d’'0G1131, 4-Dépdt de parylene

5.1.3 Température a la surface du capteur

Pour pallier a I'échauffement a la surface du aapéssemblé sur une webcam, il a été choisi
un nouveau circuit électronique comprenant un dingus petit pour le capteur (Cf. chapitre
3). Ce dernier est alimenté par 90 mW [104]. Noksrchons a savoir si la puissance du
capteur placé dans une étuve a 37°C peut chaaferrface au-dela d’'une température viable
pour les cellules. Il est classiqguement considéia partir de 40°C des protéines chaperonnes
vont étre produites pour protéger les principascfions cellulaires, et qu'au-dela de 43-
44°C la température n’est plus viable [124].

Pour mesurer la température de la surface, un ttaple n’est pas approprié. En effet, les
plus petits thermocouples disponibles sur le maethprotégés de la corrosion en milieu

agueux font plusieurs millimétres de diamétre atpre le volume disponible pour la mesure
est de 4x3mm (surface du capteur) x 1mm (profondeaunoitier). Mesurer la température a

la surface du capteur n’est pas évident pour daigoms :

- la valeur indiquée par le thermocouple sera uaogemne sur le volume disponible

- le thermocouple va jouer un réle de radiateurntigue par sa conduction propre et évacuer
une partie de la chaleur générée a la surface.

La valeur mesurée par un thermocouple serait dificild a interpréter dans notre cas.

Pour mesurer la présence éventuelle d’'un pointatleaguantifier I'échauffement a la surface
du capteur, une mesure de température utilisanatylennement thermique a donc été réalisée
avec une camera infrarouge (caméra Thermovision del@hez Flir Systems). Pour relier
cette mesure a la température, il est nécessaicerd®itre I'émissivité thermique de la zone
observée. Des petits morceaux de papier adhégifisbévité connue (0,95) ont donc été
collés sur la surface d’intérét. De plus, malgréés@onnage en température, une caméra
thermique donne surtout acces a des valeurs regsasur une surface. Par conséquent, un
point de référence hors de la zone d’intérét eskedgent pris.

Sur notre capteur, il a été observé que la chadsue de la surface du capteur était uniforme.
La surface chauffe en 2-3 min au-dela de la tentpéraambiante. Pour une piéece
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thermostatée a 22°C, la référence est mesurée @ @4fa surface du capteur en régime
stationnaire est de 39°C. Pour connaitre la teny@rae la surface, lorsque le microsysteme
est placé dans l'étuve thermostatée a 37°C en eégtationnaire, des calculs sont
nécessaires. Le calcul complet de thermique demestest relativement complexe a mettre
en ceuvre (prise en compte des phénomeénes de cimjute convection et de rayonnement
dans la géométrie du capteur). Comme I'objectif ddsbtenir un ordre de grandeur de la
température a la surface du capteur en fonctionngnu@ simple bilan énergétique parait
suffisant.

La quantité de chaleur dégagée par le capteurl@ana 22°C (référence mesurée a 24°C) est
donnée par :

Q capteur dans rair a 24°&Pair Vair Cpair ( Tcapteur 1 Tambiante ) + pertes= 90 mw x temps

On considére les variations @gr, peas Cpau Cpuir €n fonction de la température comme
négligeables dans notre probleme. On prend :

Cpeau= 4186 J-kg-K* Peau= 1000 kg.nt

Cpair = 1000 J-kg-K* pair = 1,1 kg.n?
On considére également que les pertes thermiquesisailaires a 24° ou a 37°C.

L’objectif est de calculer la gamme de tempérapossible de la surface du capteur dans
I'étuve. Comme l'eau est plus dense que l'air esspde une capacité calorifique plus
importantej.e. peau Ceau™>> pair Cpair , 1@ surface du capteur sera plus chaude placeselda

gue placée dans I'eau. Par conséquent, une estimzdisse de la température a la surface du
capteur est obtenue en considérant le capteur coamiitrement dans I'eau et I'estimation
haute en le considérant entierement dans l'air.

