N

N

Interaction champ électrique cellule: conception de
puces microfluidiques pour I'appariement cellulaire et la
fusion par champ électrique pulsé
Feriel Hamdi

» To cite this version:

Feriel Hamdi. Interaction champ électrique cellule: conception de puces microfluidiques pour
Pappariement cellulaire et la fusion par champ électrique pulsé. Autre [cond-mat.other|. Université
Paris Sud - Paris XI, 2013. Francais. NNT: 2013PA112286 . tel-00926219

HAL Id: tel-00926219
https://theses.hal.science/tel-00926219

Submitted on 9 Jan 2014

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00926219
https://hal.archives-ouvertes.fr

@ UNIVERSITE

SPARIS AT

UNIVERSITE PARIS-SUD

ECOLE DOCTORALE : Sciences et Technologies de I’Information des
Télécommunications et des Systemes (ED 422)

DISCIPLINE PHYSIQUE

THESE DE DOCTORAT

Soutenue le 29 novembre 2013 par :

Feriel Siham HAMDI

Interaction champ électrique cellule :

Conception de puces microfluidiques pour
’appariement cellulaire et la fusion par champ
électrique pulsé

Directeur de thése : Elisabeth DUFOUR-GERGAM Professeur (Univ. Paris-Sud/IEF UMR 8622)
Co-directeur de thése : Bruno LE PIOUFLE Professeur (ENS Cachan/SATIE UMR 8029)

Composition du jury :

Président du jury: Lluis M. MIR Directeur de Recherche 1 (CNRS/UMR 8203)
Rapporteurs : Gaélle LISSORGUES Professeur (ESSIEE/EA 2552)

Liviu NICU (HDR) Chargé de Recherche 1 (LAAS/UMR 8001)
Examinateur : Marie FRENEA-ROBIN Maitre de Conférences (Univ. Lyon/UMR 5005)
Membres invités : Olivier FRANCAIS Maitre de Conférences (ENS Cachan/SATIE)

Fréderic SUBRA Ingénieur de Recherche (ENS Cachan/LBPA UMR 8113)







A la mémoire de mon perli Hamdi (1947-1997),

A ma mérerasming la femme la plus forte que je connaisse.



« Dans les sciences, le chemin est plus importa@ie but. Les sciences n’ont pas de fin »
Erwin Chargaff (1905-2002)

Dans la vie aussi le chemin est plus intéressantegiire...
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Avant-propos :

L’effet du champ électrique sur le vivant fascirgpdis I'antiquité. Avant méme de
comprendre les phénomeénes liés a I'électricitépiithhe a commencé a l'utiliser comme
traitement de certaines maladies comme la migréalngeu plus tard vers le I siecle, elle
fit méme ses premiers pas dans I'agroalimentaiéeega Benjamin Franklin qui trouvait que
les poulets sacrifies a I'aide d’'un champ électriguésentaient une viande plus tendre. A
travers I'Histoire, de nombreuses avancées, ericpber dans le domaine de la biologie
cellulaire, ont permis d’envisager des applicatiphss larges du champ électrique sur le
vivant. De nos jours, les chocs électriques sotreeutres utilisés en laboratoire de biologie,
dans l'agroalimentaire et en médecine, en parécuén thérapie du cancer. Une des
applications les plus prometteuses de I'utilisatidmpulsions électriques sur des cellules est
la fusion.

Le premier chapitre de ce manuscrit de these pstwut d’abord quelques
applications de l'utilisation du champ électriqut, plus particulierement celles liées a la
fusion cellulaire. L'application de I'électrofusiarellulaire pour 'immunothérapie du cancer
est décrite plus précisément en annexe. La secpadie de ce chapitre se focalise sur le
potentiel apporté par les microtechnologies pouélarer I'efficacité de cette électrofusion.
Un bref état de I'art dans le domaine des bioppeces |'électrofusion est propose.

Le second chapitre est centré sur la modélisatida simulation des microsystemes
pour I'électrofusion, que nous envisageons de géaliLes différentes forces (électriques,
thermiques, gravité, etc) intervenant dans la chardbrfusion sont rappelées. Une analyse de
la dépendance entre le potentiel transembranaiifér@hce de potentiel de part et d’autre de
la membrane) et I'environnement de la cellule @aitellules, géométrie de la structure) est
effectuée.

Le troisieme chapitre se concentre sur les étapanic®fabrication de la biopuce.
Une méthode de scellement du microdispositif palaneid’obtenir une biopuce étanche est
notamment présentée et caractérisée. D’autreqeark stratégies de scellement réversible ont
été développées et partiellement caractérisées.

Le quatrieme chapitre quant a lui présente lesltedsudes expérimentations sur
cellules biologiques. L’optimisation du milieu desfon et I'effet de 'osmolarité sont d’abord
présentés. Enfin, les structures sont validéed @actrofusion de cellules. La dynamique et

le rendement de fusion sont analysés.






Chapitre Premier

Contexte et Etat de I'art

Les travaux de cette these s’inscrivent dans leecdé I'étude de microsystemes pour
des applications biomédicales, et plus particutiemet pour I'électrofusion cellulaire. Dans ce
chapitre nous rappelons tout d’abord le principeladéusion cellulaire et les mécanismes
d’électroperméabilisation/électrofusion. Une apmdilen importante de [I'électrofusion
concernant l'immunothérapie du cancer est intreduiDans la seconde partie, nous
introduisons le concept de laboratoire sur pucegretparticulier dans le domaine des
applications biomédicales, avant d’exposer lebfites structures de puces microfluidiques

appliguées a la fusion cellulaire.



I.1. Fusion cellulaire et électroperméabilisation : méaaismes, applications

La fusion de deux cellules produit un hybride gmét les fonctions des deux cellules
meres. Dans cette premiere partie nous allonslgsiprincipales applications de la fusion

cellulaire et les différentes techniques de géimarat’ hybridomes.

[.1.1. Fusion cellulaire :

a. Pourquoi ?
Le phénoméne de fusion cellulaire, souvent présams la nature, représente un

potentiel énorme dans les domaines de la bioldgie éa médecine. La premiére exploitation
du phénoméne de fusion a été effectuée par Kohlglilstein en 1975. lIs eurent I'idée de
combiner d’'une part les propriétés de reproducties cellules de myélome (tumorales), et
d’autre part la faculté de génération d’anticorps lps lymphocytes B. Ainsi, en fusionnant
ces deux types cellulaires, ils parvinrent a dgyedo une méthode de production permanente
d’anticorps monoclonaux (Kohler et Milstein 197Bn 1984, le prix Nobel de médecine fut
attribué a Jerne, Kohler et Milstein pour ces ttveévolutionnaires en immunologie (rappel
sur le systeme immunitaire en annexe 1). Plusieacsins a base d’anticorps monoclonaux
sont déja sur le marché et plusieurs centainestrdawsont a ce jour en phase de tests
cliniques.

Au fil du temps, plusieurs autres applications a@édulsion cellulaire dans le domaine
de la médecine ont vu le jour. L'une d’elles secplaussi en immunothérapie, et plus
particulierement pour les patients cancéreux (Megtal. 2003, Trefzer eal. 2005). Ce type
de traitement consiste a injecter le produit erdeeffusion d’'une cellule dendritique et d’'une
cellule cancéreuse (en somme I'hybridome lui-méraéh de déclencher le systeme
immunitaire du patient. Ce traitement étonnanpessenté plus en détail dans I'annexe 2.

Enfin, I'application de la fusion cellulaire la plunédiatique aupres du grand public
est sans nul doute le clonage. Bien que le precioaage a partir de cellules différenciées ait
réussi en 1995 avec la naissance des brebis Meddarag (Campbell eal. 1996), c’'est la
naissance de leur cousine Dolly en 1996 qui fplua médiatisée car cette derniere fut clonée
a partir d'une cellule adulte (Wilmut etl. 1997). Cette technique consiste a fusionner le
noyau d’'une cellule adulte avec I'ovule énucléénd’@autre brebis. Cette naissance a suscité
'engouement du public qui voyait déja la possibilde recréer a l'identique des humains.
Cependant, 'embryon ainsi cloné porte le matégg@hétique de la cellule adulte de base,

mais n’est pas une copie conforme de l'individularule énucléé a aussi une influence sur



le développement. Depuis Dolly, plusieurs autrgzess ont pu étre clonées. Ainsi, cette
méthode présente une possibilité intéressante [@owauvegarde d’especes en voie de
disparition.

b. Comment?

Les trois principales technigues de fusion celfelabnt résumées dans le Tableau 1.1.

Tableau 1.1 :Avantages et inconvénients des différentes tediesigle fusion cellulaire

Méthode Principe Avantage Inconvénient Référence
Exploitation des - Rapide - Faible rendement
Virale (ex: propriétés - Simple - Risque de propagation | Bachi etal. 1973
virus Sendai) | infectieuses du virus du virus

Absorption de la

Chimique (par| couche d'eau - Faible rendement (< 5%

PEG) extramembranaire pdr- Simple - Toxicité Jantscheff eal.
le PEG et - Pas de matériel spécifiqye- Protocole peu 2002
rapprochement des contrélable
membranes

- Nécessité d’un

Electrique ou | Perméabilisation - Tres bon rendement (de | générateur de signaux Bischoff etal.
physique réversible de la 20% a 100%) électriques et de dispositif 1982
(Electrofusion)| membrane a l'aide | - Pas de contamination de| d’application Usaj etal. 2013
d’'impulsions I’échantillon (cuvette/microsystéme)
électriques - Reproductible et fiable | - Mécanisme toujours a
I'étude

La fusion par médiation virale repose sur les ca@anaturelles du virus a traverser la
membrane d’une cellule. Bien que les virus soiésiadtivés, il subsiste un risque de
prolifération dans le corps du patient.

La fusion chimique a I'aide de polyéthyléne gly@eEG) repose sur la capacité de ce
produit a absorber la couche d’eau entourant la lon@ne cellulaire. Ainsi, le contact entre
les cellules est plus important et ces dernieraggdutinent. Cette proximité favorise le
processus de fusion. Néanmoins, toutes les celadeslées ne fusionnent pas. De plus,
I'utilisation de ce produit chimique est potengéslient cytotoxique conduisant a des
rendements de fusion trés faibles.

L'utilisation d’'impulsions électriques quant a ellepose sur une réduction de la
couche d'eau a l'extérieur de la membrane coupléme déstabilisation réversible des

phospholipides constituant cette derniere. Ainsieuxd cellules en contact et



électroperméabilisées peuvent fusionner leurs manelsr; c’est le principe électrofusion
Ce phénomene fut pour la premiere fois étudié’gguipe de Zimmermann (Zimmermann et
al. 1982, Bischoff eal. 1982).

L’évaluation des rendements de ces différentes rdéthest fortement dépendante de
la méthode de calcul et d’observation. Néanmoihsginblerait que la fusion par champ
électrique pulsé soit en téte de liste dans ce dwmeavec des rendements allant jusqu’a 20%
en cuvettes d’électroporation (Sukhorukowakt2006), 30 a 40% en puits avec des cellules
partiellement adhérées (Usaj @t 2013) ou encore des rendements frélant les 100% en
microsystemes (Gel et al 2010). Certaines équipesitlent quant a elles sur des protocoles
combinant plusieurs de ces techniques comme liélesion assistée par un prétraitement
biologique ou une oxydation de la membrane (Katd.2011).

Les principaux avantages de I'électrofusion sorgitaplicité de mise en ceuvre et le
développement aisé de protocoles reproductiblefieaces. Par ailleurs, de par son caractere
non invasif, I'électrofusion n'apporte aucune comtgation externe aux échantillons. C’est
pour cela que pour beaucoup de chercheurs, I'éfesion est la technique la plus
prometteuse. Afin de comprendre son mécanismetesgéns-nous tout d’abord a l'effet

d’'impulsions électriques sur des cellules biologgue

[.1.2. Le champ électrique et le vivant :

Bien que certains effets du champ électrique suivient aient été observes depuis des
siecles, les premieres études décrivant I'effetiiro d’'un champ pulsé datent de la fin des
années 1960 (Coster 1965, Saleakt1968). Il a été observé que, suite a I'application
d’'impulsions électriques, les membranes cellulaises déstructuraient a l'image d'un
diélectrique qui claguerait sous un champ électriopiense (Neumann at. 1972, Crowley
1973, Zimmermann eal. 1974). Quelques années plus tard, il a été démanie cette
déstructuration pouvait étre réversible et perntadtaertaines molécules de, contrairement a
leur nature, traverser la membrane (Miaktl988, Rols eal. 1998).

La membrane cellulaire est principalement congtitdé&ne double couche lipidique
(phospholipides présentant une téte hydrophile etqueue hydrophobe) dans laquelle sont
insérées des protéines (figure 1.1). Les échanges léntérieur et 'extérieur de la cellule se
font en général a travers ces protéines, ou parsitih a travers les phospholipides dans le
cas de molécules lipophiles.



Schéma simplifié de la
membrane
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Figure 1.1 : Composition de la membrane cellulaire. A. Schéimgpl&fié représentant une bicouche lipidique.

B. Schéma plus réaliste (Mauroy 2010)

Ainsi, la membrane est trés sélective concernanétdanges intra et extracellulaires.
Or, durant les expériences précitées, des molénolesalement bloquées par la membrane se
retrouvaient a l'intérieur de la cellule suite apgplication d’'impulsions électriques. Ceci
prouve que, grace aux impulsions électriques, lenbmane entre dans un état perméabilisé

(restreint) laissant diffuser certaines macromdks;Let dans les deux sens.

a. Membrane cellulaire et électroperméabilisatigmore ou pas pore ?

Dans le cas dimpulsions longues ou de tres fanmeplitude, la membrane est
totalement détruite (lyse cellulaire) (Sale at 1968). Mais que se passe-t-il au niveau
membranaire dans le cas dimpulsions plus modétéksy a bien création de défauts
membranaires facilitant I'accés de grosses molécumais les phospholipides sont-ils
seulement « déstabilisés » au sens physico-chimmayudes pores se créent-ils littéralement ?
A ce jour, la communauté scientifique n’a pas d@fi@ment statué sur le sujet et les deux
théories existent (voire 3 en considérant la pd#silo’une combinaison de déstabilisation et
de présence de pores). En effet, le fait, qu'acce, jles deux termeglectroporation et
électroperméabilisatiomestent utilisés, témoigne de cette incertitude.

En se penchant sur la théorie, des simulationdyeamique moléculaires montrent
gu’en appliquant un potentiel transmembranairefdcbhce de potentiel entre lintérieur et
I'extérieur de la cellule) a l'aide d’'un champ éh&que externe, il est possible de former des
pores dans la membrane (Tarek 2005, Delemot 2008). Ces simulations montrent ainsi
gue la présence d'un champ électrique externe adkmzZ déstabiliserait tellement la

bicouche lipidique que des molécules d’eau pountase frayer un chemin créant ainsi un



pont hydriqgue a travers la membrane : un pore. p@& permet ensuite la diffusion de
molécules hydrophiles vers le cytoplasme ou vemileu extracellulaire. Ce type de pores
serait trés peu stable et aurait une durée deasgecourte (Vernier etl. 2010) (Figure 1.2).
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Figure 1.2: Simulations en dynamique moléculaire du cycleided’'un pore (Vernier edl. 2010).

D’autre part, la dynamique moléculaire laisse pemge la formation de pores est
indépendante de la durée des impulsions. En fail, peu que la tension transmembranaire
Soit supérieure a 2 V, et que I'impulsion dure gla2 ns, des pores se créeraient en moins de
10 ns et disparaitraient en quelques dizaines @€ersier etal. 2007).

Cependant, une membrane cellulaire est plus commaiune bicouche lipidique car
beaucoup de protéines et de molécules différeryemserent et I'entourent. La création de
pores dans la membrane des modeles cellulairedoastcontroverségreissié etal. 2005).
D’autant plus que les ponts hydriques n'‘ont pasoencté expérimentalement mis en
evidence. Toutefois, 'augmentation de la permésdiibn de la cellule ne peut étre remise en
cause. Et c’est cet acces facilité au cytoplasmesfua I'origine du nombre et de la diversité

des applications de I'électroperméabilisation.

b. Applications de I'électroperméabilisation:

L’état perméabilisé décrit précédemment peut &vensible. Néanmoins, bien que les
impulsions d’électroperméabilisation classique neredu que quelques dizaines de

microsecondes, la membrane met plusieurs minutest aearetrouver son état naturel et



barrer la route a la majorité des molécules (Puahal. 2008). Dépendamment de l'intensité

et de la durée des impulsions appliquées, plusiétats sont possibles (Figure 1.3).
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Figure 1.3 : Schéma récapitulant les différents effets obtgransapplication d’'impulsions électrique sur des
cellules et quelques applications : IRE = Electrafion irréversible (ablation de tumeurs), ECT =
ElectroChimio thérapie, EGT = Electro transferiggmes (Silve 2011)

Cette diversité d’états en fonction des paramédpsiqués ainsi que la possibilité
d’accéder facilement a I'intérieur de la celluld onvert la voie & bon nombre d’applications
dont les principales sont listées ici et en figlde

» Lyse cellulaire et extraction de contenu cytoplagmai
Déja en 1968, Sale et Hamilton avaient mis en éaeéeue I'application de champs intenses
entrainait la destruction de la membrane provoqueng lyse cellulaire. Cette méthode a
ensuite été utilisée pour l'analyse du contenu ekules aprés leur lyse. D’'autre part,
Neumann a tres tét démontré (1972) que méme uraépdilisation réversible pouvait
permettre a certaines molécules de sortir de laleel

* Ablation tumorale :
Toujours dans le registre de la perméabilisatioéversible, il est possible de détruire une
tumeur sans intervention chirurgicale (Davaloslet2005). En effet, 'augmentation de la
durée des impulsions ou de leur nombre peut indiesedommages irréversibles a un tissu
sans induire d'effets thermiques. Ainsi, un tissmoral peut étre détruit sans avoir a y
acceder directement (par chirurgiefette technique proposant une meéthode efficace
d’ablation tumorale, méme dans des zones diffidlasces, et sans intervention chirurgicale

lourde, semble donc tout a fait cliniquement redlis.



* Agroalimentaire :
Dans ce cadre, l'utilisation de champs intenses exgtioitée par les industriels pour
I'extraction de jus (raisin, betterave, canne ae)da stérilisation de jus de fruits ou de lait
(Jeyamkondan etl. 1999).

» Electrochimithérapie (ECT):
L'acces facilité au cytoplasme grace aux impulsi@bectriques a permis a beaucoup
d’applications, nécessitant I'entrée de moléculgrdphiles dans la cellule, de se développer.
Néanmoins, [I'application in vivo la plus aboutie dans ce domaine reste
I'électrochimiothérapie. Ce traitement consiste lacttoperméabiliser réversiblement et
localement les cellules cancéreuses avant d’imjamte médicament cytotoxique. Dans le
cadre de la chimiothérapie classique, la quantitthddicament entrant dans les cellules est
faible car ces dernieres sont souvent non-permggntentrant pas d’elles-mémes dans les
cellules). Les doses sont alors augmentées poummisexi la quantité de principe actif dans
les cellules tumorales. D'un autre cété, les fodeses entrainent des effets secondaires
importants. Le rble de la perméabilisation du tissmoral juste avant (ou juste apres)
I'injection du médicament va permettre une entréssive des molécules d’intérét, et donc
une réduction des doses nécessaires a I'inductioneffet.
Les premiers test® vitro (Mir et al. 1988, Orlowski etl. 1988) combinaient I'effet de la
bléomycine (agent anti-cancéreux par induction dsswres de I'ADN) et dimpulsions
électriques. Tres rapidement, le traitement fuligpp sur I'animal (Mir eal. 1991a) puis en
tests cliniques (Mir eal. 1991b). En 2006, les protocoles furent standasdeséin générateur
dédié mis sur le marché (Cliniporat&ljy (Mir et al. 2006). A ce jour, plus de 100 cliniques
prodiguent efficacement des traitements par éleltnaothérapie.

* Outil de laboratoire :
Toujours dans le cadre de l'acces au cytoplasréectroperméabilisation est tres souvent
utilisée en routine de laboratoire pour le trarisflergenes dans des bactéries (transformation)
ou de cellules (transfection) (Taketo 1988, Pat@88). Ces utilisations ont permis I'entrée
sur le marché de plusieurs systemes commercialecttéperméabilisation.

» Thérapie génique (EGT):
Le transfert d’'un géne a I'intérieur de cellulesdbun tissu a I'aide d’'impulsions électriques a
aussi été transposé a la médecine. En effet,datibn de I'électroperméabilisation permet de

s’affranchir de I'emploi d’'un quelconque virus quourrait entrainer un risque pour le patient
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(Mir et al. 2005, Mir 2009). Le premier test clinique en Rhid’électrotransfert de gene sur
des patients atteints de cancer est concluant (Biaald2008).

* Nanoporation
Grace aux progrés technologiques, il est maintepassible de délivrer des impulsions
ultracourtes (10 ns a 300 ns) et de tres forte indel (10 a 150 kV/cm); ce sont les
nanopulses (NPEF). Les premieres expérimentatioggesent que I'application sur le vivant
de ce genre d’impulsions trés courtes pourraitaémér la perméabilisation des membranes
lipidiques internes de la cellule sans endommagewveéloppe externe (Schoenbachakt
2001). Néanmoins, bien que ces impulsions induisked effets internes de la cellule
(apoptose,...) (Schoenbach at 2007), il a été noté que la membrane externe atesi
perméabilisée. Cependant, dans ces conditionsetalbmane cytoplasmique n’est perméable
gu’'a de petites molécules (Vernierabt2006, Villemejane 2009, Dalmay &t 2012).

» Electrofusion :
Comme mentionné en partie 1.1.1.b, ce mode de ptmotud’hybridomes fut découvert en

1982 par I'équipe de Zimmermann. La partie qui taite plus en détail cette application.

Electrotransfert de genes Ablation tumorale
par IRE _

Avant

60 V/cm 100 V/cm

Extraction de jus

Figure 1.4 :Exemples d'applications d’électroperméabilisation.

c. Electrofusion cellulaire : parametres, mécanisme

» Influence des paramétres électriques :
En réalité, les limites entre les états de pernti@abion ne sont pas aussi tranchées que le
laisse penser la figure 1.3 ; ces états sont dodsiment dépendants du type cellulaire. Par
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ailleurs, d’autres parametres que la durée et lldnge des impulsions électriques impactent
la perméabilisation (Pucihar at. 2002). Toutefois, plusieurs études ont constag&&a 10
impulsions suffisaient a avoir un bon niveau d’'egsion de plasmides vivo (Rols etal.
1998). Teissié ef@l. (1998) ont aussi prouvé qu'au-dela de 10 impulsidastaux de
perméabilisation ne changeait pas significativemdd méme, l'augmentation de la
fréquence de répétition n’améliore pas le taux dengabilisation (Pucihar etl. 2002), mais
peut augmenter son seuil. Le principal avantagd'al@mentation de la fréquence des
impulsions est la diminution de la contraction muaice durant les tesia vivo. Quant aux
testsin vitro, ils utilisent généralement une fréequence de 2 biz.
Concernant [I'électrofusion, ces mémes parameétresvepmé avoir une influence sur
I'efficacité. Les expériences de Teissié (1998) mrtuvé qu’au-dela de 20 impulsions (de
100 us), le pourcentage de fusion chutait, en m&m@s que la viabilité cellulaire. D’autre
part, le rendement de fusion ne changeait pas gmentant la durée d’'impulsion au-dela de
100 us, contrairement a la viabilité qui chutaitaiassi. L'application de 10 impulsions d’'une
durée de 100 ps avec une fréquence de 1 Hz semlpkid appropriée dans le cadre de
I'électrofusion.