» Estimation bassde capteur est entierement dans I'eau
Qcapteur dans I'eau a 37°€Qcapteur dans l'air a 24°C
OI’, Q:apteur dans l'eau a 37°€peauveau Cpeau( Tcapteur 2 Tambiante )
D’oU, peauVeau Cpeau( Teapteur 2 Tambiante 3 =Pair Vair CpPair ( Tcapteur 1 Tambiante )
Donc
Pair Cpir

(Tcapteur I Tambiante) + Tambiante 2
Peau CPeau

Teapteur =

D’oU Tcapteur 2(limite basse)= 37 °C

« Estimation hautele capteur est entierement dans I'air
Qcapteur dans l'air 4 37°€ Qcapteur dans l'air a 22°C
OI’, Q:apteur dans l'air & 37°€Pair Vair Cpair ( Tcapteur 2 Tambiantei
D’ou Pair Vair Cpair ( Tcapteur 2 Tambiante) =Pair Vair Cpiil’ ( Tcapteur I Tambiante)
Donc Tcapteur 2= Tambiante2+Tcapteur I Tambiante 1
D’oU Tcapteur 2(limite haute)= 52 °C
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La gamme entre ces deux estimations est trés |@game les volumes sont additifs, une

hypothése réaliste de configuration volumique e réalisée pour avoir une idée de la
température a la surface du capteur. En supposaracurface est 1/3 dans I'eau et 2/3 dans
I'air, dans ce cas:

_= _ Pair Cpair
Tcapteur 2 (Tambiante2+Tcapteur I Tambiante ) ( (Tcapteur I Tambiante 1) + Tambiante 2)
3 3" peauCheau

D’oU Teapteur 2(@pproximation)= 47 °C
Le capteur dans I'étuve est probablement auto ™€ ce qui est une température fatale
pour les cellules. Pour évacuer la chaleur prodpée le capteur, un petit radiateur en
aluminium a été usiné par M. Raymond Charles dulLHBfie mesure avec et sans radiateur a
alors été effectuée (Figure 93).

Photo de profil du radiateur

Images de la caméra thermique
450°C 45,0°C

e L1111

[REGIEICE Capteur

Capteur

20,0°C 200°C

Avec radiateur Sans radiateur

Mesures de la température dans le temps

Avec radiateur Sans radiateur

3r°c 1: Sur le capteur

Température

=
b5 M N 26 °C 2:« Sur le radiateur »

3: Référence

Minutes

Figure 93- Mesures par la caméra thermique : enthewages fournies par la caméra du montage
avec un radiateur (a gauche), ou sans radiateudr@te) ;
en bas, températures mesurées au cours du tempesstifférents zones rectangulaires.
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Avec les mémes hypothéses que précédemment, ld dalene en présence du radiateur, une
température de surface de 39°C. Or, I'expérienee aes cellules a montré que I'ajout de ce
petit radiateur n’était pas suffisant, les celluleseurent. La température est donc
probablement plus élevée. Méme en prenant une hgpetplus stricte de rapport de volume
de un dixieme, la température serait théoriquerdert0°C. Ce simple bilan énergétique est
insuffisant pour avoir une idée de la températurelegré prés. Il ne permet qu’'une approche
par estimation basse et haute de la gamme de tatapgpossible a la surface.

Pour pallier a cet échauffement non négligeable &urface du capteur, deux solutions
peuvent étre envisagées. La premiere est de nealissystéme de régulation thermique par
exemple a I'aide d’'un module Peltier insérée elgreapteur et son support, la deuxieme est
d’éteindre la caméra entre deux prises d’'imageeCeuxieme solution plus rapide a mettre
en ceuvre a pour l'instant été retenue.

5.2 Exemples de suivi vidéomicroscopique

Les événements a observer pour valider ce modeodetidnnement sont les grandes
fonctions cellulaires impliquant un changement rhotpgique ou un déplacement : mitose et
prolifération, motilité, apoptose, différentiatiolh s’agit des événements principaux de la vie
cellulaire, qui sont impliqués dans I'induction cancer.
Les différentes fonctions cellulaires a étudier respondent a des durées de temps
différentes :

» La motilité, la prolifération monocellulaire (mitegset le suivi de la mort cellulaire

s’effectuent sur quelques heures.

» La prolifération d’'une population et la différenian s’étudient sur quelques jours.

Pour les expériences qui suivent, la caméra atéitite entre deux prises d’images.

5.2.1 Suivi de la prolifération

Le suivi de prolifération peut étre sur une celluteque (mitose) ou celle d’'une population
cellulaire.

Il est possible de suivre une mitose qui dure @mviine heure, en enregistrant une image
toutes les 3 minutes. Nos observations sur uneedigérente minutes de RPE1 adhérées sur
une lamelle de verre de 175 um, permettent delaaellule arrondie et plus réfringente lors
de la prophase et de la métaphase (temps t),gmidelux cellules filles juste apres I'anaphase
(t+11 min), qui reprennent ensuite une morphologmactéristique (t+25 min) (Figure 94).
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t+11 min t+25 min

Figure 94- Suivi d’'une mitose de RPE1 par notrdésys.

Pour suivre la prolifération d’'une population c#dite, une image est prise généralement
toutes les dix minutes sur une durée variant élatheet 72h selon le parametre étudié.

Nos observations sur 25h permettent d’observepgitantation du nombre de cellules sur la
lamelle (Figure 95).

Figure 95- Suivi de la prolifération d’'une populati de RPE1 par notre systeme.

Au temps H, les cellules ont adhéré sur le subdgaterre. 3h apres, certaines cellules se sont
divisées (fleche). Apres 17h d'observation, la mtdodes cellules se sont divisées. Enfin
apres 25h d’observation, le tapis cellule s’estament densifié par rapport au temps H. Un
comptage rapide permet de calculer une vitess@udlelement de I'ordre de 24h.

5.2.2 Suivi de la motilité

Notre systeme permet également de suivre la néotlliine cellule. Une population de RPE1
a été observée toutes les 11 minutes pendant bin.visualiser le parcours d’'une cellule
entre plusieurs images, un traitement dit de <«ingc» est réalisé a l'aide du module
« Manual Tracking » du logiciel ImageJ (plug-inlig@ par Fabrice Cordeliéres de I'Institut
Curie a Orsay

220 min 264 min
Figure 96- « Tracking » de la motilité de RPE1 sarcarré de 1000 um de coté.
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Sur la Figure 96, le tracking en bleu d’'une cellesé montrée. Au bout de 264 min (soit 4h et
24 min), la cellule s’étant divisée, le trackingt#® arrété. La vitesse de déplacement de la
cellule suivie est de 0,5-1,6 um/min. Il est posside diminuer la vitesse de prolifération et
d’'ainsi visualiser la matilité sur une durée plosdue, en sevrant le milieu de culture en
serum.

5.2.3 Suivi de I'apoptose

Pour visualiser la mort cellulaire, un film a ééalisé en laissant le capteur fonctionner.
Comme décrit précédemment, la température a lacrflu capteur ne permet plus la
viabilité cellulaire. Une image a été prise todéss5 min pendant 24h.

h+40 min ' h+50 min ’ h+60 min

Figure 97- Suivi de l'apoptose

Les cellules s’arrondissent rapidement (Figure ®&).forme allongée caractéristique des
cellules est visible au début de I'expérience (terhjp Au bout de 60 minutes, toutes les
cellules se sont arrondies et sont plus brillartesphénomene est bien plus rapide que dans
le cas de la mort programmeée des cellules ou apep&i I'on souhaitait vérifier la similarité
avec I'apoptose de notre observation, il pourra étroduit dans le milieu une toxine telle
gue la staurosporine (a 100 nM, la totalité dedpulation sera morte aprés 48 h).