* Mécanisme de fusion :
Afin de fusionner deux cellules, il faut tout d’abamettre en contact leurs membranes. Or,
lorsque deux cellules sont trés proches, plusitanges entrent en jeu. L'ensemble de ces
forces donne lieu a une énergie libre d’'interactionvernant I'adhésion ou la répulsion des
membranes (figure 1.5.A). Cette énergie préseni@ denimas correspondant aux situations
d’adhésion stable. A une distance de 3-10 nm, istexune adhésion faible entre les
membranes, gouvernée par les forces de Van Derséatke les molécules des deux surfaces
lipidiques se faisant face. Pour des distancesquusgtes (1-2 nm), le minimum, se traduisant
par une adhésion forte, est gouverné par les fatoewlulation et d’hydratation. Les forces
d’ondulation sont dues aux fluctuations membrasageuvant empécher l'interaction entre
les membranes. Quant a la force d’hydratation, @lleespond a une répulsion provenant de
la couche structurée de molécules d’eau présedesarface de la membrane. Ces deux
dernieres forces érigent une barriére énergétigy@éehant les membranes de se mettre en
contact. Pour qu’il y ait fusion, il est nécessajuee le bilan des forces corresponde a une
attraction et non plus a une répulsion. Le proceskifusion doit donc étre précéedeé par la
déstabilisation des molécules d’eau inter-faciafas de diminuer la répulsion due aux forces
d’hydratation. C’est I'application d’'une impulsioglectrique qui entraine, dans le cas de
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I'électrofusion, cette déstabilisation conduisantétat fusogene (Ramos 2000, Lentzat
1994).
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Figure 1.5 : Théories sur le processus d’électrofusion. A. Biedibre d'interaction entre deux membranes en
fonction de leur distance (Ramos 2000). B. Modé&¥edtrofusion, mécanisme de la tigéChernomordik eal.
2008, Mauroy 2010).

Dés lors que les deux membranes sont en contast dp continuité lipidigue ou
agueuse), elles peuvent fusionner. Le modele ttp@ee fusion le plus largement repris dans
la littérature est le mécanisme de la tige (figre.B). Tout d’abord proposé en 1984 par
Markin (Markin etal. 1984), il a ensuite été repris par Chernomordik @95 (Chernomordik
etal. 2008). Les études ont montré I'existence, dans@eanisme, d’'une étape intermédiaire
ou les feuillets externes des membranes sont ctgsetis pas les feuillets internes : c’est la
tige d’hémifusion. Cette tige est instable mais @ttendre en diaphragme. Enfin, un pore de
fusion se forme dans la bicouche du diaphragmendfiaéion ou directement a partir de la
tige. Ce pore connecte alors les deux cytoplasmes.

Le faible taux de fusion obtenu par les différemesthodes représente un frein a
lessor de [Iélectrofusion. D’autant plus que powertaines applications comme
'immunothérapie du cancer, il est nécessaire ddyire de grandes quantités d’hybridomes a
partir d’'un faible échantillon tumoral pour espéaepir une dose efficace de vaccin (annexe
2). Or les rendements proposeés par électrofusiaueette classique d’électroporation restent

insuffisants. Il est important de noter que laduasanarchique dans ces dispositifs donne lieu
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a une suspension mixte contenant des hybridome&rogénes souvent polynucléaires
(probablement peu viables) et des fusions homoggéesssitant une irradiation. Ainsi, le
réel rendement de fusions utile est tres faibld. éait possible de placer les cellules de
maniere a n'avoir que des fusions binucléairesrbgéhes, le rendement réel serait décuplé.
Mes travaux de thése ont vocation a montrer queniesotechnologies ont un fort potentiel

pour surmonter ce verrou.

|.2. Biopuces ou Lab-On-Chip : De la Bio pour la B !

Le prix Nobel Richard Feynman durant son discoars 1959 sensibilisait la
communauté scientifique au domaine des micro/nahotdogies (« There’s plenty of room
at the bottom », Feynman 1959). Bien que la tedyiel ne le permettait pas encore a
'époque, ce scientifigue entrevoyait déja commiest micro/nano dispositifs pourraient
révolutionner la science. Ce discours est souvensidéré comme le point de départ de la
recherche en micro/nanotechnologies. Il a toutefalki attendre le développement des
procédés technologiques de fabrication des cirduigrés pour que les microsystemes
voient le jour. Ainsi, ce n'est qu'a partir des aesée70-80 que les MEMS (pour
MicroElectroMechanical Systemg)nt commencé a émerger. Depuis les années 80, un
nombre incalculable de systémes microscopiqueséadételoppé et commercialisé. Ces
systemes sont maintenant utilisés dans la vie dg lemujours, et le domaine reste en plein
essor. Mais les ambitions du Professeur Feynmeda sbn doctorant Albert R. Hibbs pour les
microtechnologies allaient encore plus loin. En 19%9 voyaient déja ce que les
microsystemes pourraient faire dans le cadre deéldecine. Des microsystémes comme les
puces implantables régulatrices d’insuline (Langle011, Raoux edl. 2011), la mesure en
continu de la pression intraoculaire (Auvrayagt 2012) ou encore dans le domaine des
implants rétiniens (Djilas etl. 2011) sont a I'étude. C’est ainsi que le domaiee Bio-
MEMS (par abus de langage : microsystémes a apiplcaBiomédicales) se développe
rapidement devenant une thématique de recherche antigre. Les laboratoires sur puce ou
LOC (Lab On Chip s’inserent dans cette thématique. Dans un LOGiglrs fonctions sont
combinées pour détecter, synthétiser, extraire|lys@aou encore utiliser des molécules
chimiques ou biologiques, recréant ainsi tout umofatoire sur quelques cm? (voire moins).
Ces analyses se passant dans un environnementjdlelidt a I'échelle du micrométre ; les

LOCs se placent dans le domaine de la microflueliqu
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[.2.1. La microfluidique et les applications biomi&dles :

Les systemes microfluidiques sont déja présents datre environnement naturel. Un
arbre integre une multitude de canaux micro et matogues pour acheminer la séve a toutes
ses feuilles. L'araignée combine des fonctionsyteh&se de protéines puis leur solidification
en un fil collant ininterrompu afin de constituerteile (Tabeling, 2003, 2005). Les systemes
microfluidiques créés en laboratoire sont moinsh&gifmués mais intégrent des fonctions de

plus en plus élaborées (figure 1.6).

Figure 1.6 : Puces microfluidiques plus ou moins complexe&émnérateur de gouttes (Dolomite). b. Puce
microfluidique réutilisable en PDMS (PolyDiMethyll&ane) pour PCR contenant 2403 points de réaction

(Fluidigm). c. Testeur de fonction hépatique enigafirés faible colt, Harvard).

Les applications des laboratoires sur puces volibgéque a la biologie, en passant
par I'électronique et la chimie. Ce large specsedil, au-dela de la réduction des quantités
nécessaires a I'analyse, a I'apport de la minisation sur les forces mises en jeu. En effet, en
réduisant les dimensions, la loi d’échelles enmmejeai exacerbant certaines forces et en
minimisant d’autres. Ainsi, en réduisant I'échelfgar 10, la force de capillarité
(proportionnelle au m) sera divisée par 10 alore da gravité le sera par 1000
(proportionnelle au f). Ceci implique qu'en environnement microfluidiquies forces
surfacigues sont prépondérantes en comparaisoffoares volumiques. A cette échelle, les
forces électriques sont aussi avantagées car feckkectrique est inversement proportionnel
a la distance entre les électrodes. En bref, laatunsation des dimensions apporte :

- La prédominance des forces de capillarité surdesef volumiques

- Des forces électriques et des effets électrocinésigxacerbés
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- Larapidité des échanges thermiques (conductionpgéngéisation)
- La laminarisation des écoulements (écoulementsstiadses, non turbulents, pas de
mélange en dehors de la diffusion).
Ainsi, il est possible de détecter d’infimes queistid’un composé chimique, de rendre
possibles certaines réactions chimiques ou d’eélé@ar d’autres.

Certains laboratoires sur puces sont maintenantreoialisés et représenteraient un
marché de 6 Milliards de $ par an (Tabeling 20P&rmi les systemes microfluidiques les
plus vendus, nous pouvons citer les imprimantestsad’encre, les tests de grossesse et les
puces a ADN (analyse rapide d’Agilent, ou de diagjngsar Abbott). Les récents systéemes
d’'affichage réversible en relief a base de goustest aussi promis a un avenir radieux
(commercialisation par Tactus Technology prévuei diin 2013).

Dans le cadre des LOCs pour des applications biaakdi, 3 grandes catégories sont
tres présentes : les puces a ADN (Andrieux, 20@8)puces a protéines (Zhuatt 2001) et
les puces a cellules.

Les puces a cellules :

Certaines applications nécessitent la manipuladiome cellule entiére. Il peut par
exemple étre nécessaire de tester I'effet d'un oaéadent sur le systeme complexe gqu’est la
cellule avant de passer a des modeles animauxpuas a cellules offrent cette possibilité a
I'échelle de la cellule unique, des matrices déutad uniques, ou de tissus cellulaires. Parmi
les applications nous pouvons citer le diagnodtee etal. 2008), le criblage de différentes
molécules (Labeed etal. 2003) ou encore lanalyse de [limpédance cellulaire
(Schwarzenberger at. 2011).

En vue de certaines de ces applications, le centi®lla position des cellules peut étre
primordial. Plusieurs techniques de manipulation deu piégeage cellulaire ont alors été
développées. Une des méthodes les plus connudwaitédstation d’une micropipette pour
immobiliser une cellule (utilisée pour l'insémirati artificielle). Dans le méme esprit, des
micro-pinces sophistiquées a fonctionnement mécar(igeong etl. 2009, Jager &tl. 2000)
ou optique (Croirault edl. 2003) peuvent étre utilisées pour 'immobilisafaéplacement de
particules. Néanmoins, cette méthode ne peut éral@lisée. D’autres méthodes ont donc
souvent été envisagées comme : l'utilisation démps (Schaper 2007) et le piégeage
fluidique grace a des pieges microstructurés (8kedtal. 2009, Tixier-Mita etal. 2004) ou
au contréle du flux. Enfin une méthode qui susi@aucoup d’intérét depuis quelques années
est l'utilisation de forces électriques directes indirectes. En effet, nous verrons dans le

chapitre 2 que l'application d’'un champ électriqueit créer différentes forces qui, dans les
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bonnes conditions, peuvent amener les cellulegpbes 1a ou le manipulateur le souhaite.
Ainsi, I'électro-osmose (force hydrodynamique) es$ forces électrothermiques, au départ
considérées comme effets indésirables résultamt dhamp électrique, commencent a étre
exploitées pour la manipulation de particules. Méains, la diélectrophorese (DEP) reste la
force électrique la plus utilisée pour des paréisude 'ordre de la dizaine de microns comme
les cellules (détail en chapitre 2). En effet, BFDest utilisable pour des particules allant de
I'ordre du nanométre (Salomon, 2011) a plusieursaides de microns. Cette force résultant
de I'application d’un champ électrique non uniforswe des particules globalement neutres
comme les cellules est notamment utilisée poun [Galomon etl. 2011, Patel edl. 2012),

la purification d’échantillons (Bisceglia etl. 2013) ou encore le placement de cellules
préalablement a une étape de traitement (Labesd2003).

L’électrofusion s’effectue classiquement dans desgvettes d’électroporation
constituées de deux électrodes plates espacéed adeni. Ces dispositifs commerciaux sont
trés pratiques car ne nécessitent que le mélargdal types cellulaires dans un ratio 1:1 et
le remplissage de la cuve. De la DEP est ensiwéte douvent appliquée pour améliorer le
contact entre les cellules avant I'application depulsions d’électrofusion. En revanche,
I'échantillon récupéré est constitué d’'une multgudihybridomes différents car les fusions
sont anarchiques. Des mastodontes polynucléairesigbles constituent une bonne partie de
I'échantillon. Ce dernier doit donc étre filtré adugieurs reprises pour sélectionner les
hybridomes bi-nucléaires hétérogenes (paires AfiBure 1.7). Bien que certaines équipes
(notamment celle de Zimmermann) arrivent a un revede de fusions de 20%, les fusions bi-
nucléaires hétérogenes n’en constituent qu'unemmfipartie. Par ailleurs, les cuvettes

classiques ne permettent pas d'observer I'électimiugn temps réel, limitant ainsi les

possibilités d’étude du phénomeéne.

Figure 1.7 : Electrofusion en cuvettes d’électroporation (Eppef). a. Appareil délivrant la tension électricaue
des cuvettes classiques (b) ou optimisées poecti@fusion (c). Le résultat est constitué d'undtituge de

cellules polynucléaires (noyaux marqués, Tanalke 2002)



La microfluidique, en réduisant les dimensionsoédie de la dizaine de microns, offre
la possibilité de placer les cellules ou bon namlde. Ainsi, un pré-appariement des cellules
A-B peut étre effectué et ainsi maximiser les fasibi-nucléaires ET hétérogenes. Les étapes
de purification étant grandement réduites (voimmi@lées), la quantité de liquide qui aura été
utilisée est clairement minimisée. Les échantillaens le cadre des applications de
I'électrofusion (clonage, immunothérapie) étant tpgécieux, la miniaturisation du volume
fluidique représente un avantage certain. De fdkss,procédés de lithographie classiques
permettent de coupler la microfluidique a des mat@otrodes dont la taille, la forme et la
distance peuvent étre variées. Ainsi, des tensimesucoup plus faibles peuvent étre
appliguées pour obtenir I'effet désiré. Enfin, épomene devient observable et étudiable en
temps réel. Des LOCs variés ont donc été développés|’'électrofusion. La partie suivante
présente un rapide état de I'art dans ce domaé@r

|.2.2. Systemes microfluidiques (Lab-On-Chip) poliglectrofusion :

A ma connaissance, la premiére utilisation d’unrosgstéme dans le cadre de
I'électrofusion remonte a 1982 avec l'utilisatiorr pdalfmann et Zimmermann d’électrodes
planaires afin d’observer le processus de fusidiulage (Halfmann etal. 1982). Ce
dispositif apparu au tout début de la microfluidicuait simple mais permettait I'observation
de la DEP et de I'électrofusion. Néanmoins, I'ajgraent des cellules restait anarchique et
les fusions polynucléaires (plus de 2 cellulesjdentes. L'équipe de Washizu a ensuite
développé une structure plus complexe intégranartaux et une concentration du champ
électrigue dans un orifice a travers lequel lesulsd pouvaient fusionner (Masuda adt
1989). Beaucoup de structures microfluidiques diffées pour I'électrofusion ont ensuite vu
le jour afin d’augmenter les rendements de fusi@nplupart de ces structures sont résumées
dans le tableau 1.2. L’'étape de piégeage/appariedeantellules étant primordiale pour le
succes de l'électrofusion, nous avons organis@léeau récapitulatif selon les difféerentes
techniques d’appariement :

- Biochimique (se basant sur une fonctionnalisatibrmue de la surface des

cellules)

- Microfluidique (n’utilisant que la structure/piefjaidique pour 'appariement)

- Electrique (exploitation de la force de DEP)
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Tableau 1.2 :Tableau récapitulatif des différents types de bogs pour I'électrofusion cellulaire

Type d’appariement

Exemple

Conjugué chimique :
Fonctionnalisation de surface des
cellules et exploitation d’'une jonction

biochimique

Fluidique :
Structuration de pieges microfluidique|

puis appariement par contréle de flux

Electrique : Electrodes

Utilisation de la forcel planaires

de diélectrophorése

Avantages

Inconvénients

Références

"v.r‘
N |

+Hautement parallélisé

- Appariement inhomogéne (contd

anarchique)

ct
Clow etal. 2009

+Pas de limite de dimensions Etape de prétraitement nécessairel Wang et Lu 2006
cellulaires - Traitement chimigue modifiant laHaluska etl. 2006

structure membranaire Schaper 2007

- Structures et contrle fluidique

complexes Skelley etal. 2009
+ Contrble spécifique des paires Limitation due a la taille des cellulesBai etal. 2010

formées

- Maintien mécanique donc difficult

de récupération des hybridomes

eKemna etl. 2011

+ Simplicité de mise en ceuvre

- Pas d’appariement spécifique
- Fusions polynucléaires anarchique
- Perte des cellules en contact avec

électrodes

sHalfmann etl. 1982

les

Electrodes

interdigitées

Cover glass __—

with PDMS

Silicon
wafer ——

Glass ./
substrate

7
g Liposomes in solution

+ La non-uniformité du champ

améliore le piégeage

- Pas d’appariement spécifique

E - Fusions polynucléaires anarchigque
- Perte des cellules en contact avec
électrodes

- Beaucoup de cellules piégées

Tresset eal. 2004
sJu etal. 2007
I&ow etal. 2010

Hu etal. 2011a.
eHu etal. 2011b.

zones « mortes » (min de champ)
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Assisté par
pression

hydrodynamique

Electrique :
Utilisation de la force

de diélectrophorese

Concentration
du

électrique

champ

Concentration
du champ
électrique

+
Electrodes

interdigitées

+ Contr6le de la densité d
cellules piégées en fonction de
pression du flux

+ Simplicité de fabrication

+ Pas de zones mortes de piége

e
la Faible appariement hétérogéne

- Fusions polynucléaires

hge

Ju etal. 2009

+Trés bon rendemer
d’appariement hétérogéne

+ Trés bon rendement de fusion
(> 97%)

+ Fusions binucléaires

+ Parallélisation importante pol

la structure 3D

t
- Piégeage mécanique : difficulté
récupération de I'hybridome

- Limitation de la fusion des noyal
si ceux-ci sont trop grands

ur- Complexité de fabrication de

structure 3D

Hdlasuda etl. 1989
Techaumnat edl. 2008
xGel etal. 2010
Kimura etal. 2011
aMottet etal. 2012
Hamdi etal. 2013a

Ploysilicop<
SI0: Insulator

\ 54 2

+ Pas de zones mortes de piége
+ Concentration du champ
améliorant I'électrofusion

de

+Récupération simple

hybridomes

agd-abrication longue et complexe
E- Faible appariement hétérogene
- Encore des fusions polynucléaires

S

Hu etal. 2012
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a. Piégeage par voie biochimigue :

Cette méthode consiste a fonctionnaliser la sartis deux types cellulaires a I'aide
de deux molécules complémentaires comme le couplnéistrepavidine ou encore les
couplets a base de lectine (se liant spécifique@erttains glucides). Wang et Lu (2006) ont
utilisé cette technique pour apparier des cellalent leur électrofusion. Toutes les cellules
furent d’abord marquées a la biotine. Ensuite adgtrieptavidine a été ajoutée a une moitié de
I’échantillon biotinilisé. En mélangeant les deuritiés d’échantillon, des composeés cellule-
biotine-streptavidine-biotine-cellule se formentigg a I'affinité entre les deux molécules.
Environ 50% de la population se retrouve ainsi, lident prés de 30% entre seulement 2
cellules. Une autre technique consiste a grefferdas molécules sur la surface de la biopuce
et l'autre sur les cellules. Ainsi, ces dernieradignent spécifiguement en fonction de leur
greffage (Schaper, 2007). Les compositions cetledasont ensuite soumises a des impulsions
électrigues DC afin d’amorcer la fusion. L'appar@ar par voie biochimique permet de
s’affranchir de I'utilisation d’'un générateur AC wole piégeage. De plus, la structure
microfluidique peut étre trés simple vu que ledutes sont déja appariées. Enfin, ce type
d’appariement ne dépendant pas de la taille ddslesl il est possible de [l'utiliser pour
apparier des cellules de diametres tres differéémnmoins, la fonctionnalisation est une
étape (voire plus) supplémentaire pouvant rallofgerocessus. De plus, elle peut conduire a
des agrégats cellulaires et des fusions polynuelganon hétérogenes. D’autre part, la
modification chimique de la membrane cellulaire paiirentrainer des dommages sur la

viabilité cellulaire ou des conséquences sur legssus d’électrofusion.

b. Piégeage par voie microfluidique :

La microfluidique connaissant des progres rapidesmode d’appariement se basant
seulement sur le flux et la structure fluidiqueégance de piéges) commence a attirer
I'attention. Skelley eal. (2009) ont par exemple développé un appariemdintiaes, a base
de motifs de piégeage, appligué a la fusion cetilgplus de détails sur le mode de
fonctionnement sont présentés dans le chapitrdl2ont par exemple pu démontrer, en
utilisant leur structure, que I'électrofusion poitvarésenter de meilleurs rendements que la
fusion chimique par PEG. Comme la précédente, ogttbode permet de diminuer le nombre
de générateurs durant I'expérience. De plus, dleapplicable sur de grandes matrices
ouvrant la voie a la fusion haute densité sur ptEmanmoins, la structure de Skelley est
guelque peu complexe (2 niveaux fluidiques) et despes de chargement de la biopuce

fastidieuses. De plus, les piéges doivent étretadapla taille des cellules. Enfin, le piégeage
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meécanico-fluidiquetrés efficace pour le maintien des cellules ldesla fusion, peut étre
problématique pour la récupération des hybridonmsds, qui sont donc plus gros et

difficiles a évacuer.

c. Piégeage par voie électrique :

Grace aux possibilités offertes par le piégeagetrédgie, cette technique est de loin la
plus explorée, et donc la plus diversifiée (Haket2013). Dans cette méthode, les cellules
sont appariées grace a un gradient de champ éleetaréant une force de diélectrophorese
(DEP). Des électrodes simples ont tout d’aborduétisées (Halfmann atl. 1982). Bien que
cette structure soit trés simple a fabriquer, rfepermet pas un appariement spécifique des
cellules. Les fusions polynucléaires sont donc neudes et I'hétérogénéité des agrégats
(paire de cellules AB) est faible. De plus, ne pnéant pas un fort gradient de champ, la force
de DEP n’est pas trés élevée. En microstructuaafrime des électrodes, il est possible de
créer ce gradient nécessaire a la DEP. Des élestroder-digitées peuvent par exemple
facilement produire un champ électrique non-unifrfiresset eal. 2003, Ju etl. 2007,
Clow etal. 2010, Hu efl. 2011a, Hu eal. 2011b). Celles-ci consistent a mettre face a face
deux électrodes en forme de peignes (figure 1.8%. ¢ellules peuvent donc s’apparier en
DEP positive entre les dents des deux peignesédirigant cette distance, il est donc possible
de limiter le nombre de cellules en contact. Néanmaune « zone morte » apparait ou les
cellules sont parfois piégées mais faiblement pehiliéées a cause du champ électrique

faible.

um x105V/m

200

yL,.
x 0 100 200 300 400 0
pm

Electrode

Figure 1.8 : Principe des électrodes interdigitées. Simulagilectrique (gauche, Hu et al 2011a) et
piégeage de cellules (droite, TressatleR004). Les cercles rouges indiquent les cellugmeées

correctement, et les blanc les « zones mortes ».

En se basant sur le méme type d’électrodes, aii €009) ont toutefois ajouté une
composante hydrodynamique lors du piégeage. Dantsspesitif, le canal est constamment

alimenté en cellules lors de l'application du chaélpctrique AC. Ainsi, les cellules non
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piégées sont évacuees et la concentration de exliest contrélée grace a la pression
différentielle fluidique exercée entre I'entréel@tsortie du canal. Bien que cette structure,
simple a fabriquer, offre un meilleur controle densité cellulaire, elle ne permet toutefois
pas d’obtenir un bon rendement de piégeage de esugllulaires hétérogénes. De plus, les
cellules en contact direct avec I'électrode peuvtre endommageées lors de I'application de
limpulsion d’électrofusion. Le groupe de Washizuras tét (1989) introduit une structure
tres efficace pour un tel appariement. Ce disdosist basé sur un polymére isolant
constituant deux canaux distincts (pour les depesycellulaires). Cependant, le mur isolant
les deux canaux integre des orifices laissant pdsselignes de champ électrique. Plus
I'ouverture est petite, plus le champ E est coméentes cellules peuvent alors s’apparier de
part et d’autre de l'orifice et fusionner (figureé9l En contrélant l'intensité de I'impulsion
DC, il est possible de ne provoquer que la fusies cellules en contact a travers l'orifice
(Techaumnat edl. 2008). Cette structure est particulierement efgcquant a I'appariement
hétérogene de cellules et leur électrofusion (~ @&% cellules appariées fusionnent). Tout
d’abord en 2D, une limitation de la densité des ifmogxistait, incompatible avec la
parallélisation. Le groupe a alors imaginé cettemméstructure en 3D. Cette derniere
consistait en 2 chambres séparées d’'une membralaets percée de trous (de bas en haut :
chambre contenant les cellules A, membrane, chaodmienant les cellules B). Ainsi, il a été
possible d’augmenter considérablement la densifégien (6000 orifices sur une membrane
de 4 mm de diametre) (Kimuraat 2011). Néanmoins, la maitrise de la taille deifice est
guelque peu complexe. De plus, I'hybridome formstedifficilement récupérable car ce
dernier est mécaniquement piégé par l'orifice (artigulier pour des ouvertures inférieures a
5 um). Les noyaux cellulaires peuvent méme ne psisriner dans le cas d'un orifice de 3

pum.
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Figure 1.9: Structure Washizu. a. Principe de la constrictlarchamp électrique (Masudaatt 1989), b.
Principe de la structure compléte d’appariemenitifugGel etal. 2010), c. Membrane pour la structure 3D
(Kimura etal. 2011), d. hybridome coincé par un orifice de 3(@ual etal. 2010)

Vu lefficacité des microsystemes de fusion basés la constriction de champ
électrique, Hu etl. (2012) ont proposé une structure se basant spirideipe d’électrodes
interdigitées en intégrant des isolants pour comeerle champ électrique. Un canal en
serpentin de la structure « 2D » permet d’augmeleteendement (comparativement a un
canal droit). Les dents des peignes sont intégtegnar microfluidique pour faciliter
I'évacuation des cellules, et les zones mortes smi€es pour les rendre inactives. Cette
structure combine les avantages de plusieurs désodes précitées. Ainsi les cellules sont
efficacement fusionnées et évacuées, sans étredasqlans des zones mortes. Néanmoins,
les cellules peuvent étre endommagées lors de icapipin de I'impulsion DC a cause du
contact direct avec les électrodes. De plus, I'appent hétérogéne reste faible, car aucun
piégeage spécifique des cellules n'est effectudesefusions polynucléaires sont possibles.
D’autre part, la fabrication de la structure egtipalierement longue et complexe a cause du
nombre de couches différentes (4 matériaux diftéreanstituant le canal/électrode).
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I.3. Conclusion :

Bien que les mécanismes associés a I'électroperhis@tion ou a I'électrofusion
soient encore incertains, les possibilités d’agpioccn de ces méthodes sont vastes dans des
secteurs allant de l'agroalimentaire a la médeckRemi ces applications, I'électrofusion
représente un outil prometteur pour 'immunothé&agu cancer ou le clonage. Le faible
rendement de fusions hétérogeénes en cuvettes wgecation classiques représente un des
freins a I'essor de cette technique. La microfigisi, grace a un contréle du flux et un
placement précis des cellules, devient alors unl qabmetteur pour la production
d’hybridomes d’une part, et I'étude des mécanisdeehision d’autre part.
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Chapitre 2
Théorie et conception

Ce chapitre est centré sur les calculs et les siionks par éléments finis. Dans la
premiére partie, nous allons passer en revue legipales forces mises en jeu lors de
I'application d’'un champ électrique sur une cellit@suite, un bilan des forces est dressé afin
de déterminer celles qui ont une influence sigatfie dans notre cas.

Les trois principales géométries étudiées pour iéggage et I'électrofusion sont
présentées puis le comportement électrique etlodidue de ces structures analysé a l'aide
du calcul en éléments finis.

Enfin, I'effet d’'une impulsion électrique sur le patiel de la cellule est abordé. Le
modéle classique est détaillé et une nouvelle apprde calcul, plus précise que le modéle
classique et plus flexible que le modele analytigseprésentée. Cette nouvelle méthode est
ensuite appliquée a I'étude de I'évolution du paetntellulaire dans les différentes

structures.
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I1.1. Les forces mises en jeu :

L’électrophorése est une méthode de séparationutiésee dans le domaine de la
biologie. Cette technique consiste a appliquer e électrique continu (DC polirect
Curren sur des particules chargées (ADN, protéines, afit) de les faire migrer vers
I'électrode opposée a leur charge. Ainsi, il essgilnle de séparer différentes substances
chargées d’'un mélange, en fonction de plusieusnpeires (taille, forme, etc).

Dans le cas de particules globalement neutres, padésisable (comme les cellules),
une autre force électrique est souvent utilisée tbut de les séparer, les trier ou les placer :
la diélectrophorese (DEP). Néanmoins, la DEP njes$ la seule force générée par
lapplication d'un champ électrique. Nous verrons e qudifférentes forces
électrohydrodynamiques peuvent apparaitre. Au dépamsidérées comme parasites, ces
dernieres forces sont actuellement exploitées [gonranipulation des particules biologiques.
Dans cette partie, nous allons passer en revderess directes et indirectes pouvant affecter
le déplacement d’'une particule. Un bilan est epsditessé afin de déterminer les forces

dominantes.

[1.1.1. Diélectrophorése et facteur de Clausius-Muwsti

a. Modeéle électrigue d'une cellule :

Bien qu’elle soit plus complexe que cela, une ¢elhiologique peut étre, en premiere
approximation, modélisée électriquement par une replednductrice (représentant le
cytoplasme) entourée d’'une membrane isolante t téesnodélesingle shell(figure 2.1).
Chacune de ces deux parties est, d’'un point deghlml, semblable a un milieu diélectrique
caractérisé par une conductivité réedleet une permittivité relative, (x = ‘me’ pour la
membrane et ‘cy’ pour le cytoplasme).

Soit un élément infinitésimal de milieu diélectr@Ey, ox) entouré d’'un tube de champ
électrique. Cet élément peut étre approximé a touitiRC parallele dont les composants

s’expriment comme suit :

C :§505x (2.1)
L
L
R=—— 2.2
S, (2.2)

avec ‘S’ la section du tube de champ, ‘L’ sa longueteg la permittivité du videdp = 8.854 x

10*2F/m). Ce circuit RC paralléle est équivalent & cayeacité complexe Cégale & :
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Cl=C-j—t 2.3)
Rw

ou ‘J" est le nombre complexe (j2 = -1) ®tla vitesse angulairen(= 2xf, f étant la fréquence).
A partir des relations (2.1) & (2.3), il est possihiecrire la capacité équivalente sous la forme

suivante :

C, :§££ng - j&j:is* (2.4)
L w

X

L’équation (2.4) permet de fixer le terme de petinité complexee en fonction des

conductivités et permittivités réelles, définissi@mnatériau diélectrique :

£y = EoEy ] % (2.5)
w

Chacun des compartiments de la cellule (membrarmgteplasme) est caractérisé par cette
permittivité complexe et peut étre électriquementlélisé par un circuit RC paralléle (figure

2.1).

Figure 2.1 : Caractéristiques électriques et schéma électéquesalent d’'une cellule et sa membrane

Cette sphere multicouche peut a son tour étre réenarune sphére uniforme de permittivité

équivalente (Jones, 1995):
3 LR
( RC j + 2 gcy gme
g* — ,S‘* Rc -€ gcy + nge

C me 3 * *
Rc _ ‘Scy - gme
R -e £, t26,,

Avec ‘R;’ le rayon de la cellule et ‘e’ I'épaisseur de lambrane (environ 5 nm).

(2.6)

b. DEP conventionnelle et DEP a ondes progressives :

L’exposition d’'une particule diélectrique (commeeucellule) & un champ électrique

conduit a sa polarisation. Cette derniére se comamors comme un doublet électrostatique
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soumis a deux forces de Coulomb opposées. Lorggabhdmp électrique est uniforme, ces
forces s’annulent (figure 2.2.a). Dans le cas d¢hamp électrique non uniforme (gradient de
champ), ces derniéres ne se compensent pas eaitljmidprisé est soumis a une force globale
non nulle. Cette force, appelée diélectrophoréseP(D entraine alors la particule (figure

2.2.b). Cette derniere peut donc étre attirée earzbnes de fort/faible champ électrique,
dépendamment de la polarisabilité de la particulecemparaison de celle du milieu de

suspension. La direction de la force de DEP déplenid fréquence du signal appliqué, de la

géométrie de la particule et des caractéristiquékeatriques de la particule et du milieu

externe.
A B
N
—_———P
D \‘
+ @£ e - + = ++;‘ =
———— /%
e |
N
" Microelectrodes — Electric filed lines * Induced Charges
() cen ==) Forces

Figure 2.2 :Réponse d’'une particule polarisable (cas d’'unéquée conductrice) & un champ uniforme (a) ou
non uniforme (b). En considérant que la particstepdus polarisable que le milieu de suspensiars gé
charges sont induites a I'intérieur de la parti@ilées lignes de champ sont courbées vers lacgud@a cette
derniére. Sous un champ électrique non-uniformpatticule est soumise a une force globale noreratll

poussée vers la zone de fort champ (Khoshmanegh2&11).

Introduit par Pohl dans les années 50, le termélédirophorese’, dérivé du Grec
Phorein (transporter), traduit le fait de transporter gesticules grace a leurs propriétés
diélectriques. En effet, contrairement a I'électropgse, qui dépend du ratio charge/taille des
particules, la DEP dépend de leurs propriétés aiidgies offrant la possibilité de manipuler
sélectivement et avec précision des bioparticulesamargées. La principale difficulté étant
de pouvoir créer un champ électrique non uniformme délivrant de faibles tensions,
I'utilisation de la DEP a connu un réel succés @efmilieu des années 2000 (figure 2.3), et
ce grace a la démocratisation des micro-disposifif®c la réduction des dimensions et la
possibilité de modification des géométries d’éledés procurées par les procédés de
microtechnologie, il est maintenant tres facilecd&er de forts champs non-uniformes a partir

de tensions faibles (inférieures a 10 ou 20 V).
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Figure 2.3 : Nombre de publications sur la DEP depuis 1999ashase de données ScienceDirect.
(L'estimation pour I'année 2013 est basée sur Iiigrs au 11 Aodt).

Les publications prises en compte dans la figu@ e concernent que celles
référencées dans la base de donnée ScienceDirectamaombre est en réalité encore plus
élevé (Pethig 2010). Ces articles traitent desedfits aspects théoriques de la DEP et du
développement technologique autour, mais surtositagglications nombreuses qui en sont
faites, en particulier depuis 2010. Ces dernieoas souvent orientées vers les biocapteurs, le
diagnostic médical, thérapie cellulaire, la mianafique, les nanoassemblages ou encore le
filtrage. Parmi les principales applications d®EP :

. Transport, concentration, séparation et caract@isale bioparticules de différents
types cellulaires (Frenea &t 2004, Salomon edl. 2011, Velugotla eal. 2012, Gascoyne et
al. 2009, Alshareef etl. 2013), de cellules tumorales circulantes (Shimalet2013),
séparation de cellules vivantes et mortes (Patal @012) mais aussi de bactéries (Lapizco-
Encinas etal. 2005, Bisceglia eal. 2013), virus (Morgan eal. 1999), et de composants
subcellulaires comme I'ADN (Regtmeieradt 2007) et de protéines (Holzelat 2005)

. Lyse cellulaire (Ramadan etal. 2006, Clow et al. 2010) et
electroporation/electrofusion (Mottetadt 2010)

. Etude de la réponse cellulaire a certaines moléooleautres stimuli (Labeed at
2003)

. Assemblage de nanotubes de carbone ou de nanefislidium (Salomon 2011,
Seichepine edl. 2012)

31



La moyenne de la force de DEP appliquée sur uneplersphériques’exprime comme suit
(Morgan et Green 2003, Pethigakt2003) :

<F> = 27'R§e“50€m|] e[KCM ]DEéMS + 4]Rgellgogm|jm[KCM ]Z EFZQMSD¢ (2.7)

\Z
(Foep) akd

(Frw-per)
avec Rg le rayon de la particule, jlas et ¢ respectivement la valeur efficace et la
composante en phase du champ électrique appligMis (Bour Root-Mean-Squale e, la
permittivité relative du milieu de suspension etyKle facteur complexe de Clausius-
Mossotti. C’est ce dernier coefficient qui décat polarisabilité relative de la particule en
comparaison du milieu de suspension. Il dépend aeactéristiques (di)électriques et
géometriques de la particule mais aussi de la &écpiappliquée. Dans le cas d’'une particule
sphérique, le coefficient de Clausius-Mossotti pféxe comme suit:

£y~ En

KCM = (28)

£, +2¢,
ol ¢ x, comme introduit dans la section Il.1.1.a, coroespa la permittivité complexe de

'élément x (‘ p’ pour particule et ‘m’ pour miliede suspension). Il est important de noter
gue dans le cas d’'une cellule, ce paramétre camnesp la permittivité équivalente de la
cellule dans son ensemble (équation 2.6).

L’équation (2.7) se compose de 2 termes contribaalat force de DEP. Le premier
terme, connu sous le nom @EP conventionnelleest proportionnel a la partie réelle du
coefficient de Clausius-Mossotti (Refk]) ainsi qu'a la non-uniformité spatiale de E,
lorsqu’il forme des ondes stationnaires. Cettedalzige les particules vers les maxima de
champ dans le cas ou RejlJ > 0 (on parle alors de DEP positive ou pDEP) etsvles

minim dans le cas contraire (DEP négative ou nDERIiple en figure 2.4.A).

A : {f B
Electric fizld : 7 ;
lines T . Travelling .~~~ &) £ !a—r
rT T Y ’
[i] 180° 0 o"
L] _,ﬂg ,_

O Relfopl>0 :1_‘,-5"""}\_ e

Rrelladd 20 QO || @ mifao

J' DEPforce P N {:\t Im{feu<0

7 TW-DEPfarce 2

Figure 2.4 :La non-uniformité spatiale du champ électriquedpibune DEP conventionnelle (A) alors qu’une
non-uniformité de phase crée une DEP & onde praigeesu TW-DEP (B) (Khoshmaneshagt 2011).
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» DEP a ondes progressives :
Le second terme de I'équation (2.7), connu souteime DEP a onde progressivéou
Travelling Wavg est proportionnel a la partie imaginaire dgykinsi qu’a la non-uniformité
spatiale de la phase de E (ondes progressivesie €@ete transporte les cellules dans la
direction de propagation (ou le sens opposé) ertitondu signe de la partie imaginaire du
coefficient de Clausius-Mossotti (Imff]). Par exemple, quand cette derniére est positive,
les particules sont attirées vers les phases Isshasses (de 90° a 0°, sens appelé « co-field
TW ») et inversement si Im[&y] < O (« anti-field TW » pour un mouvement vers jpdmses

supérieures) (exemple en figure 2.4.B) (Gascoynylkedukal 2004).

» Electrorotation (ROT) et multi-cell-rotation (MCR)
Lorsque l'onde progressive est linéaire, elle ené¢raun mouvement en translation de la
particule (figure 2.4.B). Dans le cas ou le chartgrtéque est tournant, la particule est
entrainée dans un mouvement rotatif (figure 2.5)leaipble induit tente de s’aligner sur la
rotation du champ appliqué. Le moment de rotatimhuit est contrebalancé par le moment de
frottements d0 & la viscosit§’ ‘du milieu de suspension £B3cein Q). Ainsi, la vitesse de

rotation de la particule s’écrit comme suit (ArneldZimmermann 1988):

£ E?
Qpor == OmMKy, 2.9
> MK ey ()] (2.9)

Le spectre de la partie imaginaire dewyKest obtenu en mesurant la vitesse de rotation des
particules a différentes fréquences (figure 2.5.B)est ensuite possible d’extraire les
parametres électriques des cellules (Laforét-AsB20@ainito 2012) permettant par exemple
de prévoir leur comportement diélectrophorétiguéldctrorotation est un outil pouvant donc
étre utilisé en amont d’une expérience de sépardgodifférents types cellulaires (Arnold et
Zimmermann 1988, Sukhorukov &t 2006, Becker eal. 1995, Gimsa eal. 1991, Yang et

al. 1999).
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Figure 2.5 : Principe de I'électrorotation. A. Cellule dans wheicture classique d’électrodes quadripolaires
(Jones 2003). B. Spectre d’électrorotation (Beekat. 1995)

Il arrive que les deux types de mouvement soiemhbioés (DEP et rotation) dans un
phénomene appelé multi-cell Rotation (MCR). Ceaitparriver lors d’'une expérience de
DEP a l'aide d’'un champ électrique stationnaire poufrer une chaine de cellulgseérl
chain). Un désalignement de la chaine par rapport agixe de champ peut entrainer la
rotation de la cellule non-alignée (figure 2.6).nBae cas, chaque cellule est soumise a un
champ net local ayant une composante rotative dae@perposition du champ imposé et un
champ secondaire généré par le dipdle constituéapaellule voisine (Mahaworasilpa at
1996).

P R T
Log,(Frequency, Hz)

Figure 2.6 : Spectre théorique de MCR calculé a partir de ¢énatiques déterminées par électrorotation
(Sukhorukov etl. 2006)

La présence de cette rotation peut étre probléneatiqms le cadre de I'électrofusion
car les cellules doivent étre stables durant laofusNéanmoins, durant nos expériences
d’électrofusion, nous avons remarqué que, lorstpr’apparaissait, la rotation cessait a

I'application de I'impulsion de perméabilisationolls pensons que le tressaillement de la
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cellule, provoqué par lI'impulsion, la replace ddéiaBgnement. Nous pouvons ajouter a cela
la variation des caractéristiques électriques deeltule suite a la perméabilisation (plus
amplement détaillée dans le chapitre 4) et unee fadhésion entre les cellules (suite a la
déstabilisation de la couche hydrique structuréereeés membranes). Toutes ces
modifications pourraient expliquer la disparitiom phénomeéene de MCR suite a I'application
d’'impulsions électriques sur des cellules.

Certains biologistes sont parfois réticents quahuitdisation d’'un champ électrique
AC sur les cellules. 1l a pourtant déja été prowvélusieurs reprises, que la force de DEP,
pour peu qu’elle soit inférieure a un certain senféffectait en rien la viabilité des cellules,
méme sous une application prolongée (Gragl.e2004). C’est pour cela que la DEP est de
nos jours autant utilisée sur cellules biologiquyesur des applications biomédicales.
Néanmoins, lors de I'application d’'un champ élegte AC sur une cellule, la DEP n’est pas

la seule force qui influence le mouvement de wigraiere.

[1.1.2. Evaluation des forces mises en jeu

Nous venons de voir qu'il était possible de déplaes particules par diélectrophorese
en appliqguant un champ électrique non-uniforme.nNe&ans, plusieurs autres phénomenes
découlent de I'application d’'un champ électriqueanB cette partie, nous allons lister la
plupart des forces mises en jeu qui pourraientrauai impact sur le déplacement des
particules (figure 2.7). Afin de dresser un bilmous nous sommes basés sur les travaux
décrits dans la littérature (Ramosadt 1998, Ramos edl. 1999, Castellanos eil. 2003).
Certains rappels sur le développement des fornsalesprésentés en annexe 3.

Appliguées a un cas simple, certaines approximatipermettent d’exprimer les
formules plus simplement et de les calculer souflaid®@. D’autre part, les équations non
approximées sont implémentées sous Comsol© (cpdouéléments finis) afin de calculer les
forces plus précisément. Les deux résultats sontiitensomparés afin de valider les
approximations effectuées. Enfin, le méme calcul énippe est utilisé pour analyser le

comportement électrothermique d’une structure ptusplexe.
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Figure 2.7 : Diagramme récapitulatif des forces induites paliaption d’'une tension V sur une particule. Ces

forces s’ajoutent aux forces toujours présentea\i@ et mouvement Brownien)

a. Définition des forces mises en jeu :

» Forces toujours présentes :

La particule plongée dans le milieu de suspengdimsente sous l'effet de la gravité. D’autre
part, I'agitation thermique des molécules du milieduit un mouvement non déterministe de
la particule appelé mouvement Brownien. Nous vermpresdans certains cas, ces deux types
de déplacement ne sont pas négligeables.

» Force électrique directe : DiElectroPhorese (DEP)

Nous n'utiliserons la force de DEP qu’en ondesi@tatires. La moyenne de cette force

électrigue peut alors s’exprimer comme suit :

(Foee(t)) = 21,6, REOEK ¢, ()] OE (2.10)

» Forces électriques indirectes : forces ElectroHygramiques (EHD)

L’application d’'un champ électrique entre deux gledes plongées dans un fluide provoque
indirectement des mouvements de fluide entrairesphrticules. Les forces résultantes sont
regroupées sous l'acronyme EHD

- Forces électrothermiques (ETE poutElectro Thermal Effec)
L’application d’'un champ électrique E dans un nuilele conductivité électrique provoque
un échauffement da & I'effet Joule. La puissanosiajénérée par unité de volume vait.
Pour évaluer la variation de température qui enodéc I'équation simplifiée de bilan
d’énergie doit étre résolue (annexe 3):

KIO?T +0[E* =0 (2.11)
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L’élévation de température entraine des variatibtmsales de conductivité, de
permittivité et de masse volumique du milieu ; césmogénéités créent ensuite des forces
dans le fluide. Les deux premiers gradients donlenta des charges libres dans le volume,
donc : a une force Coulombienne pour les variatdsonductivité, et une force diélectrique

pour les variations de permittivité ; ce sont lexés électrothermiques (Ramosktl998):

(2.12)

Force de Coulomb Force diélectrique

- Convection naturelle (Buoyancy)
L’élévation de température induit un gradient desité volumique dans le fluide donnant
lieu a de la convection naturelle (buoyancyflottabilité). En effet, au contact d’'un endroit
plus « chaud » la masse volumique diminue et leScpkes plus légeres remontent, alors
gu’au contact d’une température plus faible la masdumique augmente, ce qui entraine les
particules vers le bas. Ainsi une force de Buoyardgpendant du gradient de densité

volumique et de la gravité, crée des lignes de dlams le volume.

- Electro-osmose (ACEO)
Lors de la polarisation d’électrodes plongées danglectrolyte, des charges apparaissent a
l'interface électrode-électrolyte changeant la dénde charge. Le déplacement des charges
sous l'influence de la composante tangentielle ltamp électrique entraine les particules de
fluide. Ce phénoméne est appelé électro-osmoséddCEO dans le reste du manuscrit pour

Alternative Current Electro-Osmogis

b. Bilan des forces avec approximations :

Afin d’évaluer l'influence de ces forces, il estcegsaire de simplifier les expressions
analytiques dépendant du gradient de champ éleetriour cela, Ramos &t se sont placées
dans le cas d’électrodes coplanaires infinimenthpsed25 um de gap). Les lignes de champ

électrique suivent alors une trajectoire circulaffigure 2.8). Le champ électrique étant

tangent & ces lignes, il s’exprime comme s(r) = vi i, (Zahn 1979).
T
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Figure 2.8: Diagramme schématique (gauche) et représentsitigplifiée idéale (droite) d’électrodes

coplanaires et du champ électrique associé (Ratrals¥998)

Il devient alors possible d’exprimer les déplacemehis au gradient de champ en fonction du

potentiel appliqué. Le tableau 2.1.a dresse urnpitedatif de ces effets selon les équipes de

Ramos et Castellanos. Le tableau 2.1.b indiquedtdians utilisées.