Aprés 20h d'observation constante de cette pommatious avons observé un changement
rapide du contraste des cellules (Figure 98). Waleeronde et brillante est remplacée par une
forme noire qui ressemble a la morphologie caratigue des cellules en bonne santé. Ce
phénomeéne n’est actuellement pas compris.
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h+5min  h+10min

8y

Figure 98- Changement de contraste aprés 20h diobsen,
en une demi-heure lors du suivi de I'apoptose

Le microsysteme a été amélioré pour fonctionnermsenun mini-vidéomicroscope. Pour
éviter un échauffement supérieur 37°C, la camétaae®tée entre 2 prises d'images. Le
conditionnement du capteur permet le suivi sur fientiellement d'une populatign
cellulaire. Différents événements dynamiques ontéme enregistrés: mitose, motilité,
prolifération, apoptose. Pour compléter cette études grandes fonctions cellulaires
impliguant un changement morphologique il seraiéiassant de suivre la différentiation de
cellules. Par exemples, les myoblastes de la lig@#&e12 peuvent en présence de sérurm de
cheval fusionner pour se différencier en myotube#ule trés allongée)
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6 Conclusion

1%

Nous présentons un bilan de la mise au point d'wotgpype d'imagerie de cellules

adhérentes. Les avantages et limitations du prpwtygont discutés. Puis, quelgues
perspectives d’évolution de ce dernier sont propss&nfin, des applications différentes sont
envisagées.
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6.1 Bilan

6.1.1 Résumé de la démarche

Un microsysteme de visualisation de cellules pagemnie de contact a été mis au point. Il
integre :
0 Un substrat pour cellules sous forme d’'une lame#éeverre fonctionnalisée
d’une épaisseur optimisée.
o Un capteur dont la connectique est protégée par rfsne isolante
biocompatible.
o Une chambre formée par une boite de Petri percémlite au-dessus du
capteur.
o Une LED pour I'éclairage, fixée a une boite en fida® noir.
o Un circuit électronique de pilotage
o Une liaison par cable Fire-Wire vers un ordinattuses logiciels d’acquisition
et de traitement d’'image.
Pour réaliser cet assemblage, le travail a ététetteselon plusieurs axes :
» L’étude de différents matériaux pour choisir :
o0 Des isolants pour la connectique du capteur, I'saueant une protection
mécanique (Vitralit 1690), le deuxiéme amélioramtrdbustesse du systeme
(Paryléne).
o Une colle spécifique pour connecter la boite deiRetle boitier du capteur
(0G11631).
* L'optimisation de l'image fournie par le systemetigpe en examinant I'effet de
I'épaisseur du substrat pour cellules.
» La caractérisation de la structure du systeme oetigilisé et des images qu'’il fournit.
» Des observations cellulaires pour valider le system
o De plusieurs lignées cellulaires pour observegedtifites morphologies
o Des événements de la vie cellulaire, comme dessest@ui aménent a la
prolifération, ou comme la motilité de certainebutes.
Néanmoins, deux décisions ont été prises au dé&beette thése :
- Le choix technologique d’un capteur. Il s’agisghitn capteur CCD a bas co(t produit
en grande série.
- Lavolonté de visualiser des cellules adhérentes.
Elles amenent des contraintes d’'importance inégdliesi, le temps d’adhésion des cellules
est une exigence limitée, car optimisable par aitetment de surface maitrisé par ailleurs. En
revanche, le choix d'une électronique commercialepdus contraignant. En effet, celle-ci
permet une obtention aisée d’'images, mais en quartie un prétraitement est déja réalisé
(démosaiquage en particulier). L'acces aux donhéggs offrirait un meilleur contréle des
informations.
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Les contraintes et les différentes variables duesys peuvent étre résumées par le tableau
suivant. Nous avons distingué les variables que pouwvons contréler d’ores et déja a celles
qui devront étre maitrisées dans le futur. Cesest@denvisager ont été discutées au cours du
document. Les perspectives les plus prometteusesiétaillées par la suite.