Tableau 2.1.a :Récapitulatif des différentes forces mises en(geutenant compte de la chute de potentiel dans

la couche de Stern) lors de I'application d'un cpadtectrique AC sur une particule sphérique

Force

Expression du déplacement par seconde (U)

Gravité

RZ
U, =000 g
ui

Mouvement Brownien

‘ AX\ _ / kT
2mnR,

26,6, RE 06Ky, (eV)?

Diélectrophorese Uoer = 3P [
U =~5x10* eolcV)' (| oo
Electrothermie (ETE) quan@e/c << 1 ETE knr DT

Electrothermie (ETE) quan@de/c >> 1

o€

L, eoleVv)!
Uge = 25%10 4Q(E

knr

)

Convection naturelle (Buoyancy)

U, =2x10%[ %Pn |oleV)'g 0
° aT

Electro-Osmose

kn

glev)} @2
U pceo= 01N "L =
ACEO ’1 l]DT (1+Q2)2
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Tableau 2.1.b :Définition des notations utilisées dans le tabl2dua

Symbole Quantité Symbole Quantité
g gravité R Rayon de la particule
Pm Masse volumique du milieu \% Tension appliquée
n Viscosité du milieu € Permittivité du milieu
kg Constante de Boltzman c Conductivité du milieu
T Température k Conductivité thermique du milieu
t Temps Kem Coefficient de Clausius-Mossotti
c Coefficient de chute de potentigel Fréquence sans dimension
dans la couche de Stefn Q CET [t
c= Q Q=A 20/
/I1+ QZ 0; D
Cs Cd Capacitance de la double coughe
A Ne—r—— diffuse
Cs +Cd
Ao Longueur de Debye Cs Capacitance de la couche ten [S
(couche compacte)

En observant les équations des forces concerihéggarait qu’en tout, 4 parametres
variables entrent en jeu : la taille de la paréc{R,), la tension appliquée ‘V’ (et a fortiori la
température induite ‘T’, figure 2.7), la fréqueragpliquée ‘f' et enfin la distance du centre
du gap inter-électrodes ‘r'. Nous avons donc étlithiluence de chacun de ces paramétres
sur I'ensemble des forces résumées dans le talddaa l'aide de Matlab©. Le premier
parametre a analyser est la taille de la parti¢iigeire 2.9.a). Nous pouvons par exemple
confirmer que le mouvement Brownien n'a de réel iohpgue pour les particules
submicroniques (voire en-dessous de la centaineademetres). D’autant plus que pour ces
particules, la DEP et la gravité sont faibles. Cainément aux « grosses » particules
dépassant la dizaine de microns (comme dans ldesasellules) ou la DEP semble dominer,
méme en n'appliquant que 5 V. De plus, 'augmeotatie la tension appliquée rehausse le
niveau de DEP. Néanmoins, ceci augmente aussvéanides forces hydrodynamiques, en
particulier les forces thermiques car ces dernigsoes en puissance 4 de V (figure 2.9.b pour
V = 30V). Afin de décorréler I'effet de la tensi@t celui de la taille de la particule, nous
avons ensuite évalué les forces dans le cas,éelR pm (cas d'une cellule dans le milieu de

fusion détaillé dans le chapitre 4).

39



Evolution du déplacement en une seconde (m) vs rayon de la particule
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|
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Figure 2.9 :Influence du rayon de la particule sur les fonvéses en jeu, sous l'application d’une tension % =
V (a) et 30 V (f = 300 kHz, Re[k] = 1).

En appliquant donc les formules du tableau 2.1aafeéquence de 300 kHa,= 0,03

S/m, sur une particule de 20 um de diametre etoasid@érant un coefficient de Clausius-
Mossotti égal a 1 (cas le plus favorable), on aittiles courbes de la figures 2.10
(déplacements calculés pour une tension ‘V’ enteg 30V et a une distance ‘r' entre 20 et
500um du centre du gap inter électrodes). Surdgardi 2.10 nous pouvons observer qu'a
300kHz, la convection naturelle, le mouvement Brianwret 'TACEO n’ont pas d’influence
sur les particules de ce diamétre (elles n'appseaispas sur la vue de dessus (a) car leur
intensité est toujours plus faible que les autoesels (b)). Nous constatons aussi que la DEP
est tres importante quand r est faible (et augnmerge la tension) mais a partir d'une certaine

distance r, méme en augmentant la tension, la BEt#e dominée par une des autres forces.
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Sur la figure 2.10.a 'ombre des surfaces colorépsisente I'amplitude des déplacements (et
donc des forces associées). Nous pouvons déjarmtuo® que pour manipuler des cellules
par DEP, elles devaient rester proches des éladr@une distance inférieure & 200pum) car
au-dela, les phénomeénes thermiques prennent temppdeur. En effet, la convection naturelle
par exemple qui était considérée négligeable devaativement importante dés lors qu’on
s’éloigne des électrodes, méme sous tensions b&sses avons pu confirmer ce phénoméne
sur des structures non scellées (dép6t d’'une gawdteenant des cellules entre deux
électrodes) ; les cellules du dessus de la gootitedyaient rapidement. Ce phénomeéne était
accentué par des tensions plus élevées. Ces cataenpériences confirment I'importance de
la fermeture des structures lors des expérienceBDHEle obligeant les particules a rester
proche des électrodes.

a Evolution de la vitesse vs tension (V) et distance (1) vue de dessus

viv) |
204
'0 1 3 3 7 5 |_ \
r (m) x10
b Evolution de la vitesse vs tension (V) et distance (r) vue 3D
0.64
vitesse
(m/s) 0.4 N
: : s e mEE
0.2 o N i =1 ; ... |mmACEC
-
ACEO

V(V) 20 :
Brownien fr D ; ' 4 5

T (m)

Figure 2.10 :Etude de l'influence de la tension appliquée ‘Vte la distance ‘r’ sur les forces mises en j&s (C
d’'une particule de 20 um de diametses 0,03 S/m, f = 300 kHz et Refig] = 1)

Néanmoins, ces derniers calculs ne sont valahlespqur une fréquence de 300 kHz
et pour un facteur & idéalisé a 1. Afin d’analyser I'effet de la fréque, nous avons inclus

ce parametre dans le calcul, en tenant comptes antres choses, de la variation de la partie
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réelle de ku en fonction de la fréequence (figure 2.11). Lesufeg qui en découlent sont

présentées en figure 2.12 (pour des distance$ret 200 um et des tensions V =5 et 30 V).

Evolution de la partie réelle du Coefficient K: Clausius Mossotti
08 i : : . i

06
04

02

0 2 4 6 8 10 12
Log, (FréquenceHz)

Figure 2.11 :Evolution de la partie réelle du coefficient de@ius-Mossotti pour une particule de 20 um de

diameétre dans un milieu de conductivité 0.03 S/m, single shell model.

Ne nous intéressant qu’a l'intensité des forcesisravons représenté la valeur absolue de ces
derniéres ce qui explique les 2 pics sur la codb®EP qui représentent les deux fréquences
de coupure induites par Refl] (fc1 et f2). De plus, les deux types de forces ETE sont
représentés séparément (force coulombienne enus lde force diélectrique en triangles
rouges). Cependant, il est important de noter guerce Coulombienne prédomine pour des
fréquences inférieures a la fréquence de trans{gdnMHz dans le cas du milieu de fusion
choisi) alors que la force diélectrique prend Ile gax fréquences supérieures. Connaissant les
fréquences de travail, nous ne considérerons daadagforce Coulombienne (x bleus).

D’une part, les courbes de la figure 2.12 confirtries résultats présentés en figure
2.10 tout en apportant une vision fréquentielle pfabléme, importante dans le cas de
ACEO. Nous constatons que cette derniére contiobuest une force agissant aux basses
fréequences. En effet, il N’y a qu’a trés basseuedge que I'électro-osmose a un impact (en
compétition avec la DEP en étant proche des élbetret méme supérieure a celle-ci quand
on s’en éloigne). Ces résultats concordent avedrésux de la littérature indiquant que
’ACEO diminue drastiquement au-dela de 1,5 kHzn@dat etal. 2013, Yalcin etl. 2011,
Squires etl. 2004) et dans le cas de faibles conductivitést@llanos eal. 2003). De plus,
la force semble fortement surestimée par les calenl comparaison des mesures réelles
(vitesses mesurées 40 fois inférieures au cal@dnpolat etal. 2013). En conclusion,
'ACEO/ICEO est une force tres utilisée pour la npaation de particules a trés basse
fréquence mais n’'a probablement pas d’'impact datre mmamme de fréquences de travalil
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[100 kHz — 2 MHz]. Quant aux forces hydrodynamiqueles dépendent toutes de la
fréquence et atteignent un maximum a partir de qyes kHz. Néanmoins, elles ne se
comparent a la DEP qu’en s’éloignant des électretfesl en augmentant fortement la tension
appliguée. Dans les bonnes conditions, ces foreasegnt étre utilisées pour des mélanges,
tres difficiles en environnement microfluidique (igeetal. 2007, Sigurdson eil. 2005) ou

encore pour I'évacuation de particules d’'une stngc{Hoettges &dl. 2003).

Evolution du déplacement en une seconde en fonction de la fréquence

g —~Ugravité
14 -~ Ubrownien

Log;o(Déplacement en métre par seconde) E

- UETE g*w/o<<1
-6+ A£F - UETE £*w/c>>1 .
; --UBuoyancy
s/ [T=25pm ~UACEO |
V=5V
T R T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Log,o(Fréquence/Hz)

Figure 2.12.A :Etude de l'influence de la fréquence combinéella de la tension appliquée V et de la distance

r du centre de l'espace interélectrodes (figurg, 2.8 25 pm.
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Evolution du déplacement en une seconde en fonction de la fréquence
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Figure 2.12.B :Etude de l'influence de la fréquence combinéella de la tension appliquée V et de la distance

r du centre de l'espace interélectrodes (figurg, 2.8 200 um.

Il est & noter que ce modele n’est pas forcéemanéctoquand on augmente la distance
inter-électrodes car les formules précédentes safdbles pour des lignes de champ
circulaires (gap inter-électrode petit). Or, daaschs ou le gap n’est pas infiniment petit
devant la taille des électrodes ou encore quandélamétrie du microsysteme est plus
complexe (eg. présence d’isolants pour la focatisatu champ), la forme du champ
électriqgue est différente, ainsi que la distribatide température, impliquant des forces

électrothermiques différentes.
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Afin de prévoir le déplacement des particules danscas simple d'électrodes
coplanaires espacées, il faudrait résoudre lestiégaade bilan thermique et de force
électrothermique en utilisant une autre formulelimmpe du champ électrique. On pourrait
par exemple utiliser la formule calculée par Demsiegtal. 2007 a l'aide de transformées
d’espace. Cependant, méme dans un cas simpletdXles coplanaires, ce type de résolution
est lourd. D’'autre part, la résolution par transfée conforme ne s’applique pas aux
structures comprenant des matériaux différents lafig® et conducteurs) dans des
configurations non classiques. L’autre possibiité de passer par un calcul numérique sous
Comsol®© pour faire une simulation couplée du chategtrique et de la température puis en
déduire les vecteurs de force en tout point poairawne meilleure idée de la trajectoire d'une
cellule dans une géométrie donnée. De plus, lduttso numérique présente la souplesse

nécessaire a la modélisation de structures conmlexe

c. Calculs par éléments finis : sans approximations

Dans cette partie nous proposons de confrontersimations issues des modeles analytiques
approchés décrits ci-dessus aux calculs numéripgaegléments finis. Pour cela, nous nous
placons dans les mémes conditions que la parli€lét 11.1.3.a. Nous avons modélisé sous
Comsol© (en 3 D) des électrodes planaires immerdéas un liquide. Les équations (2.10)
et (2.12) ont été intégrées au calcul ainsi quamptage des simulations électrique, thermique
(eq. 2.11) et milieu conducteur afin de modélisangmentation de température et les forces
électriques et thermiques.

Suite aux premiéres simulations ne prenant pasoampte |'évacuation de chaleur possible
par le capot (en polymére PDMS), nous avons rengagge les forces thermiques étaient trop
importantes. En effet, ces derniéres dépassenintarmjela valeur de DEP, contrairement aux

prévisions analytiques.
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Electrodes

Slice: Temperature
Arrow: [Fdepx+Fetpartx, Fdepy+Fetparty, Fdepz+Fetpartz]

Electrodes

Figure 2.13 :Simulation électrothermique électrodes finegedodess 25 uUm, V = 20 ¥p, milieu o, = 0,07
SIm, kn= 0,55 W.n'K™, kppms = 0,15 W.mK™, kg, = 400W.m*K™

Cette différence est due a une surestimation d&vB&on de température car I'évacuation a
travers le capot n'a pas été prise en compte (@abl2.2). Or les expériences en
environnement microfluidique impliquent l'utilisatt d’'un capot, en PDMS par exemple. En
ajoutant cette composante (figure 2.13), I'élévatim température est trés proche de
I'approximation analytique. Cependant, elle redtes glevée que les mesures expérimentales
effectuées par Ramosadt (1998).

Tableau 2. 2 :Comparaison des différentes méthodes de caldidutgmentation de température dans le cas

d’électrodes infiniment proches (V = 20 Vpp, d =28). Les forces représentent I'ordre de grandayrdint le

plus élevé.

om(MS/m)
Méthode 8 30 70
AT = %

k 0,7° 2,7° 6,2°
(approximation eq. 2.11)
Comsol (sans PDMS) 1,1° 4,3° 10,2°
Comsol (avec PDMS) 0,6° 2,4° 5,6°

Force électrothermique (N)10e-10 10e-9 10e-9
Force de DEP (N) 10e-7 10e-7 10e-7

Mesure (Ramos etl. 1998) 0,2° | - 2°
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Le calcul numérique a I'avantage de permettre lym®ad une grande variété de structures, en
particulier dans certains cas ou le modéle analgtsprait lourd ou imprécis (développements
limités). La figure 2.14 présente par exemple fauation électrothermique d’une structure
intégrant des plots isolants. Sans considérer potcde PDMS, I'élévation de température
(pour 20 \pp, d = 460 um edy, = 0,03 S/m) est de 2,7°. Une premiere simulatimiuiant un
capot en PDMS collé aux plots montre une élévagilus faible (2,2°). Néanmoins, cette
derniere doit étre optimisée pour se rapprochercdaditions expérimentales (espace entre le
PDMS et les plots) sans augmenter le temps delcalcause du maillage important dans le

faible interstice.

Slice: Temperature gradient [K/m]
Arrow: [Fetpartx, Fetparty, Fetpartz]

2
Figure 2.14 : Simulation électrothermique (sans PDMS) d'unecstme incluant des plots isolants (460 pm de

distance inter-électrodes, 2Q\appliquésey, = 0,03 S/m, f = 100kHz, Refif)]=1). Couleurs : gradient de
température, fleches : forces électrothermiques.deeniéres sont dirigées vers les électrodeszoiess de fort
gradient thermique. La DEP (max ~ 10e-9) reste sespée & Fete (max ~ 10e-12) prés des plots.

Il est a noter que les mesures de Ramosletavaient été effectuées a I'aide d'un
thermocouple placé 1 mm au-dessus des électrodes estimant peut-étre I'élévation de
température. Nous avons tenté de procéder a dasresed I'aide d’'une caméra thermique
mise a disposition a I'lEF. Malheureusement, cetenéra étant adaptée aux matériaux
solides, il n’a pas été possible d’évaluer la terapge du liquide. Certains groupes utilisent
un marqueur fluorescent afin de mesurer la températ’un liquide. La Rhodamine

présentant une intensité de fluorescence inverseprepbrtionnelle a la température, il est
possible de l'utiliser comme thermomeétre interneg@, 2006). Cependant, la variation de
fluorescence de la Rhodamine étant faible (1 a 886@), il parait difficile, en utilisant cette

méthode, d’obtenir des mesures avec une résolimiéneure a 1°.
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11.2. Piegeage et appariement de cellules : optinaion des géométries

Afin de contrdler I'appariement de cellules et d&iorer la qualité d’électrofusion,
différents dispositifs miniaturisés ont été dévekep durant les 20 dernieres années. Ces
dispositifs utilisent différentes techniques degpige de cellules. Dans cette partie, nous
allons nous intéresser a 3 structures distinc2estructures se basant sur la diélectrophorese,

et l'autre utilisant un piégeage fluidique.

[1.2.1. Etude de la fusion : géomeétrie a plots iaoks

Afin d'utiliser la force de DEP décrite précédemnmijel est impératif de créer un
gradient de champ électrique dans la structure. Rela, il est possible d’exploiter la
présence d'obstacles isolants (comme un polymesa) géformer les lignes de champ et
créer un gradient. Le premier dispositif introdatsane structure en polymere pour changer
la cartographie du champ a des fins d’électrofusitulaire a été présenté par Masudalet
en 1989. La structure consistait en un mur isolatigrant des ouvertures (figure 2.15.a)
donnant lieu a une zone de DEP positive piégeantcédlules avant leur fusion (figure
2.15.b). L'utilisation d’autres structures en poBma pour la DEP a par la suite été décrite

dans plusieurs travaux (Cummingsakt2003, Moncada-Hernandezadt 2011).

Cellsle A Cellule B

oy —————=&

Frodwt de g
Eaeioty

TProduit de
fusion

Figure 2. 15 :Premiére structure développée par Masudd €1989) utilisant des isolants afin de déformer les

lignes de champ électrique (gauche) pour captareis®nner des cellules (droite).
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La structure de concentration du champ que noilisenbns se base sur ce méme
principe. Afin d’augmenter la densité d’ouverturasus optons pour des plots cylindriques
de 30 um, espacés de 20 um (figure 2.16). De ¢atten, les cellules auront moins de

difficultés a étre évacuées du piege apres fusion.

a Cover b

Glass

Gold Paired Insulator
Electrodes Cells

Min: 3002.043

Figure 2. 16 :Image 3D de la structure a piliers cylindriquesasts (a) et simulation de la distribution de

I'intensité (couleurs) et de la direction (flechds)champ électrique dans cette structure (b)

La figure 2.16.b présente une simulation électigie la structure. Le champ
électrigue étant contraint a passer entre les,petsendroit constitue une zone de fort champ
électrique incitant les cellules a s’y apparieD&P positive. Nous verrons en section 1.3 que
cette augmentation du champ est par ailleurs bguefpour I'étape d’électrofusion. Ce type
de structure s’est avéré tres utile pour I'étudeamportement des cellules en présence d’un
champ électrique (étude de la DEP, des caractgresti électriques de la cellule et du
processus d’électrofusion). Néanmoins, I'utilisatite plots isolants est limitant en termes de
densité de structures sur puces. En effet, a jogtidn de mettre des lignes de plots sur des
canaux en serpentin, cette structure reste liniMéas avons donc étudié deux autres types de
structures permettant un piégeage de cellules halgesité et prometteuses pour

I'électrofusion hautement parallélisée.

[1.2.2. Parallélisation : méthode fluidique

Une des méthodes d'immobilisation de cellules ist@sa disposer des obstacles non
conducteurs en forme de ‘U’ sur leur passage dabsit de les collecter. A ma connaissance,
ce genre de piege a cellules fluidique est appar2084 (Li etal. 2004, Li etal. 2011). Cette
structure en U (ouverture vers I'entrée du canabua d’abord été utilisée pour le piégeage
afin d'observer dans le temps l'effet de certaimedécules sur les cellules, ou encore pour
I'observation de la culture de cellules isolées {@arlo etal. 2006). Ce motif a par la suite été
utilisé pour la création de modéles tumoraux 3Dempaquetant plusieurs cellules dans un
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piege plus large (Wu etl. 2008).Ce type de piege a ensuite été ingénieusement iéqaif
Skelley afin de créer des paires de cellules spéei$ (Skelley etl. 2009). Un mode de
chargement en 3 temps (détaillé en figures 2.H{,¢)apermettait de piéger des paires de
cellules puis de leur appliquer des impulsionset&bfusion, ou du PolyEthylene Glycol afin
de comparer les deux modes de fusion.

Le chargement en 3 temps est basé sur des élémmalatsts constitués de 2 ‘U’ : un petit ne
pouvant contenir qu'une cellule, et un piege enlls$ parge/long pouvant contenir 2 cellules.
Ces éléments sont disposés sur des lignes deddildesiemi piege, de sorte que chaque
grand ‘U’ d’'une rangée fasse face a un petit ‘U’'ldgangée suivante (figure 2. 17.a). La
premiére étape consiste a piéger fetdpe cellulaire. Dans un second temps, le flux est
inversé et les cellules collectées dans les gramgpes en vis-a-vis. Enfin, le second type

cellulaire est envoyé de sorte a compléter ce iegere 2. 17.C).

a Load green cells b Transfer cells C Load red cells
y ‘down’

Figure 2. 17 :Systeme de piégeage fluidique en 3 temps. a. &gégaes cellules ‘A’ dans les petits pieges, puis

leur transfert dans les grands piéges (b) (baf@ gm). c. Complément de la paire par les cellldesl. Piege

a 2 étages (3 dimensions) de Skellegle(2009). e. Piege a 1 étage, deux gouttes piépaes(= 60um) (Bai
etal. 2010)

Néanmoins, la structure développée par Skellejsatiine fabrication complexe des
pieges car deux niveaux fluidiques sont nécessaiiiesde constituer la structure 3D. Le
niveau de piliers sert a surélever le piége (figuré7.d). Ainsi, le flux peut s’écouler sous le

piege lorsqu’il est vide. Lorsqu’une cellule occupe dernier, le passage est obstrué. La
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structure a deux niveaux peut étre compliquée lése¢a cause de l'alignement. En 2010, Bai
et al. ont trouvé le moyen d’obtenir le méme effet degpage en 3 temps grace a une
structure a un seul niveau, et ce en incluant desooanaux dans le piége lui-méme (Bai et
al. 2010) (figure 2. 17.e). Grace a ces canaux, be ffleut s’écouler a travers le piege vide
pour attirer les particules. Cette derniére sofuétant bien plus simple a mettre en ceuvre,
nous avons décidé de I'appliguer a notre cas.