variables
contraintes
a maitriser
maitrisées
dans le futur
. matériau déposé pour
forme du bottier etdu |,. . p P .
lisolation entre [€électronigy
capteur i
) et les liquides
préparation du
capteur formation d'une chambrg : . . -
. circulation microfuidiqué:
simple
biocompatibilité des
matériaux
- . . . fonctionnalisation de la
adhésion cellulaife temps d'adhésion
surface
g‘?ﬁl_‘emf d ;)!os,ervatlon effets de l'éclairage
observation éfinie selon [événeme
lignées cellulaires différent¢s luminescence/fluceese
nature de la surface siles
fimisation d présence d'une lamelle cellules sont posées
opimsa |oh € directement sur le capteyr
lobservation
. réglage de la distance
épaisseur de la lamelle
capteur/lamelle
Tenue du capteur dans ke observer des cellules sq
. temps en présence de ligyide différencier
Suividans le P P .
temps .
P - . volume de solution suffisat
Maintien des conditions L . . .
S pour maintenir la culture slirégulation de la températyre
physiologiques . .
plusieurs jours
: . utiiser un capteur avec d¢s
- taile des pixels L
analyse d'imagg plus petits pixels
capteur couleur effet du démozaiquagpk
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6.1.2 Comparaison avec des outils d’observation de celkes

Pour pouvoir conclure sur les avantages et leddimans de notre prototype, il est utile, au
préalable, de le comparer d’'une part aux dispegifimagerie directe pour cellules et d’autre
part aux outils classiques que sont les microscopes

Comparaison de notre microsystéme avec |'étatadedes dispositifs d’'imagerie directe

Les dispositifs d'imagerie directe ont été décrts détails dans lintroduction. Nous
proposons de comparer le microsysteme d'imagerigodect que nous avons développé sur
différents points, selon le tableau de la pageasue:

Il ressort de ce tableau que notre microsystemsepiaesles pixels parmi les plus petits de
'état de l'art de lI'imagerie directe. Les imagemns suffisantes pour imager des cellules
adhérentes et les suivre dans le temps.

Néanmoins, la résolution intrinséque du capteurt@st inférieure a celle obtenue par le
microscope optofluidique [92]. Comme précisé dansrdéduction, cette technique nécessite
que les cellules circulent devant le capteur et slavere donc inapplicable a des cellules
adhérentes.

Les deux autres équipes réalisant des microsystdiimeagerie de contact ont des résultats
tres différents. La collaboration entre UCLA et Mpermet de compter rapidement des
cellules, mais aucunement de suivre dans le teeysnhorphologie. Enfin, I'équipe du Dr
Abshire présente des images tres décevantes eestelerchamp de vue et de morphologie de
cellules adhérentes.

Par conséquent, le systeme d'imagerie directe ques ravons développé, est a I'heure
actuelle le seul qui permette de caractériser lgphaogie de cellules adhérentes.
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Comparaisons de notre microsystéme avec la moposet la vidéomicroscopie

Notre microsysteme ressemble dans ses objectiisvad@omicroscope classique

Ses images fournissent des informations similagesin vidéomicroscope «en lumiére
blanche » pour un faible grossissement comme umctbj4X. Cependant, il permet
d’'observer une surface de culture plus importaite.effet, il image sur 'ensemble de la
matrice de 640 par 480 pixels soit presque 10°.nRour imager une telle surface avec un
microscope classique, I'ouverture angulaire dej&otif devrait étre trés importante. Avec les
objectifs 4X du laboratoire, le champ de vue estren 5 fois plus faible. En revanche, les
images fournies ne donnent pas encore acces autduse interne des cellules. Il n’est ainsi
pas compétitif vis-a-vis des résolutions atteigaabbhvec des objectifs 20X ou 40X
classiquement utilisés en microscopie.

Notre microsysteme est bien plus petit et moinoerrant que les microscopes utilisés en
routine dans les laboratoires de biologie cellelaMéanmoins, il ne permet pas de visualiser
les phénoménes luminescent ou fluorescent donbitdsgistes se servent frequemment en
recherche.

La comparaison entre les microscopes classiquastiet microsystéme peut étre résumée par
le tableau suivant :

. notre
microscopes . R
microsystéme
Résolution 4X a 100X similaire a 4X
~2 mm? pour 2
Champ de vue .. ~10 mm
P un objectif 4X
Morphologie cellulaire Oui Oui
Structure intracellulaire Oui Non
Visualisation de phénomeéne .
. P Oui Non
luminescent ou fluorescent
Colt 10-100 k€ 1-10 k€
Encombrement m? dm?
Insertion dans un incubateur Non Oui

6.1.3 Apports de notre prototype et applications potentites

Le premier avantage apporté par notre prototypael@st inhérent a ses dimensions : il est
portable.

Comme beaucoup de systémes d’'imagerie de contagérmet d’observer sur un grand
champ. Pour observer le méme champ avec une résokitnilaire avec un microscope, il
faudrait un objectif tres colteux. Cette augmeatatie surface peut étre intéressante pour
visualiser des croissances de grandes cellules tglle des neurones.
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Résistant a I'humidité et aux liquides, il peueétrséré directement dans une étuve de culture
cellulaire, pour fonctionner comme un vidéomicrgszoll est simple d’utilisation et pourrait
remplacer des microscopes pour suivre en tempd'égelution d’'une population de cellules

et leur morphologie.

6.2 Limitations et perspectives

6.2.1 Amélioration de la résolution

La résolution de notre systéme dépend de la tdidle pixels. Comme explicité dans le
chapitre 2, elle est selon le critere de Shannord@uwble de la taille d’'un pixel. Peu
satisfaisante pour notre microsysteme (11,2 pur®,est donc potentiellement améliorable en
utilisant des pixels de plus petites tailles. Legpteurs actuellement dans le commerce
possédent des pixels de 1,68 um (capteurs CCD ele $bny ou Sharp) voire de 1,4 um
(capteurs CMOS de chez Aptina Imaging ou Sony oulMsdroelectronics). Des travaux
universitaires atteignent des taille de pixels gedn [125, 126] ou méme de 0,5 um [127].
Selon les prévisions de la société ST Microéleato(Figure 99), les tailles de pixels les plus
petits commercialisés vers 2010 seront de 0,65 lenrésolution théorique selon Shannon
serait alors de 1,3 um soit 8 fois meilleure queirpootre systéme et similaire aux
microscopes optiques. Cette résolution permetraibablement d’avoir accés a la structure
intracellulaire.

pm .
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2.5 W
1.5 \_
——
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P & g & & & N
S Y A
Figure 99- Evolution et prévision de la taille deigels des capteurs d'image CMOS de ST
Microelectronics [CMOS Image Sensor,Jean-Luc Jdffémaging Division, ST Microelectronics,
presentation for the DATE Workshop Munich ; Mardhh12008.

La diminution de taille de pixels étant motivée usttiellement par le marché des
caméraphones, elle s’Taccompagne généralement diomieution de la taille de la matrice de
photodétecteurs. La surface sensible étant plidefaie champ visualisé par un dispositif
similaire au n6tre diminuerait alors également.

111



Chapitre 6 - Conclusion

De plus, I'hypothese d’'une résolution limitée urdment par la taille des pixels n’est
probablement plus valable a de telles dimensionftet, la réduction de la taille des pixels
en dessous de 3 um fait apparaitre des effetsffd@ction dans I'empilement d’'un photosite,
et le signal collecté par les pixels adjacentsdiaphotie) augmente. Le tracé de rayons est
bien adapté pour des pas de pixel supérieurs a®uon. Pour des pixels de pas inférieur a 2
pm, des simulations électromagnétiques, a l'aideédpiations de Maxwell, sont nécessaires
[128]. Il serait donc intéressant de tester desglpide taille inférieure a 3 um pour vérifier
'hypothese d’'une meilleure résolution avec deselgixaussi petits. Un nouveau capteur,
CMOS Aptina Imaging monochrome avec des pixels,@eun, et son électronique associee
ont été commandeés pour cela et seront testés pnechant.