La largeur des microcanaux intégrés est primordigas le dimensionnement du
piege. En effet, une ouverture trop faible ne &ias pas passer assez de flux pour attirer les
cellules, qui préféreraient passer par le chemplde facile : I'extérieur du piege (résistance
fluidique faible). D’autre part, une trop grande erture laisserait passer la cellule (grace a
son élasticité, une cellule de plus de 10 um passgr a travers une ouverture de moins de 5
pum). Afin de fixer les dimensions des structures pilegeage, nous avons effectué des
simulations a l'aide du module fluidigue de Comsolous avons ensuite comparé les
vitesses de flux a l'intérieur du petit canal efextérieur du piege. En utilisant une seule
ouverture, un rapport de flux de 1/20 est obtertveecette derniére et I'extérieur du piége
(figure 2. 18.gauche). Afin d’améliorer ce rapp@meilleure attraction des cellules) nous
avons pensé a augmenter le nombre d’ouverturexeGé bon dimensionnement de ces
derniéres, il est possible d’obtenir un rapportflde d’environ 7 (figure 2. 18.droite). Ce

dernier motif serait donc plus efficace pour leggigge de cellules.

p

En dehors
du piege

En dehors
du pi¢ge

Velocity field [m/s]
&

AN . ;
0
152 #5 3 35 4 45 5 55 6 65 7 O T— 3 4 5 6 7

Arc-length X107 Arc-length X107

Figure 2. 18 :Vues 3D de structures a 1 étage et résultat dalaiion fluidique ; le rapport de vitesses de flux
max entre I'extérieur du piége et les petits carn@asse de 20 pour une ouverture (a gauche) a 73pour

ouvertures (a droite)
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Nous avons ensuite imaginé un autre piége se basania méme technique. Ce
dernier serait placé en largeur (figure 2.19). Aume seule ouverture, il est possible
d’obtenir un rapport de flux de 5. De plus, la siation fluidique confirme que les lignes de
flux traversent le piége lorsqu’il est vide, maés dontournent lorsqu’il est occupé par 2

cellules (figure 2. 19.a).

a x10'4 Surface: Velocity field [m/s] Streamline: Velocity field 5
18 =71 N ISR 10_7 Surface: Electric field, norm [V/m] Arrow: Electric field x10
\ 4 X ’
‘ 07> T e Sy 14
=) 3.5 o T Sy e N
| A e e S PR E R | 1.2
0.6 i 1
2.5 8
0.8
2
0.6
02 15 .
0.4
1
o ] _’P 0.2
0.2 1= q <
02 0.2 1104 0 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 x10 0
X

Figure 2. 19 :Simulation fluidique (a) et électrique (b) d’'urege 1 étage en largeur. Lorsque le piége est vide,
les lignes de flux le traversent, attirant ainsidellules a I'intérieur. Lorsqu'il est plein, légnes de flux

contournent ce dernier entrainant les cellules leerpiéges vides (a). Quant au champ électriquplagant les

électrodes au plus proche des cellules, il estilpless’appliquer un champ électrique de I'ordrekdicm grace

a une tension d’environ 2V.

Afin d'optimiser I'étape d’électroperméabilisatiomous avons opté pour des
électrodes au plus proche du piége. De plus, ubefeension (~ 2V) entre les électrodes
permettrait de créer un champ électrique de l'odlrekV/cm, nécessaire a I'électrofusion
(figure 2. 19.b).

[I.2.3. Parallélisation : méthode électriqgue (él@éotdes non connectées)

La seconde stratégie que nous avons mise en cpourela capture et la fusion
parallélisées de cellules est l'utilisation de tacé de diélectrophorése. Pour cela, il est
nécessaire d’établir un gradient de champ électrigilshomogénéité du champ peut étre
induite en jouant sur la forme des électrodes aarsakn exploitant une variation de
conductivités (Khoshmaneshadt 2011) grace a l'introduction d'obstacles isolaf@tsstacie™
107 S/m) dans un milieu de faible conductivité.feu ~ 10° — 10% S/m pour des fréquences
de 0 a 10 MHz) comme présenté dans la section .|IDAfs cette partie, nous allons présenter
une nouvelle approche se basant sur l'introductierplots conducteurssgo: ~ 107 S/m)

pour créer I'inhomogénéité nécessaire.
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a. Présentation de la stratégie de capture :

La structure d’appariement et de fusion est chrégi d’'un réseau non-connecté de
plots en or (20 x 50 um, distants de 45 um) plarése électrodes connectées distances de
410-460 pm (figure 2.20.b). La chambre est délimigar une résine photosensible
constituant les micro-canaux. Dans le but d’évaligdfet de I'épaisseur du plot métallique
sur I'amplitude de la force de DEP, des calculs éigues du champ électrique ont été
effectués en utilisant une méthode en éléments §ious Comsol Multiphysics©. L'or a été
choisi comme matériau pour les plots a cause degrymietés de biocompatibilité et de
bonne conductivité électrique. Les dimensions etditns aux limites utilisés lors des

simulations sont détaillés en figure 2.20.a.

2 .. . Fusion medium b Connected electrodes
Electric insulation 6 =0.035/m
d [ B =50
+V AV
h=25um ~
| {e | . Gold -
==~ 0=45e65/m Non-connected

Electric insulation

e=1 gold pads

Figure 2. 20 :Conditions aux limites pour la simulation électiggde la structure a plots conducteurs (a) et

schéma de la matrice de plots non-connectés (b).

Nous avons tout d’abord étudié I'effet d’'un plat er immergé dans un milieu
faiblement conducteur et soumis a un champ éleeriyterne uniforme. Comme lindique la
figure 2.21.a, la présence du plot déforme lessbgtle champ dans lequel il est immergé. Ces
inhomogénéités créent le gradient nécessaire auanmnt des dipdles (comme les cellules)
grace a la DEP. Dans cette partie, nous allongettlidffet de I'épaisseur du plot sur cette
force. La figure (b) présente I'évolution de laderde DEP en fonction de I'épaisseur d'or, et

ce a différentes distances du plot.
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a b ‘Maximum DEP force at different distances fromthe
pad versus gold thickness
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Figure 2. 21 :Force de DEP en fonction de I'épaisseur d’'or daddistance de I'électrode ; cellule de 20 pm de
diamétre avec un coefficients = 0,4 (fréquences comprises entre 400 kHz et 1 M&l4_es couleurs

représentent lag(Fper), b. Evolution du max deger a différentes distances du plot.

Prés de I'électrode,pEp est quasiment la méme quelle que soit I'épaissaupldt
conducteur. Conformément a la théorie (tableay Egkp diminue rapidement en s’éloignant
de la zone dinhomogénéité du champ (en®Xdur des électrodes paralléles). Cette
diminution est plus prononcée dans le cas d'éleegdihes. En conséquence, la zone de

capture par DEP est plus large lorsque des électremsses sont utilisées.

b. Structure d’appariement :

Profitant de I'effet de concentration du champuihgbar un plot en or, nous pouvons
créer une structure d’appariement en utilisantaispéspacés d’'une distance équivalente a la
taille de deux cellules. En effet, comme préseméigure 2.22.a, la zone d’appariement
(entre les plots) représente une zone de fort chdagbrique pouvant capturer les cellules par
DEP positive (fleches). Dans les bonnes conditi@mnductivité du milieu et fréquence

appropriés), les cellules seront piégées entrpltgs.

a P b Evolution of the electric field on a pairing structure
Surface: Electric field, norm [V/m] Arrow: [Fx, Fy] "o 5 «10*  versus gold thickness at 10 um height
x10 16 . '
E 2 : - == o pad
' —— : 1.8 14} : | —@=c =150 nm
e=150 o BTN EET (| . ) 1N\ Rl frdism
. T, 14 - ————\| | —e=5um
1.2 _§10— it iy -- —e:'lsum
1 = 4 \
w8
0.8
6}
0.6
0.4 4t
0.2 .
Min: 0.0354 0 | 2 1 | T
non-connected 0 02 0.4 06 08 1
gold pads Position (x)
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Figure 2. 22: Simulation d’une structure d’appariement et déofug2 plots) pour différentes épaisseurs d’or. a.
Le champ électrique (couleurs) et la force de DiieRel{es), b. Comparaison de la forme du champrideet

dans la zone de piégeage (a 10 um de hauteur).

La figure 2.22.b représente I'évolution du chartgzttique a 10 um de hauteur pour
différentes épaisseurs d’or. Nous pouvons noterl'qo®litude de E est plus élevée pour de
fortes épaisseurs ‘e’. En effet, il y a une augmeon de 16% de E pour e = 15 um en
comparaison de e = 150 nm. De plus, la zone d’aapant a électrodes épaisses constitue un
piege physique pour les cellules.

Comme le résume le tableau 2.3, des plots d'osé&mait plus avantageux pour la capture de
cellules distantes et leur appariement entre lessplDe plus, 'augmentation du champ
électrigue dans la zone de piégeage permet de reédintensité de [limpulsion
d’électrofusion. D’un autre c6té, des plots épaguierent un procédeé de fabrication plus long
(étapes d’électrodéposition et de gravure plus leaguDe plus, le facteur de forme du plot
doit aussi étre pris en considération car il efitcde de fabriquer des plots étroits et épais.
Ces difficultés technologiques seront présentéedégail dans le chapitre 3. Un comparatif
des avantages et des inconvénients des électriodsxt épaisses est présenté dans le tableau

2.3. Finalement, un compromis a été fixé a 5 prpai&seur pour les plots en or.

Tableau 2.3:Récapitlatif de I'effet de I'épaisseur du plot@n

Plots en or fin Plots en or épais
» +Processus de fabrication simple » + Champ électrique augmenté dans le piege
e - Champ électrique dans le piége non+ Zone de capture par DEP plus étendue
optimal » + Piege physique (puits) pour une paire de
* - Zone de capture par DEP réduite cellules
e - Facteur de forme du plot difficile |a
controler

c. Matricage:
En reproduisant la microstructure d’appariementmicro-réseau pour I'appariement

et la parallélisation de I'électrofusion peut étéalisé (figure 2.23.a). En utilisant le module
3D AC/DC de Comsol Multiphysics©, nous avons simuh@ structure de 5 um d’épaisseur
d’or, composée d’'une matrice de 6 x 4 plots méfads non connectés (de 10 um x 40 pm,
sépares par 50 um de distance) placés entre 20élest(410 um de distance) soumises a 50

V. Les conditions de simulation sont les mémesaglies de la figure 2.20.a.
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Figure 2. 23: Micro-matrice d’appariement et de fusion. a. Setioh 3D de la structure présentant la topologie
du champ électrique (couleurs) et de la directietadyep (fléches, cas de DEP positive). b. Distribution du

champ électrique le long d’une ligne de plots (beurontinue) et sans les plots (ligne discontinue).

Comme le montre la figure 2.23.a, I'espace emsgeplots (parallele a E) constitue la
zone de piégeage en pDEP. En effet, selon les #iédeecette figure, les cellules sont
acheminées vers la zone d’appariement lorsqué&dpénce adéquate est appliquée (zones de
champ électrique maximal). L'espace est dimensiopoér accueillir deux cellules dans
'alignement du champ électrique, afin de minimiges fusions polynucléaires (plus de 2
noyaux). De plus, la présence des plots augmentaléar de E dans la zone de piégeage et
de fusion (figure 2.23.b), ce qui semble logigusdoie nous considérons que la circulation de
E est nulle dans le plot métallique. Ainsi, le clpagectrique entre les plots peut étre
approximé a: Ferplots = V / (d — n*L), ou ‘d’est la distance entre lesugeélectrodes
connectées, ‘n’ le nombre de plots rencontrés adighe de champ et ‘L’ la largeur de
chaque plot. Cette augmentation homogéne permetdigre la tension appliquée pour avoir
un effet lors des phases de piégeage et d’élestorfuDe plus, nous verrons que le fait que le
champ soit supérieur dans le piege augmente lescebade fusions a cet endroit (bi-
nucléaires) comparativement a I'extérieur de caider

D’autre part, en tests réels sur structure ferfesecellules ne sont pas soumises a la
seule force de DEP. En effet, la force fluidiquereplissage du canal pousse les cellules et
les fait glisser le long des pieges. La figure Zo2dsente les résultats de simulation couplée
de la force électrique (DEP) et de la fluidigues§sion de 1 Pa entre I'entrée et la sortie de la
structure). Si la force de flux est trop élevés, dellules glissent le long des piéges. Dans le

cas contraire, les cellules sont piégées par DEP.
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a Slice: FdepN [m-kg2/(s°-A%)] Max: 3.00e-9 |[b

Arrow: Velocity field x10° Slice: FN Arrow: [FxN, FyN, FzN] Max: 1.396e-10

x10710

Min: 1.00e-11 Min: 7.315e-12

Figure 2. 24: Simulations électro-fluidiques de la structurd@tspconducteurs. a. Simulation de l'intensité ae |
force de pDEP (couleurs) et de la vitesse du fl(ildehes). Jusqu'a une certaine hauteur, les pidgeient les
lignes de flux. b. Résultante de la forcggd—+ Fux) au centre de la zone de piégeage. Les flechés son

proportionnelles a la force.

Néanmoins, il est préférable d'utiliser la struetugn statique @« ~ 0) afin de
maximiser l'effet du piégeage par DEP, et de ne padurber les cellules pendant le

processus d’électrofusion.

[I.3. Potentiel transmembranaire : prise en comptede |'environnement

cellulaire

Lors de l'application d’impulsions électriques dmpies (de quelques dizaines de
microsecondes a quelques millisecondes) sur ungi@olbiologique contenant des cellules
vivantes, des charges de signes opposés s'accundéepart et d’autre de la membrane
plasmique. Ceci est di a la nature conductrice mdsgeux intra- et extracellulaires
(respectivement, le cytoplasme et le milieu de sosipn) séparés par une barriere
diélectrique (isolante) empéchant la recombinaides charges opposées : la membrane.
Ainsi, cette accumulation de charges induit undédhce de potentiel entre les parois
(interne et externe) de la membrane. Ce poteratpelé potentiel transmembranaire induit
(AY)), s’ajoute au potentiel de repa@st, de la cellule. Ce dernier, lié au gradient de
concentrations ioniques entre 'intérieur et I'eidgar de la cellule, vaut typiqguemen¥, = -
50 mV (Kleber, 1983).

En augmentant ainsi le potentiel transmembrandiesde d'impulsions électriques, il
est possible de perméabiliser la membrane (Neurnshrmh 1992). Dépendamment de la
structure membranaire, le potentiel critique dergbilisation peut aller de 90 mV a 750 mV

voire plus (Mauroy 2010). De plus, en fonction devaleur de\'¥;, ce phénomeéne peut rester
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réversible ou détruire complétement la membrarestidonc primordial de pouvoir évaluer la

valeur du potentiel transmembranaire dans le cdelf&lectropermabilisation.

[1.3.1. Théorie : calcul et simulation du potentiéfansmembranaire :

Dans cette partie, nous allons passer en revudiffésentes méthodes de calcul du

potentiel transmembranaire induit.

a. Calcul analytique du potentiel transmembranaire

Herman P. Schwan fut le premier a développer wnele de calcul du potentiel
transmembranaire induit (Schwan 1957). Cette dexnifut ensuite généralisée afin de

prendre en compte le parametre temporel de I'inipuil@auly et Schwan, 1959) :
e
AW =V, -V, =f[EIR,,cosfl-e (2.13)

oU Rce représente le rayon de la cellule, f un facteur dépet des caractéristiques
électrigues du cytoplasme, de la membrane et deurektracellulaire, E I'intensité du champ
électrique appliqué di I'angle entre le point de calcul et la directiom champ électrique
(voir figure 2.25). Enfin, la constante de tempsaarge de la membrang, s’exprime
comme suit en fonction des permittivités de la memé 6,¢ du cytoplasmedi) et du

milieu externe ¢m) ainsi que la permittivitésf,e) et 'épaisseur (e) de la membrane :

RC go‘sm%
_ ell e

7 =
m 2.14
2O-mo-c I:eCeII ( )
+ [T, .
20,+0, e
cathode E anode
- +
<€
cos 8 =0=A¥ =0
24
6=1 \ £
cos B = 9
¥« <
AV, =AY - v
< A \\A‘Pi
A,

AY = fE R, c0s @

Figure 2.25 :Schéma explicatif de la variation de potentieh$raembranaira'¥; sur une cellule plongée dans
un champ électrique uniforme E. Le potentitlyreprésente le potentiel au repos de la cellule fleekes sont

la représentation vectorielle de la direction det®ptiels décroissants.
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La formule (2.13) permet ainsi la prise en comptéeimps de charge de la membrane, critere
primordial dans le cas dimpulsions ultra courtasanpopulses) (Villemejane 2010).
Néanmoinsgy, étant en général inférieur ou égal a la microsgepte terme temporel peut
étre omis dans le cas d’'impulsions ‘classiques’ddsirsupérieures a 10 ps). De plus, dans le
cas de cellules sphériques ayant une membrantatipbsment conductrice, le coefficient f est
égal a 3/2 (Kotnik etl. 1997). On obtient ainsi la formule de Schwan {95

AW, = g [E (R, cos@ (2.15)
La formule de Schwan est la plus utilisée pourrddéteer le champ électrique nécessaire pour
atteindre le potentiel transmembranaire critiqueésdée cadre d’applications impliquant
I'électroperméabilisation ou I'électrofusion (Lee a&. 1999). Dans d’autres cas, le champ
critiqgue est déterminé empiriquement (Tekleakt1991, Ozil etal. 1986). La formule de
Schwan n’étant valable que pour une cellule sphériges versions évoluées de la formule
intégrant des facteurs de forme ont aussi été dgpéks afin de tenir compte de la forme des
cellules (Gimsa eal. 2001, Sukhorukov eal. 1998). Néanmoins, de par sa simplicité, la
formule classique (2.15) reste la plus utiliséegpeéelant, cette derniere n’est valable que dans
le cas d'une cellule isolée dans un champ électrigngorme. Or, dans le cas de
I'électrofusion aprés appariement, I'impulsion egipliquée sur une paire (voire plus) de
cellules tres proches. Les cellules se rapprodfiantmodeéle isolant, la proximité d’'une autre
particule modifie la cartographie du champ éleatigAinsi, les cellules vont écranter ce
dernier diminuant le potentiel induit. Techaumna¥\&ashizu ont donc développé un modéle
analytique permettant de calculer le potentiel trarabranaire induit sur deux cellules tres
proches (Washizu etl. 2007). lls ont ensuite étendu ce modéle au caleW¥; de cellules
dans une structure a plots isolants présentéehaluis(Techaumnat etl. 2007). Ce modéele,
tres efficace, reste néanmoins compliqué a mettreeavre et trés rigide. En effet, afin de
pouvoir l'utiliser dans le cas d’autres types dadures, il doit étre compléetement modifié, ce
qui peut étre difficile (voire impossible) pour tanes structures. Pour cette raison, nous
avons favorisé le calcul numérique se basant susitieulations en éléments finis permettant

de tenir compte de I'environnement de la cellulesliguque soit la forme de ce dernier.

b. Calcul numérique (en éléments finis) du potéhtgmsmembranaire :

En utilisant le module AC/DC de Comsol Multiphys®;, il est possible de calculer le

potentiel électrique en tout point de la structamedélisée. En se placant en conditions
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statiques (durée d’impulsion supérieure au tempshdege de la membrang) la cellule peut
étre considérée comme une sphére isolante plongds dn milieu conducteur, car la
membrane chargée isole le cytoplasme du miliewaealiulaire. Ainsi, durant une simulation
électriqgue 3D de la structure, le potentiel en fmint a la surface de cette sphére est connu.
D’autre part, en tenant compte de la neutralittad=llule (charge totale de la cellulg ©0),
nous pouvons considérer que le potentiel interng ¢@nstant) de cette derniére est égal a la
moyenne du potentiel ¥/calculé par éléments finis (FEM) en tout poirdasurface externe
‘S’

1
Vyy ‘Eivids (2.16)

Ainsi, le potentiel transmembranaire en tout pdita cellule peut ce calculer comme suit:

AV =V, -V, (2.17)

|
En utilisant les formules (2.16) et (2.17) coupléedes simulations numériques nous avons
pu extraire le potentiel transmembranaire en touhtpde la cellule dans différentes

configurations.

[1.3.2. Evolution du potentiel transmembranaire powdeux cellules tres proches :

Nous avons tout d’abord voulu mettre en avanfdiefle la proximité d’'une autre
cellule sur le potentiel transmembranaire. Poun,cebus avons effectué des simulations
numeriques de deux cellules immergées dans unufdiblement conducteur (0,03 S/m) et
soumises a un champ électrique externe E unifocmefiguration b, figure 2.26.A). D’apres
la formule de Schwan (2.15), le potentiel transm@méire maximal (en omettant le potentiel
de repos) d’'une cellule serait le suivant :

Al'IJmax = 1'5[ El RCeII (2.18)

La figure 2.26 représente I'évolution du potentiahsmembranaire normalisé en fonction de
'angle 6 et ce pour différentes distances ‘d’ entre letutad. Le potentiel transmembranaire
normalisé (V) est calculé comme suid; et celui obtenu par la formule 2.17) :
AW, AW,
V'm:ALIJ = 3 ' (219
me 5 EI:\)Cell
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A B Normalized transmembrane potential vs the distance between cells without insulators
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Figure 2.26 : A. Représentation des 3 configurations étudiéegvBlution du potentiel transmembranaire
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d’'une paire de cellules dans un champ électrigteres uniforme (configuration b), en fonction delistance

‘d’ entre les cellules. Le point ‘contact’ corresyloa une distance d = 0.4 um

La distance d = 400 nm représente le contact desredeux cellules. Dans ce cas, nous
pouvons voir que la proximité de l'autre cellulemitiue fortement le potentiel
transmembranaire (réduction de 30 % au point deacoet de 10 % au pble opposé). Ceci est
did au caractére isolant des cellules qui modifientcartographie du champ électrique
écrantant mutuellement celui percu par la cellwisine. Par opposition, plus les cellules sont
éloignées, plus la forme du potentiel se rappraghka forme sinusoidale décrite par Schwan.
Ceci confirme que le modele de Schwan (formule 21i’Bst pas applicable lors de la
proximité d’autres cellules. Or, dans le cadre 'ééedtrofusion, il est nécessaire que les
cellules soient en contact lors de I'applicationl’ohepulsion. La premiére conséquence de la
distribution du potentiel transmembranaire dansake de cellules proches est que la premiére
zone permébilisée est opposée a la zone de cobsastconde conséquence est que le champ
électrigue externe nécessaire a la déstabilisatienla membrane au point de contact
provoquerait une permeéabilisation forte au péle aggp pouvant provoquer une lyse
cellulaire. Pourtant, cette configuration, peu falde a la viabilité des cellules, se retrouve
dans les cuvettes d’électroporation. Nous allonis goe I'utilisation d’une microstructure

intégrant des plots isolants peut pallier ce pnolgle
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[1.3.3. Evolution du potentiel transmembranaire dara structure a plots isolants :

En utilisant des plots isolants (configurationfigure 2.26.A), la cartographie du
champ électrique peut étre modifiée. En placantectement ces plots, il est par exemple
possible de doubler (voire plus) localement listiéd du champ (figure 2.27.a). Ainsi, en
placant deux cellules dans cette structure de kotieh du champ électrique, nous pouvons
amplifier le potentiel transmembranaire dans |ai@atésirée : le point de contact (figure
2.27.b). Dans cette partie, nous allons étudier ettt en utilisant la modélisation par
éléments finis.

Pour cette étude, des plots cylindriques de 30 pialeetres, séparés de 20 um créent le
gradient de champ nécessaire a I'application dDE positive pour apparier les cellules
dans l'ouverture. La méme constriction du chamgtétpie est ensuite exploitée lors de
'application des impulsions électriques, afin déider un champ maximal au point de

contact entre les cellules (figure 2.27).

a x10° Electric field plot in a structure with insulators b Normalized transmembrane potential vs the distance between cells with the insulators
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Figure 2.27 : Effet de plots isolants sur (a) I'intensité du ipeélectrique externe et (b) sur I'évolution du
potentiel transmembranaire

Lorsque les cellules sont trés proches et danohe zle piégeage (d¢R diminue), deux

effets sont visibles :

- Une forte augmentation du potentiel transmembranau point de contact, et une
augmentation un peu plus faible au pble opposésdim les cellules sont assez
éloignées l'une de l'autre, mais assez prochesadeohe de piégeage (= 1),
|AY;|dépassA¥maxde 80% au point de contact, et de 30% au pdle @ypos

- Un écrantage de E da a la proximité de la seear@lule apparait lorsque d/R < 1

diminuant AW¥j|au point de contact.
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Néanmoins, I'équilibre entre I'écrantage di a lexpmité des cellules et 'augmentation due a
la concentration de E dans la zone de piégeage emamAW;|supérieur au point de contact
(65% supérieur A\¥nax au contact contre 30% a lI'opposé). Cette configumaest plus
adaptée que la précédente (sans constriction dakd a I'électrofusion cellulaire. En effet,
en augmentant principalement le potentiel transmandire au point de contact, il est donc
possible de perméabiliser la membrane a cet engir@iis sans endommager le pble opposé.
Plusieurs parametres peuvent étre investiguésdaijtimiser la structure (distance entre les
plots, diameétre, forme, ...) sans avoir a modifiemiedele de calcul. Nous avons par exemple
etudié l'effet de la distance ‘X’ entre les plots 4¥; de cellules en contact (d = 400 nm)
(figure 2.28). Nous pouvons noter que lorsque lesspsont trés éloignés (x& > 8) il n'y
avait quasiment aucun effet de leur présence. Cemenlorsque ‘x’ diminue, la focalisation

du champ électrique apparait £¥}|augmente principalement au point de contact.