6.2.2 Visualisation de cellules en luminescence ou flu®seence

Une ameélioration intéressante pour la biologie utaile serait de pouvoir détecter des
phénomenes luminescent ou fluorescent.

Un défi similaire a la luminescence ou a la fluoesge concerne la détection par notre
caméra d’'un signal lumineux faible. Nos essais d&edalion de la luminescence sur des
lignées exprimant lauciférase renillaou laluciférase fireflyont été infructueux, car le signal
détectable était probablement du méme ordre delguarvoire inférieur au bruit de la caméra
(bruits thermique et de lecture).

Le défi de la détection de la fluorescence eséfmmation entre la lumiére d’excitation et la
lumiere d’émission. Les équipes présentées dangoduction (Figure 13) déposent des
filtres tres efficaces pour observer la fluoreseean transmission. Des montages alternatifs
peuvent étre cités :

a) Il s’agit par exemple d’illuminer dans I'épaissalu canal microfluidique, ou circule
la solution a détecter, dans une configuration lairei a un microscope
macroscopique de type TIRF (Total Internal ReftattiFluorescence) (Figure 100a).
Sur notre microsysteme cette solution consistaréurnir la lumiere d’excitation par
la lamelle de verre. L’encombrement du boitier dpteur actuel rend cette possibilité
difficile a réaliser.

b) Lillumination peut étre réalisée a I'aide d’un gme comme pour un microscope a
résonance de plasmons de surface (SPR) (Figurg.lDéb petits prismes de 3mm de
c6té peuvent étre achetés, mais peu de biologistksaires utilisent cette technique.

c) La source d’excitation est placée au-dessus duodbtdcteur (Figure 100c). Cette
solution est élégante dans le cas d'un liquide.sDartas de cellules, la présence de la
source serait un obstacle pour visualiser correstéha morphologie cellulaire.
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excitation light chip-size wavelength detector

coupled into « " s .
fluidic channel a) lllumination dans I'épaisseur du canal
=% —» 56—+ —» — microfluidique
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analyte inlet epoxy with spacer beads

moving analyte:
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shielding

b) A I'aide d’un prisme
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detection .77 pi-nphotodetector |
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Figure 100- Schémas de dispositifs de détectida fleorescence sur puce, d’aprés [129, 130].

Une équipe propose d'utiliser des filtres polarisapour observer la fluorescence (Figure
101).

Organic
Photodiode
LOCK-IN
B 25 AMPLIFIER
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; Microfluidic Chip. /
\
Organic Light-Emitting S
Device

_@® PULSE/FUNCTION
GENERATOR

Figure 101- Schéma d’un dispositif de détectiofadduorescence sur puce grace a des filtres
polarisants[131].

GPIB

7,

Le premier filtre polarise la lumiere d’excitatidma lumiére absorbée par le fluorophore, puis
réémise par le fluorophore est dépolarisée. Le idewxfiltre permet d’'« éteindre » la lumiére
d’excitation & I'aide d’une polarisation croiséegpetarise la lumiere émise qui est détectée par
le photodétecteur.
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Les essais réalisés avec les filtres polarisants gimilaires & ceux de cette équipe (film
polarisant de chez Edmund Optics) se sont révélfisciueux. Comme ces polariseurs
fluorescent, des billes fluorescentes n’ont paslétéctées sur les images.

D’autres solutions envisageables pourraient éuglider des fluorophores :

- dont la lumiére d’excitation se situe dans I'Udup étre filtré par la lamelle de verre. Des
LEDs dans I'UV commencent a étre commercialiséedarvoins, le rayonnement UV
détériore 'ADN des cellules, et les fluorophoresrespondants sont de plus en plus évités
par les biologistes cellulaires.