Normalized transmembrane potential vs the distance between the insulators
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Figure 2.28 :Effet de la variation de la distance entre lesspair I'évolution du potentiel transmembranaire

(distance entre les cellules constante, d = 0,4 um)

La figure 2.29.a résume les résultats de potemmtiabEmembranaire aux deux poles, en
fonction de la distance normalisée entre les @dluhvec et sans constriction du champ
électrique. Nous pouvons voir que toutes les caurbenvergent vers ‘1’ (potentiel
transmembranaire égal a celui calculé par Schwanles cellules, trés éloignées, n'ont plus
d’'influence I'une sur l'autre. Ainsi, les deux pslent autant de chances d’étre perméabilisés.
Cependant, lorsque les cellules sont proches, let pigi contact de celles placées entre les
plots isolants a plus de chances d’'étre perméélfjistentiel normalisé a 1,6) quand celui des
cellules hors pieége a le moins de chances de (pttntiel normalisé a 0,7).
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Afin d’avoir une idée quantitative de I'amélioratiapportée par la présence des plots,
nous avons comparé la déviation ‘D’ apportée amtpdé contact et au pble opposé avec et
sans plots. D’autre part, nous définissons la diéwvigpar rapport au maximum de potentiel
transmembranaire calculé par Schwal (., afin d’avoir une idée de la différence entre le
potentiel calculé grace au modele numérique et addienu par le modele analytique de

Schwan. La déviation ‘D’ (représentée en figuré@dp s’exprime comme suit :

AW | -AW,

D =100x mex =100% (V' -1) (2.20)

max
A titre d’exemple AY; aux pdles d’'une cellule de 10 um de diamétre, ésdns un champ
électrigue uniforme E = 1 kV/cm, est égal a £ 1,5e¥ donc une déviation D = 0% et un

potentiel calculé par Schwan exact.

Normalized Transmembrane Potential vs the distance between cells
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Figure 2.29 :Evolution en fonction de la distance normalisédréeles cellules) du potentiel transmembranaire
normalisé (valeur absolue) avec et sans plots aux goles (a) et de la déviation normalisée D d&filans le

texte
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Nous constatons que lorsque les cellules sontrédesy la déviation tend vers O car le modéle
de Schwan est exact dans ce cas. Cependant, [Btpeutes élevé lorsque les cellules sont
proches (60% pour une paire dans le piege).

En I'absence de plots, la déviation atteint respestent -5% et -25% au pole opposé et au
contact (potentiel sur-estimé par Schwan). Ces taisulsont identiques aux résultats
analytigues de Techaumnat et Washizu (Washial. &007). Afin d’obtenir une fusion, le
champ électrique doit donc étre augmenté au ridgudgrader le pole opposé de la cellule.
Afin de dé-corréler I'effet de la proximité de lme cellule et celui de la concentration du
champ électrique, nous avons représenté une cshule dans le piege a plots isolants. Dans
ce dernier cas, la déviatipeut atteindre 120% au pole faisant face aux [gémsivalent au
contact) et 60% a lI'opposé. Lorsque I'effet d'ueeande cellule est ajouté, ces valeurs sont
respectivement réduites a 60% et 45%. Nous enlwame que pour obtenir une fusion, le
champ appliqué doit étre 60% inférieur a celui gl@@ar I'équation 2.15 (Schwan) pour un
champ uniforme. D’autre part, ces résultats démsontgu’avec une microstructure adéquate,

il est possible d’avoir un meilleur contrdle suplaentiel transmembranaire de la cellule.

[1.3.4. Potentiel transmembranaire dans la struceide parallélisation a plots conducteurs :

Nous avons calculé le potentiel transmembranaireetleles piégées dans la structure

a plots conducteurs.

Evolution of the normalized transmembrane potential in the 3 cases
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Figure 2.30 :Evolution du potentiel transmembranaire d’'uneutellsolée en dehors du piége (noir) en tenant

compte de la seconde cellule (bleu) et d’'une pereellules dans le piége non connecté
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Dans ce cas (figure 2.30), le potentiel transmendira est écranté par la présence de
I'autre cellule. Ce potentiel est cependant plevé&lgu’en I'absence de ces plots car, comme
vu en section 11.2.3, le champ électrique est sapérdans la zone de piégeage. Ainsi, les
cellules piégées ont plus de chance de fusionrecelles qui sont restées hors du piege.

Néanmoins, a cause de la forme plus ou moins honeoge E dans la structuray;|
au point de contact est Iégérement inférieur ae ppposé. Nous avons cependant obtenu de
tres bons résultats de fusions dans cette stru@tuedleurs qu’en son absence). Dans cette
configuration, le pole opposé est d’abord perméabpuis le potentiel se propage au point de

contact, ce qui perméabilise ce pole, conduisamiesfusion.

11.4. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons tout d’abord tragdifférentes forces mises en jeu lors
de I'application d’un champ électrique sur desutef plongées dans un milieu plus ou moins
conducteur. Nous avons pu voir que la conductaéee milieu était un facteur déterminant
concernant I'élévation de température qui pouvégulter. Le modele analytique a tout
d'abord permis de dresser un bilan des forces ewétdier que dans le cas de nos
expérimentations, la diélectrophorése était ladatominante. Néanmoins, nous avons montré
gu'un modele numérique, basé sur les mémes équajmuwait étre appliqué et restait
flexible. Un exemple présentant des calculs de éatpre et de forces électrothermiques
dans une structure complexe prouve la faisabilitéadcul.
La seconde partie de ce chapitre a permis d’'infredas 3 structures étudiées durant cette
these. La premiere structure incluant des plotsagslpermet d’élever le champ électrique
dans la zone de piégeage et d’électrofusion. Langkx structure, basée sur un mode de
piegeage fluidique est prometteuse pour la fusiaralfglisée. Enfin, la structure a plots
conducteurs évitant I'adressage électrique, estaossi prometteuse pour de I'électrofusion
parallélisée.
Dans la derniere partie de ce chapitre, nous asnak/sé I'impact des différentes structures
proposées sur le potentiel transmembranaire de deliles appariées dans le cadre de

I'électrofusion.
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Chapitre 3
Microfabrication

Dans le chapitre précédent, plusieurs structurgsddgeage et d’électrofusion de cellules ont
été retenues. Le procédé choisi pour leur réadisagst commun.

Ce chapitre présente les différentes étapes dedéibn des biopuces que nous avons
développées. Dans la premiére partie, une attepaidiculiere est portée a la fabrication des
électrodes et des canaux fluidiques, tout en prasedes difficultés rencontrées et les
limitations dues aux matériaux et modes de fabdnatQuant a la seconde partie, I'attention

est plut6t portée sur les difféerentes stratégiescdéement (ou packaging) des biopuces.
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[11.1. Fabrication de la biopuce :

Les simulations numériques, présentées dans leitdhgpécédent, ont permis de
convenir de structures de piégeage opérationnelbé® optimisées. Ces derniéres ont ensuite
été fabriquées en salle blanche. Nous commencgangrésenter un rapide descriptif du
procédé global de fabrication, puis, nous nouslattans a décrire plus précisément quelques

points spécifiques.

[11.1.1. Résumé du protocole de fabrication :

Concernant les matériaux utilisés pour la fabrizatile la biopuce, ils doivent bien
evidemment tous étre biocompatibles. Le substrasictoit étre, dans la mesure du possible,
transparent car la majorité des microscopes endadices de biologie sont des microscopes
en transmission, la lumiére devant alors pouvaiérser I'échantillon. Le substrat choisi doit
donc étre de préférence en verre. Les électrodgsenoor car ce métal est largement inerte et
biocompatible. Ce matériau noble est trés utilagsde cadre des applications biomédicales.
En plus de son utilisation en chirurgie dentairg;, & plusieurs applications directes de I'or
dans des dispositifs médicaux. Parmi ces applicgtioous pouvons citer I'utilisation de fils
d’or dans les pacemakers ou d’endoprothéses redeawtor pour le traitement de certaines
maladies cardiovasculaires (AZOM 2013). D’autret,plarchrysothérapieou I'utilisation de
composés a base dor pour le traitement de cestamaladies comme [l'arthrite, est un
principe reporté depuis 1929 par Jacques Forgstaestier 1929). En effet, 'accumulation
des « sels d’or » dans I'organisme possede desi@trdpanti-inflammatoires. Il existe méme
des complexes a base d'or ayant des propriétéstuamtirales (Yong etl. 1999). Ce
matériau, qui a donc prouveé au fil des annéesregsigtés de biocompatibilité, est celui pour
lequel nous avons opté pour la fabrication dedr@ées des biopuces.

Quant aux canaux, et toute autre partie isolarésgnte dans la structure, ils sont faits
de SUS8 (résine époxy transparente, structurabléthagraphie et pouvant présenter de hauts
facteurs de forme). Enfin, le circuit est recouvettn couvercle constitué d’'une lamelle de
verre ou d’'un capot moulé dans un polymere biocaiiea(PDMS pourPoly Di-Méthyl
Siloxan@, choisi pour sa facilité de mise en forme. Le PBbbt un polymére présent dans la
composition de certains shampoings (comme anti-saniy des lentilles de contact ou
encore d’additifs alimentaires (E900). Depuis lattdébut des années 2000, ce polymére
connait un essor dans le domaine de la microfluiligen effet, tout d’abord introduit par
'équipe de Whitesides en 1996 (Whitesidesaét 1996, 1998, 2000) il s’est ensuite
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rapidement développé dans d’autres groupes middajlues. Le PDMS est apprécié dans ce
domaine pour sa simplicité et la rapidité de prgiage qu'’il procure pour de tres faibles
colts. Par ailleurs, étant transparent aux frécegengptiques, et ayant une auto fluorescence
faible, le PDMS facilite I'observation des microeam sous microscope. Par ailleurs, sa
flexibilité a ouvert la voie a de nombreuses aians (comme les vannes de Quake qui se
déforment sous la pression, QuakaleR000, 2001). De plus, il est perméable au gazdout
restant étanche, ce qui en fait un matériau dexafimicrofluidique appliquée a la biologie
(échanges gazeux possibles pour la culture cefylgEnfin  sa biocompatibilité lui a ouvert

la voie dans le domaine de la culture cellulaire.

a. Cr/Au deposition and elec- b. Photoresist spin-coating ¢. Auand Cr wet etching and
troplating and patterning 51805 removing

Cr/Au o N
Gla557 51805 5= . e

photoresist

e. Packaging
d. Channel patterning /\
SU8 photoresist Irreversible packaging
SN Removable packaging Fag (s T Silanization

i

— Glass slide or PDMS

Figure 3.1 : Schéma de principe du protocole de fabricatiofadgopuce
Le protocole de fabrication développé peut-étreodgamsé en 5 principales étapes (figure

3.1):

a. Une couche dor de 150 nm est déposée sur ustratilpar pulvérisation cathodique.
Cependant, ce métal présentant une faible adhérenedrés fine couche de chrome (15 nm)
doit étre prealablement déposée. Dans le cas oaléesodes plus épaisses sont nécessaires,

I'épaississement est réalisé par croissance élgidree (étape détaillée plus loin).
b. Afin de pouvoir graver les électrodes dans I¢aheeposé, une étape de photolithographie

UV est effectuée a l'aide de S1805 (résine pogitilamns ses conditions normales d’utilisation

(Jaeger 2002). Les parametres concernant cette gbap détaillés dans le tableau 3.1.
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c. L’échantillon partiellement protégé lors de dpé b peut étre plongé dans un produit de
gravure de l'or : un mélange de Kl/L’iodine (l,) réagit avec I'or selon la réaction chimique
suivante :

2Au+bL—> 2Aul (3.1)
La solubilité de I'iodure d’or (Aul) est améliorgar la présence d’iodure de potassium (KI)
(Microchem 2013). Le mélange Ki/h’attaquant que l'or, les zones recouvertes de0$18
sont préservées, et I'or gravé seulement danlesszne constituant ni électrodes ni contacts
électrigues. L’échantillon est ensuite rincé deois dans de I'eau dé-ionisée (EDI). L’étape
suivante consiste a graver la couche restante menehdans ces mémes zones non protégées.
Pour cela, I'échantillon est plongé durant 45 sdesndans du « Cr etchant » avant d’étre
rincé dans de 'EDI.

d. Afin de créer les flancs des canaux fluidiquetsfoute autre structure isolante dans la
chambre de fusion, une seconde résine photosersiblliispensée sur I'échantillon. Celle-ci
est une résine époxy transparente et épaissel8aldne couche d’environ 25 um est étalée
par centrifugation avant insolation a travers lesgue « niveau fluidique » (parameétres
détaillés dans le tableau 3.1). Contrairement &11805, la SU8 est une résine négative. Ce
sont donc les parties insolées qui restent aprghdae de révélation. Aprés cette derniére
phase, les canaux sont définis et une étape det @eclif5 °C durant 30 min est parfois
nécessaire pour diminuer les craquelements et uwi@sda stabilité dans le temps des

caractéristiques thermiques de la SU8.
Tableau 3.1 :Protocole de lithographie de la S1805 (résinetpesiet la SU8 (résine négative) sur quartz

Parameétre S1805 SU8-2025 ou 3025 sur quartz
Epaisseur obtenue ~ 700 nm ~25um
Nettoyage avant dépot Soufflettg N 3 min Acétone, 3 min éthanol, 5 min
EDI, Ny, ~15 min étuve 150°C, 5 min
Ozoneur
Dépot tournette 1000 rpm/1000 rpmi¥30 Etape 1 : 500 rpm/100 rprit/6 sec
sec Etape 2 : 3000 rpm/500 rprit/80 sec
1* recuit 1 min @ 115°C 3 min @ 65°C, 15 min @95°®Mif @
65°C
Repos ~ 30 min
Insolation UV sur MJB3 64 mJ/cm? Masque Cr : 160 mJ/cm?
(365 nm) Masque plastique : 240 mJ/cm?
2" recuit --- 3 min @ 65°C, 15 min @95°C, 3 min @
65°C
Repos Au moins 30 min
Développement AZ 351 (ratio 1 :5 dans Développeur SU8 : ~5 min
EDI) : 1 min
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e. A ce stade, des tests en statique peuvent B¢etués sur la biopuce en déposant une
goutte de milieu contenant des cellules dans labina d’analyse puis en recouvrant celle-ci
d’'une lamelle de verre. Cependant, afin de mettrpression les canaux microfluidiques pour
des tests en flux, nous avons étudié et dévelopfiéreshtes techniques de scellement

détaillées plus loin (section Il1.2).

[11.1.2. Cas des électrodes fines :

Plusieurs techniques de dép6t de couches méwdliqunces existent (Pesty 2013).
Les deux principales méthodes de dépdt en phaseuvggegsique sont I'évaporation
thermique (en chauffant le matériau placé dansrenset) et la pulvérisation cathodique
(figure 3.2).

o ’ Pompe a
vide
Les atomes arrachés de la
cible s'adsorbent sur la
surface du substrat «

: SRaalaly Substrat
. S
Figure 3.2 : Schéma de principe du dépbt par pulvérisationochdfue

Ne nécessitant pas l'injection d’'un gaz pour créemplasma, I'évaporation thermique est la
meéthode la plus simple. Elle ne permet cependastipadépét de matériaux fortement
réfractaires, et peut produire des couches conésripar réaction avec le creuset. L'énergie
d’incidence des atomes étant de I'ordre de I'émetigermique (16 & 10% eV), les films sont
généralement peu denses et peu adhérents. Quaat paldérisation cathodique, étant
utilisable pour la majorité des matériaux (mémexcayant un haut point de fusion) et les
couches ainsi formées présentant une bonne adeémarsubstrat et un bon recouvrement des
marche a haute pression, elle est une méthoderépasdue dans l'industrie. C’est cette
derniere technique que nous avons aussi choigliséut

L'utilisation d’électrodes fines facilite le procédé réalisation, d’autant plus que les

fournisseurs de wafers peuvent proposer des stepté&déposés.
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Nous avons évalué les valeurs de résistances olsteanexr les géométries choisies en
utilisant la formule suivante :

L

dlectrode — . rx 3.2
Russos™ 55 32)

avec ‘L’ la longueur et ‘S’ la section de I'éleati® et enfin &n4tal 1a conductivité électrique
du matériau (45*10S/m pour I'or). Dans le cas d’électrodes en ot @en de longueur et 300
pum de largeur, la résistance équivaut a @Q@our une électrode fine (150 nm d’épaisseur) et
0.001 Q dans le cas d'une électrode semi-épaisse (5 pmey.deux types d’électrodes
présentent donc une résistance tres faible et n§edu pas de chute de potentiel significative
dans le cadre de ces dimensions.

Nous avons cependant remarqué durant nos expédtioers que les électrodes fines
pouvaient étre dégradées par l'application répé&éetensions de forte amplitude ou
lorsqu’elles sont mises en présence de milieux ex@ntt du sucrose (figure 3.3). Une
premiere dégradation a par exemple été produiteuaecd’effets électrochimiques (I'oxydo-
réduction des électrodes apparaissant aux frégsafiabmentation inférieures a 10 kHz).
Ces effets sont amplifiés par la conductivité ddiemi Concernant les milieux riches en
sucrose, nous pensons gu’il est probable que lidtdgraent du milieu durant I'application de
fortes tensions puisse provoquer un dép6t suréesrédes (réaction de Maillard, 1912).

}lll]x

e
fon

U
el W

S ;7: — '.;_‘_74_,_".2:-——:'
Figure 3.3 : Electrodes fines noircies et/ou arrachées (flebleasches) par I'application répétée de champs

électriques de trés forte amplitude, dans un mii@utenant du sucrose, et/ou par des pressiontgflis fortes

Ainsi, il est préférable d'épaissir la couche dfmar croissance électrolytique. Dans ce cas,

aucun noircissement ou effet d’arrachement n’abgervé.

[11.1.3. Cas des électrodes épaisses : dépbt ébdginue d’or

L’électrodéposition est une technique basée seh#idge d’électrons entre les ions
présents dans la solution électrolytique de dépaine surface conductrice. La Centrale
Technologique Universitaire d’Orsay (MINERVE) metigposition un équipement de dépot

électrolytique de cuivre trés utilisé pour la fahtion d’électrodes épaisses dans le cadre de
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biopuces (Mottet 2009, Villemejane 2010). Les pd&s2autours du cuivre ont tout d’abord
été développés au sein de I'équipe Micro Nano Bidcrdbystémes (anciennement
MINASYS) dans le cadre de la réalisation de mioobibhes (Quemper eil., 2000, Woytasik

et al. 2006) puis utilisés pour la fabrication de biomi¢Mottet et al. 2010, Villemejane
2010). Le processus consiste a d’abord réalisenome sur le substrat a I'aide d’une résine
photosensible avant d’effectuer une croissancdrélgtique. Ainsi, le métal n’est déposé que
dans les zones ouvertes de la résine. Le procdd#® utans les travaux précités permet de
concevoir des électrodes de moins de 50 um d'épaisCependant, la planéité des
électrodes ainsi déposées n’'est pas assurée adtanseffet de bords autours du moule ; ce
qui se révele problématique pour I'étape de scelldnde la puce. De plus, linterface
électrode / milieu d’expérimentation est une swefampice aux échanges d’espéces chargées
incluant le relargage d’ions métalliques nocifs plegrcellules (Friedrich etl. 1998; Kotnik

et al. 2001). D’autre part, certaines études montrent lquauivre est un matériau a risque
dans le cas de I'utilisatioim vivo ouin vitro car dans le cas d’'un dégagement de matiere, il
devient cytotoxique (Gregoire etl. 2009). Il peut donc s’avérer nécessaire d'isoé |
électrodes en cuivre grace a un dépoét de polynmaeyléne dans le cas de Villemejane,
2010). Mais le procédeé nécessite des étapes dedabn supplémentaires (dépot et gravure
du polymere). De plus, la couche de parylene éerlenthamp électrique. Nous avons donc
opté pour I'utilisation d’'un matériau plus inertepdus biocompatible : I'or. En effet, au début
de ces travaux de theése, un équipement de déemitofjique d’or a été mis en place par
Claire Dalmay au sein de I'équipe BIOMIS (Dalmaykt2011, 2012).

a. Dépobt d'or :

Dans le cas de couches minces (<500nm), les tedmg@écédemment décrites peuvent étre
utilisées. Dans le cas ou I'épaisseur de la cowstemportante, les temps de croissance
deviennent trop importants par les techniques autitvenelles de la microélectronique. L'or
peut alors étre déposé par croissance électrolysguaine surface conductrice (Cr/Au par
exemple). Pour cela, nous utilisons un bain a lbl@seyanure d’or. Il doit donc étre utilisé
avec précaution. De plus, étant de nature légérebesitjue (pH entre 7 et 8), tout produit
acide doit étre éloigné de la hotte lors du dépéthanol doit aussi étre éloigné du bain et du
matériel de dépbt électrolytique a cause du risdpielégagement de cyanure d’hydrogéne
(gaz extrémement toxique) suite a la réaction aeesolvant.