- avec un décalage de Stokes important comme tessteares ou les boites quantiques
(quantum dots), qui sont souvent toxiques poucédsiles.

6.3 Applications a d’autres domaines

Un brevet sur notre dispositif a été déposé eng0bB. Une étude sur la vidéomicroscopie de
contact est actuellement réalisée par le BureatudtEMarketing (BEM) du CEA. Les
fabricants de systemes d'imagerie contactés pdier &eide ont exprimé leur intérét pour des
dispositifs miniaturisés et automatisables. L'awtsation du positionnement de
I'échantillon, de la prise dimage et de I'analgpparait cruciale dans l'objectif de gagner du
temps lors d'applications routinieres et a granditdielles que la lecture en paralléle
instantanée d'une microplaque lors d'un criblagés T pour la cristallographie. Certains
fabricants d'automates pour les laboratoires diamal sont a la recherche de systemes
d'imagerie sans objectifs, automatisables et iatdgs avec d'autres équipements. Un autre
secteur possible concerne l'analyse de textildmigaes, plus spécifiguement pour mesurer
des caractéristiques du tissu soumis a des conslipbysiques ou chimiques variées, mais
aussi pour détecter des croissances bactérienmekessuissus. Enfin, une autre marque
d'intérét concerne le suivi in situ de pollens dars/ironnement.
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Développement d'un microsysteme de visualisation de suivi

de cellules adhérentes par imagerie de contact
Un vidéomicroscope permettant un suivi en temps$ @&acial en biologie cellulaire, est

souvent cher et encombrant. Mon projet de thése aisiévelopper un vidéomicroscope
miniaturisé. L'objectif est de permettre, a termmee meilleure parallélisation des expériences,
mais également de favoriser une intégration avaattEs capteurs, en I'envisageant comme
un élément d’'un laboratoire sur puce. La voie deiamirisation choisie est de supprimer les
objectifs de grossissement pour observer les objetstement sur la surface sensible d’'un
capteur d'image selon un mode appelé «imagerieatact ». Pour cela, les différents
éléments du microsystéme ont été choisis et comtiéis pour protéger I'électronique du
capteur vis-a-vis des milieux de culture aqueuassurer des conditions physiologiques aux
cellules d'intérét. Puis, I'observation des celfule été optimisée en référence aux images
fournies par des microscopes classiques. Le suviemps réel d’événements cellulaires
(mitose, motilité, apoptose,...) a l'aide de notretptype a ensuite été démontré. Enfin, les
différents composants du systeme optigue ont étaciaisés dans le but de mieux
comprendre le mécanisme de formation de I'imageeetoptimiser. La résolution de notre
microsysteme (11,2 pum) donne acces a la morphotadiiglaire : celle-ci est potentiellement
améliorable en utilisant des pixels de plus pdttle. Une perspective intéressante pour la

biologie cellulaire serait de pouvoir détecter dggnomenes luminescent ou fluorescent.

Developement of a microsystem for the visualizatioand monitoring of adherent cells
Time-lapse microscopy is crucial in cell biologytmften expensive and it also requires lab

space. My Ph.D. project aims at developing a mimiz&éd videomicroscope. The objective is
to eventually parallelize, but also to optimizeemnation with other sensors on a lab-on-a-
chip. The considered approach for miniaturizatistd suppress objectives and to observe
cells directly on the sensitive surface of an imagesor in a mode called “contact imaging”.
The microsystem elements have been selected apdrpreto protect the sensor electronics
from the aqueous culture medium, and to favour ighygical conditions for the cells of
interest. The observation has been optimized iareete to the images given by classical
microscopy. Time-lapse monitoring of cellular exe(mitosis, motility, apoptosis...) has been
demonstrated with our prototype. The microsysteamehts have been characterized to better
understand the underlying mechanisms of image fooman order to optimize them. Our
system resolution (11.2 pm) gives access to cellatrphology, and is potentially
upgradable by using smaller pixels. An interestingrovement for cell biology would be the

ability to detect luminescence or fluorescence.
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