Une autre conséquence de la nature basique duebtila difficulté de trouver des résines

compatibles. En effet, la majorité des résines dellage pour dépodts électrolytiques sont
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destinées aux bains neutres ou acides (Microcher®)2Dhlmay etal. ont pu effectuer des
dépbts d'or avec des moules en SU8 (DalmawleR010), mais la SU8 reste une résine
difficile a retirer et nécessite le dépbt d’une duei sacrificielle (omnicoat par exemple) pour
faciliter son retrait. Nous avons donc décidé depas utiliser le micromoulage mais de
réaliser une étape classique de dépdbt et gravuoeggé compatible avec les dimensions
mises en jeu. Certes le dépot d’'or en pleine plagdeit une perte de matériau précieux,
néanmoins, contrairement aux dép6ts a l'aide de espuette technique assure une bonne
planéité de la couche (différence d’épaisseur dfenv5% entre le bord et le centre de

I'échantillon 2 pouces). Le schéma de principe épad électrolytique d’or est présenté en

figure 3.4.
] Baimn KAu(CN)2
-1 7<pH<8
+
Sonde de
température
770 Q) __:Ie'
Multimetre | i /
Ao At
Substrat H
Agitateur Grille en Pt
magnétique

T =55°C & 170 tpm I»

Réaction sur le substrat (cathode):
At + & Au

Figure 3.4 : Schéma de principe du dépét électrolytique d'or

Durant le dépét, I'échantillon est connecté a lhade et plongé dans le bain a base
d’aurocyanure de potassium (KAu(GN)Une grille en platine immergée est quant a elle
reliée a 'anode. Les ions Aprésents dans I'électrolyte migrent vers I'écHinmti(substrat
conducteur grace au pré-dépot d’'une fine couchg doréagissent a sa surface formant des
atomes Au, si le potentiel est supérieur au patedté décharge de I'ion. La température du
bain, maintenue a 55°C, et une Iégére mais comstagitation assurent le renouvellement de
I'électrolyte a la surface du substrat. La vitessk rugosité du dépét dépendent de la densité

de courant injecté. La masse m d’or déposée peardlseler selon la loi de Faraday :

1M
== 2t (3.3)
e )
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avec F la constante de Faraday (96.485 C/mole)a Mhdsse molaire (196,97 g/mole pour
I'or), ne le nombre d’électrons échangés (1 seul dans saseour le couple Au/Aj | le
courant appliqué et t la durée du dépébt. La forn(Bilé) donne I'épaisseur h déposée:
h=—11 (3.4)
pLs
o p est la densité (19.250 kgfmour I'or) et S la surface (19,6 émans le cas d’un wafer 2
pouces). Nous pouvons calculer la vitesse de dépéndue dans le cas ou l'efficacité de
courant est de 100%, c’est-a-dire que I'ensemble dwarges injectées participent a la
décharge des ions Au
Ainsi pour une densité de courant de 1,5 mA/dm vitesse de dépbt attendue sur un
substrat 2 pouces est de 100 nm/min (donc dép6tde en 1 h pour | = 30 mA). A cette
densité de courant, la rugosité de surface edefaimtons que la rugosité la plus faible (~ 13
nm) a été obtenue pour une densité de courant e rbA/cnf. Cependant, la vitesse de
dépbt dans ce cas est divisée par deux et peup@péematique pour des dépbts épais (plus
de 8 h de dépbt pour obtenir 25 um d’épaisseuriisNavons donc opté pour une densité de
courant de 0,75 mA/cm2 dans le cas de dépots énfiéyia 5 um, et de 1,5 mA/cm? dans le cas
contraire.
Dés que le bain est a la bonne température, létgéut commencer selon le cycle
suivant :
- 3 min a 0,07 mA/cm? (nettoyage de la surface)
- 3 min a 0,35 mA/cm?
- Aussi longtemps que nécessaire a 15 mA ou 0,75 mA(t um déposé toutes les 20
min sur substrat 2 pouces)
Lorsque le dépobt est terminé, I'échantillon estoy sous un filet d’eau durant quelques
minutes.
L'étape suivante consiste a définir les électrathess le métal déposé. Pour cela une premiére
étape de photolithographie est nécessaire. La €fig@t5 rappelle les étapes de
photolithogravure et présente des photographiescteiées en Microscopie Electronique a
Balayage (MEB)
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A. S1805

a.

Au
Cr
verre

Insolation UV

L l L ll |
==

i L5

Figure 3.5 : A. Photolithogravure aprés dép6t d’or (a. Echlmtiaprés dépdt électrolytique d’or, b. Dépbt et
recuit de S1805, c. Insolation UV a travers le masg électrodes », d. Développement de la résir@aure
Kl/l, d'or, f. Gravure au ‘Cr etchant’ du Cr, g. retrdé la résine et nettoyage de I'échantillon). Bages du

résultat au Microscope Electronique a Balayage.

b. Gravure d’'électrodes épaisses :

Apres I'étape de photolithographie (figure 3.5.dje fine couche de résine photosensible
S1805 protége les électrodes pour la prochaine él@gravure. Il peut s’avérer nécessaire de
retirer un exces de résine au bord de I'échantillon.

L’étape suivante consiste a plonger I'échantill@mgl une solution de K¥lafin de graver,
selon la réaction chimique (3.1), I'or non protgm la résine. Pour accélérer le procédé de
gravure dans le cas d’électrodes épaisses, il ssilpe d'effectuer cette étape dans un bain-
marie afin de contrbler la température a 50 °C. Neaxons que l'utilisation d’'un procédé
chimique induit une gravure de type quasi-isotr@pedui-ci peut également induire de la sur-
gravure, ce qui est effectivement observé (figuteA3et schéma en figure 3.7.B.b). Il s’est
avéré que sans agitation, les zones ou la surfacgaderre est grande sont tres lentement
révélées. Ceci est di a la grande consommatiohodénke qui se voit rapidement diminuer.
L’agitation durant le procédé permet de renouvedsrespéces, réduisant le temps de gravure.
En contrepartie, les motifs plus petits sont largeimsur-gravés (figure 3.6.A. en haut a
droite, perte de 2 lignes de plots avec agitatibious avons donc préféré effectuer la gravure
sans agitation pour limiter I'arrachement des patibtifs (figure 3.6.A, sans agitation, une

seule ligne manque) et arréter le processus dekegudectrodes connectées sont libérées des
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courts-circuits. Il est important de noter que maélges précautions, les motifs étroits (~10

pm) et longs (type lignes) sont tellement sur-gsage’ils forment des poutres flottantes et
sont parfois arrachés de la surface (figure 3.6.B).

A Avec agitation

Sans aﬁitatio Avec agitation __Aunon gravé

Au protégé
par S1805 ~

Surgravure,

Figure 3.6 : Effet de la sur-gravure de I'or. A. Photos avantdtrait de la résine. La sur-gravure est plus
importante avec une agitation (perte de 2 lignesidéfs au lieu d’'une seule sans agitation). Leifipsut se
deviner sous la résine et semble plus étroit @& lgju’au sommet. B. Désolidarisation (flechesdblas) et

arrachement (fleches noires) des lignes d’or résulf’'une forte sur-gravure

La figure 3.7 met en évidence la sur-gravure désplonds et carrés. Nous pouvons voir en
figure 3.7.A (en haut a gauche) que, bien que letifsnsoient identiques sur le masque, la
sur-gravure est plus importante pres de la « grandkectrode. En effet, les espéces de
gravure n’étant pas consommeées par cette grantbespelles s’attaquent aux motifs les plus
proches. De plus, il semblerait que, plus les matifint gravés, plus leur bord est fin (fleches
blanches). Cet aspect est plus visible de prafju(e 3.7.A. bas). Le plot fortement sur-gravé
ne tient plus que sur une pointe et est souveaclaér (plot pyramidal s’étant retourné a
droite) alors que pour un plot un peu plus grareixdphases de gravure apparaissent : en
haut du plot et a sa base.
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Figure 3.7 : Evolution de la sur-gravure de I'or. A. Clichés BIEémontrant une sur-gravure plus importante
prés d'une frontiére de résine (ligne de plots pletits, bien qu’ils aient tous la méme taille lumasque). B.
La gravure s’effectue en 2 phases. Lorsque la @déposée par pulvérisation cathodique est atthhielle
est plus rapidement gravée et la couche déposéeaifiquement se retrouve trés rapidement attaquaé le
dessous (c) provoquant ainsi 2 phases de gravur8i(& gravure continue, le profil en pyramidedrsée est

produit, provoquant le décollement du plot du Cr.

La présence des deux phases est due a la difféesriee les vitesses de gravure des deux
matériaux « or pulvérisé » et « or électrodépodenutilisant une solution K| la vitesse de
gravure de l'opulvériséest de 1000 nm/min alors qu’elle est d’environ 8&0min pour I'or
électrodéposé Cette différence peut étre expliquée par la meatporeuse des dépobts
électrolytiques. Les pores dans ce matériau pewetanir Iiodure d’or (Aul, produit de la
réaction de gravure) conduisant & une vitesse fpibte que pour un matériau déposé par
pulvérisation. Par ailleurs, il est possible quedure d’or, peu soluble, se redépose formant
un masque qui blogue la gravure.

Ne pouvant pas graver tous les motifs, nous avbosicd’arréter cette derniere des que les
électrodes sont libérées. Ainsi, deux phases peéwaparaitre dans le cas d’électrodes semi-
épaisses (figure 3.7.B). En effet, le temps d’aties la sous-couche conductrice, la gravure

est isotrope, mais les différences de vitesse smatiune sur-gravure plus importante et un
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profil inversé. C’est pour cela que, dans le casaogravure est effectuée sous agitation, les
motifs sont gravés plus vite, les lignes longuesotidarisées formant des poutres, et les petits
plots facilement arrachés. Nous pourrions penseél faudrait simplement diminuer le temps
de gravure. Dans ce cas, les grandes surfacesdgrgme seraient pas déconnectées et toutes
les électrodes seraient court-circuitées. Ainsgavient difficile de libérer les connections
dans les grandes zones sans perdre les petitsdeletsanaux. En effet, ayant des densités de
motifs différentes sur une méme puce, la vitessgraleure au sein d’'un méme échantillon est
différente :
- zones sans motifs ou I'or doit étre entierement@rdes especes de gravure étant
consommeées, la gravure des couches profondes evaard de plus en plus lente,
- zones ou la présence de motifs consomme moins despde gravure et toute la
profondeur d’or peut étre gravée rapidement.
Une des solutions envisagée pour limiter ces effeasis avoir a utiliser de moule, est
d’ajouter des motifs fantbmes (motifs leurres) sonnectés, dans les zones non utilisées afin
de moins perturber la gravure. Il est aussi reconti@ale réduire I'épaisseur des électrodes a
moins de 3 pum pour réduire I'écart de cinétiqueectes zones et limiter I'effet « pyramide
inversée ». Néanmoins, la taille des plots resteilere essentiel dans le choix de I'épaisseur

d’or maximale.

[11.1.4. Microfabrication des canaux fluidiques :

Tres souvent, les canaux microfluidiques sont séalen PDMS en suivant le procédé

présenté en figure 3.8.

10v PDMS

+ Canaux
. 1v réticulant PDMS
\ ~2ha75°C
m+ -
a. b. c. !

Moule SUS sur
verre ou Si Moule réutilisable
Collage des canaux sur verre

IIT

d.

Figure 3.8 : Procédé de fabrication de canaux par moulage dd$D

Le PDMS, trop visqueux sous sa forme originale,reétangé a un réticulant en un ratio

volumique 1:10 pour obtenir un PDMS réticulé parsiate. Le mélange est tout d’abord
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effectué a la main puis aux ultrasons durant 10. f&infin, pour enlever un maximum de
bulles, ce dernier est placé sous cloche a videni@0 a 30 min. Lorsque le mélange est prét,
il est versé sur un moule négatif (figure 3.8.ara\été exposé a des vapeurs de HMDS (Héxa
Méthyl DiSiloxane) pour faciliter le démoulage. roule est en général fait en SU8 (résine a
haut facteur de forme) ou en silicium dans le @amdules a trés hauts facteurs de forme. Des
résolutions nanométriques sont possibles (Hah @004). Cependant, les moules en silicium
sont plus colteux a fabriquer car, contrairemertpmacédés SU8, ils nécessitent I'utilisation
d’'une machine de gravure ionique profonde (DRIE).

Le PDMS est ensuite placé a 75°C durant 2h poucutétion (figure 3.8.b) et pelé pour
récupérer les canaux ainsi moulés (figure 3.8.e)trhitement HMDS du moule facilite le
décollement du PDMS réticulé et assure un moulerpren fin de procédé. Ce dernier peut
donc étre répété un grand nombre de fois en utllisa méme moule. Enfin, les canaux
souples en PDMS sont collés sur un substrat pooreiela puce. En général, pour garder une
transparence compléte, le PDMS est collé sur dwe\agres traitement au plasma d’oxygene.
Ce procédé de fabrication est de nos jours tréséuén microfluidique pour son faible codt et
sa rapidité. Cependant, dans le cas de plusievesaum (€lectrodes + canaux) il est tres
difficile d’aligner manuellement les deux substrats leur contact doit étre effectué trés
rapidement. Nous avons donc choisi un autre proaédisant de la résine SU8, étant donné
gu’il ne nécessite pas d’alignement manuel des deuwsaux. Le PDMS sera uniquement
utilisé pour le scellement des canaux qui ne saataester ouverts dans le cadre de certaines
applications. Le procédé de scellement que nous sawd@veloppé ne nécessite pas
d’alignement précis. Il est décrit dans la sectlb@ de ce chapitre.

En ce qui concerne la fabrication des flancs desws la résine SU8 est intéressante car elle
peut étre utilisée pour des épaisseurs allant @d@0 um, et est donc particulierement bien
adaptée a la taille des cellules visées. Cepentlai8U8 présente une faible adhérence au
verre (dans notre cas, la résine ne peut suppaneetape de développement). L'adhérence
est meilleure sur le silicium dont l'utilisationtesalheureusement incompatible avec le type
de microscopie utilisée (transmission). Un promotdiadhérence améliore ce fait, mais
complique le procédé de fabrication. Le quartz rmgsmblé étre une alternative intéressante
car il est transparent et présente une adhérencemilleure que celle du silicium (tableau
3.2). Dans la mise en ceuvre, nous devons cepermiantire quelgues précautions de
nettoyage avant le dépot de la SU8 et augmentetetaps de recuits par rapport a ceux

obtenus sur silicium, la conductivité thermiquesdibstrat en quartz étant plus faible.
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Tableau 3.2 :Contrainte de cisaillement de la résine SU8 (s#0@0) sur différents matériaux (adapté de

Microchem 2013)

Verre/promoteur
Substrat Si Au Verre Verre/ HMDS d’adhérence Quartz
Contrainte (MPa) 53 29 faible faible 92 61

Le protocole utilisé pour la structuration de la8Sést résumé dans la figure 3.9. En partant
de I'échantillon contenant les électrodes en o§WB-2025 (ou 3025) est déposée a hauteur
de 25um a l‘aide d’'une tournette. La résine étedd visqueuse, un dépdt en 2 temps est
effectué. Les paramétres utilisés sont détaillés da tableau 3.1. Le bourrelet de résine a la
périphérie de I'échantillon est ensuite enlevé dinpermettre le contact intime de la résine

avec le masque, limitant ainsi les pertes de résolut

a. : - (111111
——— ——— ==

e 18

——— PHH ==t

Figure 3.9 : Procédé de fabrication des canaux en SU8. A. flBlges gravées, b. Enrésinement de SU8-2025, c.

Soft baked. Insolation de la résine, Rost-exposure baké Développement de la SU8.

Notons que la réflexion de la lumiére par le patibstrat est également une cause de perte de
résolution. La lumiére passant a travers le mapgue insoler la résine traverse celle-ci et la
réticule. Ces rayons traversent ensuite le substasparent et sont réfléchis par le porte-
substrat avant d’étre diffractés une seconde faidgoguartz. Ainsi, la résine est insolée de
différents c6tés et méme dans le canal. La SU8& étae résine négative, ce qui est insolé
reste aprés développement. Ainsi, des résidus d& s®bhblent subsister au fond du canal
sans pouvoir étre développés. Cette résine invail@ment insolée n’est pas présente sur l'or
ou dans les zones bordées d’électrodes (figure®) . Tar le métal absorbe la lumiére évitant

ainsi la diffraction vers la SUS.
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Figure 3.10 :Exemples de réalisation de SU8 sur quartz. Alé&porte-substrat réfléchissant les UV, la
lumiere diffractée par le substrat transparentleEoSUS8 sur les c6tés du masque, provoquanblati®n du
fond du canal (cercle rouge a gauche et flechexb&s a droite). Cette sur-insolation n’est pablsur I'or
ou a proximité, probablement car ce dernier abslabeV (frontiére nette). B. En utilisant un fdtabsorbant

les UV sur le porte-substrat, les motifs sont ldéfinis méme en absence d'or.

Afin de remédier a ce probleme, nous avons utiligé film absorbant 90% des UV
directement sur le porte substrat. Grace a celas agons pu obtenir des motifs en SU8 sur
quartz de bonne résolution sur 'ensemble de |puwe.

Apres l'alignement des deux niveaux (électrodemasque « canaux ») et I'insolation de la
SU8, un recuit fost-exposure bakest effectué en 3 étapes. Enfin, les canaux reméés
dans le solvant approprié (développeur SU8).

Figure 3.11 :Résultats de structuration de la SU8, images MiBrés d’échelle = 50 um)
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Dans ces conditions, il nous a été possible déseFales motifs en SU8 de l'ordre de 2 a 3
um (figure 3.11) de maniére reproductible. Par mgntomme attendu, il est difficile
d’obtenir de maniére fiable des motifs de plusl&sldimensions.

A ce stade du procédé de fabrication, nous avorienabdes flancs de canaux munis
d’électrodes meétalligues. Nous allons maintenantisnintéresser a I'étape permettant

I'utilisation de la biopuce sous flux : le capotaga encorgackagingde la puce.

I11.2. Packaging :

Lorsque les applications visées concernent la mmnseeuvre de cellules biologique,
deux types de dispositifs peuvent étre utilised.08i est en régime statique, il suffit souvent
de déposer une goutte de liquide dans la chambFéatantillon et de capoter celle-ci avec
une lame de verre plaquée contre I'ouverture. Damss d'études dynamiques, un capot en
PDMS collé chimiguement au substrat support edé@¥éSi I'on ne prend pas de précaution
particuliere, le collage entre les deux piecessesient irréversible ce qui ne facilite pas le
nettoyage de la puce et peut limiter le dispositifin usage unique. Un collage réversible
permettant un nettoyage facilité peut alors étédépé. Ce sont ces deux configurations que

nous allons expliciter ici.

[11.2.1. Packaging irréversible PDMS/SUS8
a. Les différentes techniques de packaging SUS8 :

Depuis le développement de la technologie PDMSdébut des années 2000
(Whitesides etl. 2002), la majorité des puces microfluidiques smmistituées de canaux en
PDMS collés sur du verre a I'aide d’'un traitemelatspma Q. Dans notre cas, les flancs des
canaux sont réalisés en SU8. Le tableau 3.3 peesené étude bibliographique des
principales méthodes de fabrication de canaux eB &férmés». Le collage PDMS-SU8 est

nettement moins rapporté dans la littérature.
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Tableau 3.3 :Tableau récapitulatif des différentes techniquesakllement de canaux en SU8

Capot Methode Avantages Inconvénients Reférence

SuU8 Photolithographie 3D pa3 \“/ \1/
lithographie en projection et + Transparent - Contréle difficile de la dose d’insolation Larramendy et
effet ‘diabolo’ + Une seule étape - Systéme de lithographie spécifique al. 2012

SuU8 Photolithographies - Peu reproductible, particulierement pour
successives de 2 couches longs canaux Chuang et al.
SU8, et utilisation d'ung + Transparent - Difficulté du contrdle de la dose 2003
couche anti-reflets. - Difficile & développer

SuU8 Photolithographies
successives de 2 couches Alderman 2001
SU8 isolées par une couc + Reproductible - Non transparent Guerin 1997
métallique.

Su8 - Difficulté du retrait de la résine no
Protection des canaux avi photosensibe particulierement pour de longsuérin 1997
un matériau sacrificiel no + Transparent canaux Metz 2004
photosensible  durant | + Araldite facile a retirer | - Rétrécissement de la hauteur de canal Ling 2007
bonding - Résine sacrificielle parfois non biocompatib

- Peu reproductible
Su8

Hard bonding avec de |

SU8 sur du verre puis retrdi

de ce dernier

+ Transparent

- Nécessite une tres bonne planeité a caus

la rigidité du verre

eNdierillo 2010
Georgel 2008
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Verrre | Bonding avec de la SU8 + Transparent - Nécessité de canaux de fuite de la SU8 Tuomikoski
comme adhésif + Simple - Difficulté de contrdle 2005
Pression manuelle durant e + Appareil de bonding non- Nécessite une trés bonne planeité a causeJdekman 2001
bonding. nécessaire la rigidité du verre

Verre SU8 sec comme adhésif - Process long et cher Mottet 2010
(lamination ou harg + Transparent - Nécessité d'une haute pression (Hard bondiddpgrall 2006
bonding) machine) Salomon etal.

- Peu reproductible 2011
PDMS POMS Ssaling layer
+ Reproductible - Déformation possible du PDMS a cause dg sa
Silanisation liquide du capat + Pas de pression porosité Zhang 2009
en PDMS + Transparent - Impossibilité de hard baking de la SU8 Watts 2012
518 pattermed o Ptk Substrae + Economique

PDMS e + Reproductible
Traitement plasma Nsur le N + Simple - Nécessité d'un machine a plasma N Zhang 2011
capot en PDMS Sldss - MBU-8 wiveguide core + Transparent - Impossibilité de hard baking de la SU8

PDMS

Silanisation vapeur de |
Su8

+ Reproductible

+ Transparent

- Silanisation longue dans une mach

spécifique

ne
Talaei 2009
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Comme l'indique le tableau 3.3, plusieurs typescdpots pour le packaging de
structures en SU8 ont été développés durant laiederdécennie. Une premiere approche
consiste a constituer le canal et son capot ensanke étape. Pour cela, I'équipe de Nicu a
congu une méthode basée sur la lithographie eegtion ou I'image du masque, maintenu a
1 m du substrat, est optiquement projetée sur &étifon. En exploitant un effet optique
(effet diabolo), il leur est possible de contrdlgrsolation selon la profondeur de SU8. Ainsi,

il est possible de fabriquer des canaux en SU8ésceh une seule étape (Larramendglet
2012). Néanmoins, cette méthode nécessite un sgstérithographie spécifique. De plus, le
contrdle de la dose est primordial pour éviter dedher les entrées/sorties tout en scellant le
canal par le dessus.

Une autre option consiste a déposer 2 couches ssices de SU8. La premiere
couche est déposée et insolée pour constitueatesug. Afin d’éviter de remplir ces derniers
avec la résine qui constituera le capot, I'équipeCieang a décidé de déposer la seconde
couche de SU8 avant le développement des canawaf@hetal. 2003). Cependant, lors de
linsolation de la 2 couche, il est important de ne pas insoler unersie fois la couche
« canaux ». Or, lors d’'une insolation classiquexposition des couches profondes de résine
est en fait due a la réflexion des photons sutdiface résine/substrat car la SUS8 filtre les UV
(figure 3. 12). Ainsi, en appliquant une couchadrafiet sur le substrat, les rares photons qui
traversent la totalité de la couche de SU8 sontrébs et seulement la partie supérieure est
correctement réticulée. En utilisant ce principeretdaptant la dose d’UV, Chuang a réussi a
créer des canaux de SU8 enterrés sous une couchBUBesans boucher le canal.

L’échantillon est ensuite développé en entier.

UV light UV light

WY W —

Ciisslilkica Anti-reflection coating

Standard UV exposure

HF ""‘“\} . ¢¢¢H,$¢$.¢.¢¢$

Partial UV exposure

VYVYYYYYYVYYVY

terriasenssnnen et

Channel fully filled Channeél Tormed

Figure 3. 12:Principe de fabrication de canaux enterrés en @88 au contrble de la dose d’'UV (Chuang et
al. 2003)
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Cette technique permet méme de créer des strucdiréstalement transparentes en SUS8.
Cependant, il est difficile de développer correaatries couches enterrées et de libérer les
canaux sur de grandes dimensions. De plus, ledentle la dose d’'UV et de I'épaisseur

insolée reste difficile. Une autre technique, pbirmple a mettre en ceuvre, se base sur le
recouvrement des canaux, pas encore développésinpaseconde couche de SUS8 (figure
3. 13). Afin d'éviter une seconde insolation dasaux, une couche métallique est déposée

sur les canaux avant 18%21épét.

| Expose 1" layer |

Meial mask

Expose 27 layer

Developing unexposed
miterial

Figure 3. 13:Principe de fabrication de canaux enterrés en SB&ga une métallisation intermédiaire (le reste
de la métallisation aprés développement de laeéshindiqué par une fleche blanche) (Aldermaal.&2001,
Guérin etal. 1997).

bY

Cette derniére technique a le mérite d'étre repridecet bien plus simple a mettre en
ceuvre. Cependant, la présence de la couche métaliend le dispositif opaque ce qui est
problématique pour des observations en microscapigansmission. De plus, ces dispositifs
présentent toujours la difficulté du développemdas canaux enterrés. Afin d’éviter ce
probleme, il est possible de packager des cangexdédgeloppés (Jackman 2001, Tuomikoski
etal. 2005, Murillo etal. 2010, Georgel atl. 2008). Ici, une fine couche de SU8 est déposée
sur du verre puis collée sur les canaux en SUaurgig3. 14). Une pression peut-étre
nécessaire durant le collage a cause de la rigidgéleux parties. La couche adhésive de SU8
est ensuite insolée a travers le verre puis re@fite d’assurer le collage. Le verre peut
également étre retiré par la suite pour ne laiggerla SU8 recouvrir les canaux (Murillo et
al. 2010). Cette méthode est intéressante mais pésemer des problemes d’étanchéité. En
effet, la technique est fortement dépendante geala€ité de la surface de SUS8. De plus, la
SU8 du dessus pouvant remplir les canaux, il estsgaire de prévoir des fossés sur les cotés
du canal principal pour les débordements de SU8.
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B Unexposed SU-8
B crosslinked sU-8
| Stcon werter
Glass wolar

W merna axoe

Figure 3. 14:a. Scellement de canaux en SU8 aprés développemért SU8 non réticulée est utilisée comme
couche d'adhésion, mais des douves de sécuritémtodire prévues sur les cdtés du canal principal
(Tuomikoski etal. 2005). c. Le verre du capot peut étre retirg fnldu process (Murillo etl. 2010)

Afin de protéger le canal, il est possible de rempé dernier par une couche
sacrificielle de matériau non photosensible ematiat la 2*®insolation (figure 3.15). Guérin
a par exemple rempli le canal d’'une résine SU8 ma@¥eénsensible aux photons ou encore
rempli d’Araldite (Guérin etal. 1997). Dans le 4 cas, il s'est avéré qu’une diffusion de
molécules photosensibles s’opérait entre le capotSE)8 et la cavité, provoquant un
rétrécissement de la hauteur du canal car la cosopérieure du remplissage se trouvait
réticulée lors de la seconde insolation. De sog,ddraldite se met assez facilement en
ceuvre, mais n’'est pas certifiée biocompatible. Metd. ont quant a eux rempli le canal de
PPC (Poly(Propylene) Carbonate) ou de PEC (Poly(&tle) Carbonate) (Metz at. 2004).
Cependant, le retrait d'un produit de remplissdge danal enterré n’est pas chose aisée.

Substrate  Exposed SUS

Paitern 1" layer

Filling material

Expose 2™ luyer
| Remove filling material |

Non photosensitive Araldite
sU8s

Figure 3. 15:Méthode de scellement des canaux SU8 par une@uiche de SU8 et protection des canaux par
remplissage sacrificiel (Guérin &t 1997)

Enfin, une derniere technique s’affranchissanprhbléme de vidange des canaux ou
de leur pollution par un produit externe lors dagédé, est I'utilisation d’'un film sec de SU8
(figure 3.16). La méthode consiste a appliquerl@arination ce film sec sur les canaux déja

développés (Abgrall el. 2006, Mottet etal. 2010, Salomon «il. 2011). Un capot de verre

89



est ensuite collé sur les canaux en utilisantlte fle SU8 comme adhésif. A cause de la
rigidité des deux parties, I'utilisation d’'une maohide pression a haute température est

nécessaire pour le collage.

Pallemlllaycr | N a Y '

Laminate 2" layer

Figure 3. 16: Scellement de canaux SU8 par lamination d'un filimce de SU8 sec (Abgrall at 2006, Mottet
etal. 2010)

Afin de s’affranchir des inconvénients que prootrkes capots rigides (utilisation
d’une pression sous vide dans une machine spéejfitjutilisation de capots souples comme
le PDMS a commencé a étre explorée depuis peuffér le PDMS étant mou, une légére
pression sur ce dernier permet d’épouser les ilaéitgs d’'une surface sans remplir les
canaux d'un quelconque matériau. Le PDMS est cquuu son adhésion forte avec le verre
grace au traitement plasma d’oxygene. Malheureusgrbén que Jeon ell. (Jeon etal.
2004) aient reporté un packaging SU8/PDMS simpleérmaanutilisant un traitement plasma
sur les deux surfaces, nous n'avons pas pu repeodui laboratoire le collage décrit. I
semblerait que cette méthode de collage soit faterdépendante du vieillissement de la
SU8 et du PDMS et donc peu reproductible. Par epnin traitement chimique du PDMS
permet un collage efficace et simple avec de la.3lRjuipe Zhang a obtenu une adhérence
de bonne qualité en exploitant la réaction aminexgge entre les groupements époxy a la
surface de la SU8 et des groupements NH- grefftss surface du PDMS. Cependant, le
nombre de groupements époxy diminue lors du retuia SU8. Ainsi, pour que le procédé
soit efficace, la SU8 ne doit pas étre recuite asae de 95°C afin de garder environ 40%
des groupements fonctionnels. Ainsihkrd bakede la SU8 (175°C) parfois nécessaire pour
réduire les craguements de la résine, est a exfuant au greffage de NH- sur le PDMS, |l
peut étre effectué par silanisation liquide grad&BTMS (3-aminopropyltrimethoxysilane)
contenant des terminaisons NtZhang etal. 2009, Watts etl. 2012) ou a l'aide d'un
traitement plasma NCette technique est particulierement efficacestlarprocure un collage

important entre les surfaces ainsi qu’'un packagtagche (figure 3. 17).
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Figure 3. 17:Packaging PDMS/SUS8 grace a la réaction amine-&mighang eal. 2011, Watts edl. 2012)

L'utilisation d’'un plasma M est intéressante. Cependant, elle nécessite urddagilasma
intégrant ce gaz. En contrepartie, la silanisaligmde est tres économique et facile a mettre
en place mais peut provoquer un gonflement du PPbi8ux. Talaei eal. ont quant a eux

préeféré silaniser la SU8 et non le PDMS (figuré&.

(al L]
(e ()]

M Glass N SUB Bl POMS B Silanizing Maolacukes B Activated PDMS Layar

Figure 3. 18:Packaging irréversible SU8/PDMS par silanisatiapeur des canaux SU8 (Talaeakt2009).

Cette méthode ne fonctionne pas selon le mémeipeirgue la précédente. En effet,
ce n'est pas la réaction amine-époxyde qui estoééel ici mais bien le collage gréace a la
formation de groupements silanols (Si-O-Si) enti® dilanes greffés sur la SU8 et ceux du
PDMS oxydé sous un plasma @omme pour un collage PDMS/verre). Cette méthode,
reproductible sur des canaux longs et complexess semble la plus prometteuse pour notre
application car elle préserve I'état des canauxpe@dant, Talaei edl. utilisent pour leur
procédé un greffage en phase vapeur durant 2h daétisspécifiqgue (Talaei at. 2009). Ne
disposant pas d’'un tel équipement, nous avons pgié une silanisation liquide de la SU8.
Cette derniere n’étant pas poreuse, il 'y a au@que de gonflement. La partie suivante de
ce chapitre détaille le procédé développé pouildmisation de la SU8 et sa caractérisation

ainsi que le packaging obtenu grace a cette teabniq
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b. Protocole développé :

Le protocole de packaging PDMS/SU8 que nous av@weldppé est basé sur la
silanisation préalable de la surface de SUS8. Ladi@ul9 résume le protocole utilisé.

Epoxy cycles

A 5U8 structure Epeey Cyxies F F F =_SUB micro-
5] [s) o N : channel
2 A 5 A
H cl:/_\CH? HC—CH, Hcl:/—c:;-c2 @ ¢ 02 plasma
& {

I | oCHz
i OH OH "
OH Si
H H H S
c B | Ty pf < e i APTMS =  ocHz / R
= y g ThVY : , OCHz

HaG—C—CHa H3C—C—CHy HyG—GC—CHs HaG—C—CHy

L~ NH2
éj © 9% APTMS R
R, OCH2

T

<

~ OCHz2
cH2 c:H2 CH, o/ % i
HG—CH S X Si~o—5—R PDMS
Wik Hc:\—/;:H2 HC—CHz Hc:——cH2 0—"STec \
o Wi (s R
d o 0 B
Q R
W i
o] I il
PDMS structure CI’ R ?
A : 0z plasma
(8]
] *02 plasma oH OH
+—Si—CH, | |
Si
.I53 OH OH OH /SI-—-—-_._.O._..-- | ~
H3C—Si—CH3 R"“‘SI'~--_§D _.—-'S|‘-._Q_.-S] ..\_.
+ P _
H3C-Si-CHj ‘
\
CHs o] Bonding at 70°C
- L. BH. i
. 5.3|’| ' 'CH;_‘_SI\_CHg
CHs .\f

Packaged biochip

Figure 3.19 : A. Structure des surfaces de PDMS et de SU8. Bé18a explicatif du protocole de packaging

irréversible par silanisation liquide de la SU8

Les couches auto-assemblées (ou SAMs eilf Assembled Monolaygrsont
couramment utilisées pour la modification des péips physiques ou chimiques d’une
surface (Ulman 1996, Glassadt 2011). Elles peuvent notamment modifier I’hydropicaé
d’'une surface ou encore permettre 'immobilisati@éction de protéines ou de biomolécules
(Ammar et al. 2013). Ainsi, les SAMs sont largement appliquéessdles systéemes
microfluidigues comme les biocapteurs (Chakakt2002), les laboratoires sur puces (Lab-
On-Chip) (Zhang Y. etal. 2009) ou encore pour la formation de gouttes (Bucletal.
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2010). Les organosilanes en particulier sont tpmeéxiés car ils peuvent former des SAMs
sur une large gamme de matériaux en réagissantes/bgdroxyles libres de la surface. Nous
avons choisi d'utiliser des organosilanes en pHmgede type APTMS (3-AminoPropyl
TriMéthoxiSilane) ou APTES (3-AminoPropyl TriEth®&idane) car cette famille se préte
particulierement aux applications biomédicales. dffiet, 'APTES est utilisé pour rendre
biocompatible des surfaces qui ne le sont pasré&tatibrut (Landoulsi etl. 2011).

Dans le cas de la SU8, 'APTES a précédemmenttéigepour I'immobilisation de
brins d’ADN (Cao etal. 2011) ou danticorps (Joshi al. 2007), le greffage de
nanoparticules (Prabhakaradt 2010) ou encore I'augmentation de I'hydropholee danaux
pour un meilleur remplissage (Schumacherlet2008). Nous nous sommes tout d’abord
basés sur un procédé développé par Nadime Karaddméaboratoire de chimie de 'ENS
Cachan (PPSM poucaboratoire de Photophysique et Photochimie Supraoudhires et
Macromoléculairey pour le greffage d’APTMS sur du verre. Ainsi, savons pu adapter le
protocole a la silanisation de la SU8. Pour unfggef efficace de ces silanes, la présence de
groupements -OH doit étre maximisée sur la surféceptrice. Pour cela, dans le cas de la
SU8, les époxy doivent étre ouverts. Dans la &tiée, cette opération est en général
effectuée grace a une oxydation liquide utilisarst @eides. Or cette méthode, trés corrosive,
peut fortement abimer les canaux. Nous avons dpté& mour une oxydation physique de la
surface de SU8 en utilisant un plasmg\Walther etal. 2009).

La premiére étape consiste donc a ouvrir les péptsxy de la surface de SU8
constituant les canaux a l'aide d’un traitemenspia Q. La puce est ensuite plongée durant
30 min dans un bain d’APTMS dilué a un ratio volgoe 1:10 dans du méthanol (donc 9.09
% d’APTMS). Une fine couche d’APTMS se forme domec & surface de SU8 laissant des
groupements Npet des Si-O-CHllibres. Apres un rapide rincage au méthanol é&au| la
surface est rapidement séchée a la soufflette @gmas durant 3 h a 110°C dans une étuve.
Par la suite, un traitement plasma €t appliqgué en méme temps sur les canaux de SU8
silanisée et le capot de PDMS non moulé mais prkafent percé pour former les
entrées/sorties. Ainsi, les groupements Si-OH samérts sur les deux surfaces. Les premiers
tests d’alignement ont montré qu’en mettant lefases en contact directement a la sortie du
bati d’oxydation, il n’était plus possible de legpthcer entre elles sans les dégrader. Du
méthanol est donc utilisé comme lubrifiant a céteme pour avoir le temps d’aligner les deux
parties avant qu’il y ait un réel contact. Cetteémgion doit étre effectuée rapidement (en
moins de 5 min) car le méthanol s’évapore tréesdeapent a travers le canal et les acces

fluidiques. De plus, il est connu qu’un traitemplasma sur le PDMS perd rapidement de son
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efficacité. Lorsque les acces fluidiques du capoit ilignés sur les parties correspondantes
de la SU8, le tout est placé 20 min & 70°C. Leetbl3.4 détaille toutes les conditions du
protocole développé. Le PDMS étant souple, nousoms pas eu besoin d'appliquer une
guelconque pression lors de la derniere étape d@geopour obtenir un packaging étanche.
Ce protocole est trés peu couteux et ne nécessitel@ hautes températures ni de pression
extérieure. La seule contrainte est I'utilisatidnndbati de plasma £ faible puissance (29
W), qui est un équipement disponible dans de nomxdieboratoires du domaine. Nous avons
cherché a réduire la durée de silanisation (env#bfh5) tout en gardant un packaging

efficace. Le tableau 3.4 compare le protocole dgénau I développé.

Tableau 3.4 :Comparaison du protocole initial et du protocolecrurci de silanisation de la SU8

Etape

Protocole initial

Protocole amélioré

Oxydation 1

Bain APTMS 9%
Ringage méthanol
Rincage eau
Séchage soufflette N
Séchage 110 °C

Oxydation 2

20 s, 29 W, 300 mTorr
30 min
2 min
1 min
oui
3h
20 s, 29 W, 300 mTorr

20 s, 29 W, 300 mTorr
5 min
2 min
non
oui
30 min
20 s, 29 W, 300 mTorr

Nous avons tout d’abord réduit la durée de corgatie la SU8 et TAPTMS a 5 min.
Ensuite, nous plongeons I'échantillon 2 min dangaim de méthanol sans ringcage a I'eau.
Ceci nous permet de réduire considérablement laedde séchage. En effet, le méthanol
s’évaporant rapidement, un recuit en étuve duranhB0s’est montré amplement suffisant.
Enfin, nous avons pu constater que la derniere @apgdation était nécessaire sur les deux
surfaces. Ainsi, la durée du protocole a pu étcrité de 4h15 a 1h15. Nous avons donc
développé une nouvelle technique basse températapele, peu colteuse et facilement
reproductible pour un packaging efficace de cananxSU8 par un capot en PDMS. Le
procédé s’est aussi avéré efficace en utilisantARRTES (dilué dans de I'éthanol). Nous
verrons par la suite gu’en modifiant Iégéremenirl&ocole, il est aussi possible de coller du
PDMS sur des surfaces en polystyrene (comme ldéssbde Pétri tres frequemment utilisées
en culture cellulaire) ou encore sur du COC, ustplae qui commence a étre trés utilisé en
microfluidiqgue. Mais avant de caractériser le pgikg, nous avons tout d’abord caractérisé
la surface de SU8 a chaque étape de la silanisation
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c. Caractérisation de la silanisation

* Etude par spectroscopie FT-IR (Fourier Transform Infra-Red)

Une des méthodes les plus répandues de caradtdrishtmique d’'une surface est la
spectroscopie FT-IR (pouFourier Transform Infra-Red Cette technique exploite les
différences entre les énergies de vibration proprehaque liaison chimique. Un faisceau
infrarouge est tout d’abord envoyé sur une surfaoesque I'énergie du faisceau lumineux
est voisine de I'énergie de vibration de la moléduladiée, cette derniére absorbe une partie
du rayonnement, diminuant ainsi l'intensité réfiéclou transmise (selon le mode de
fonctionnement choisi). De ce fait, en étudiantdes de transmission ou de réflexion, il est
possible d’identifier la formule chimique d’un magtl. Il existe 4 modes d’analyse FT-IR :

- Transmission : analyse du faisceau transmis pelndiétillon lorsqu’une irradiation

le traverse,

- Réflexion : analyse du faisceau réfléchi par I'éthian lorsqu’une irradiation le
traverse,

- ATR (pour Attenuated Total Reflectarjcel’échantillon est irradié a travers un
cristal fortement réfléchissant, et le faisceatiéchi par le matériau a analyser
puis par le cristal, est étudié,

- Angle rasant : I'échantillon est irradié suivantaertain angle, le faisceau réfléchi
est ensuite analyse.

Dans le cas d’une fonctionnalisation de surfa@pdisseur de la couche a analyser est
tres fine (quelques nanometres) comparativemeiépaisseur du matériau sondé. Ainsi, le
signal recherché est souvent noyé dans le signahatériau massif. Pour repérer les pics
d’intérét, il s’avere souvent nécessaire de faire analyse du matériau seul et de soustraire
ce bruit de fond (background) par la suite. Airteiis les modes ne sont pas adaptés a
'analyse de couches minces. Le mode en réflexmmgxemple est adapté a I'analyse de
matériaux épais. Durant une premiére série de reesur le protocole de silanisation non
optimisé (silanisation durant 30 min dans de I’APFM&P6), nous avions testé les modes ATR
et en angle rasant sur le FT-IR Varian 670 IR teH! Ces premiéres mesures ont montré que
pour ce type de surface, une mesure ATR en soastirég/ signal de la SU8 (background SU8
native) est la plus adaptée puisque nous avoneparar le pic de vibration Si-O-R résultant
du greffage de silanes sur la SU8 (figure 3.20lApst important de noter que le signal
détecté est trés faible a cause de I'épaisseuradeoliche de silane (< 5 nm). Apres
optimisation du procédé (réduction du bain APTMS @in), nous avons voulu caractériser

cette surface. De la méme maniere, nous avonsaff@tusieurs séries de mesure sur le FT-
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IR mis a disposition par 'ENS de Cachan. Les mes@n mode ATR et en transmission sur
de la SU8 silanisée selon notre protocole amélidoiht malheureusement pas été trés
fructueuses. Bien que plusieurs background aiéntestés (air, verre, silicium, SU8 déposée
sur du verre) et des mesures sur des surfacesedifés (SU8 déposee sur du verre, film
mince de SU8 sans support), et des scans trés fmmgsaugmenter I'amplitude du signal
(1000 scans, soit 20 min par série) les pics siggie$ du silane n’étaient malheureusement
pas discernables. Pauline Chaumont, encadrée pdrdiMémmar, a développé sur
'équipement FT-IR Varian de I'lEF, une méthode mesure pour des couches minces de
silanes APTES. En analysant en transmission demnéttbns de silicium silanisés par voie
liquide durant 8 h et en soustrayant le signal ulssat seul, le tout dans une atmosphere
contrblée en C@ ils réussirent a repérer les pics spécifiqueBAdETES, et notamment ceux
du NH, (figure 3.20.B).
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Figure 3.20 : Spectre FT-IR d’une surface silanisée. A. Spettabsorption en mode ATR sur une surface SU8
silanisée (9% APTMS, protocole non optimisé), b&tl8. B. Spectre en mode transmission d’'une sudac®i
silanisée par 2% APTES dans de I'acétone durarta&@koustraction du signal du silicium (backgro@idbrut)

permet de voir le signal de la couche auto-assenttaéactérisée par les MChaumont 2013).
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Voulant caractériser le protocole optimisé en saifit 'APTMS, nous avons dd
effectuer la silanisation des échantillons a 'ER8chan car I'utilisation de méthanol est
interdite au sein de I'lEF. Les échantillons orit ébnservés a I'air durant le transport car des
mesures préalables concernant 'APTES ont montré geétait le meilleur mode de
conservation de la couche silanisée (Chaumont 20&3)surfaces ont ensuite été analysées a
'lEF. Malheureusement, les pics sont de trop fiinttensité pour étre interprétés. Ceci est
probablement d0 a I'épaisseur extrémement fineildnesformé. En effet, dans le protocole
amelioré, la surface n’est plongée que durant 5dams 'APTMS. De plus, les précédentes
mesures sur '’APTES ont montré une chute brutalsigiual de NH mesuré par FT-IR aprés
2 h de stockage. En outre, le temps d’attente @demv2 h entre la fonctionnalisation a
Cachan et la mesure a Orsay pourrait avoir dédeadéuche silanisée. Nous avons donc di

caractériser la surface de SUS8 silanisée par @éauéchniques.

* Etude par microscopie AFM (Atomic Force Microscopy)

En étudiant la littérature sur la silanisation deSU8, il nous est apparu que 'AFM
(pour Atomic Force Microscopepourrait nous aider a contrdler les différentepés de la
silanisation. Cette technique permet d’analysdofegraphie de surface d’'un échantillon et
ainsi de mesurer sa rugosité de surface. Elle se bar la mesure des différentes forces
d’interaction entre une pointe trés fine fixée gnrbras de levier (cantilever) et les atomes de
surface du matériau a analyser. Un faisceau lasedes cantilever permet de suivre la
déflexion de ce dernier en fonction des forces efmttion. La combinaison de photo
détecteurs et d’éléments piézoélectriques perme¢menter au déplacement micrométrique
(x,y) ou nanométrique (hauteur) de la pointe. Eseolant a I'AFM des surfaces de 1 x 1 pm?
de SU8, nous avons pu comparer la rugosité moyentiaspect de la surface a différentes
étapes de la silanisation (figure 3.21).
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4,9nm

0,0

RMS = 0.565 nm RMS = 0.665 nm

Figure 3.21 :Images AFM et rugosité moyenne de surface (RM3x &8 native (a), aprés I€ plasma 20 s
429 W (b), juste apreés la silanisation (c) et sfeéd traitement plasma 20 s & 29 W (d)

La rugosité RMS (pouroot Mean Squajeest le parameétre le plus couramment utilisé
pour comparer les rugosités de surface car il est pénsible a la hauteur Z des pics que
I'écart moyen arithmétique R

(3.5)
1 L
R.=T ! | (x)| Ceix (3.6)
Tableau 3.5 :Résultats des mesures AFM sur une surface de 8d8i#érentes étapes de silanisation
Paramétre (nm) SU8 SU8 + plasma SU8 silanisée  SUS8 silanisée +
0, plasma @
Hauteur moyenne| 1,261 2,875 5,973 3,576
Hauteur maximalg 2,927 4,86 9,059 8,693
Mediane 1,254 2,892 5,975 3,571
Rugosité Ra 0,292 0,458 0,443 0,516
Rugosité RMS 0,366 0,577 0,565 0,665

A l'aide de la figure 3.21 et le tableau 3.5, nposivons observer une trés légére variation de
la valeur RMS aprés chaque traitement plasma. Cpencette variation (entre 0,1 et 0,2
nm) est trop faible pour étre significative. Waltleeal. (2010) ont pu observer une rugosité
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similaire (0,4 nm) apres un traitement plasma d&\28urant 30 s. Par contre, en appliquant
50 W durant 8 min, la rugosité atteint 4,75 + 1,65 Dans une autre étude, Joshale{Joshi

et al. 2007) ont observé des rugosités plus importa@e5 nm) peut-étre & cause de
I'attaque acide utilisée durant le procédé utipisé@r I'ouverture des époxys. Il n’est donc pas
surprenant que, dans notre cas, en appliqguantldes\@s de faible puissance (29 W) durant
une courte période (20 s), la rugosité de la SUSoiteque trés peu impactée.

D’un autre coté, l'aspect de la surface semble figodprés chaque étape (présence
d’agrégats). Ceci est encore plus visible surdaalisation 3D des images AFM (figure 3.22).
Nous pouvons aussi remarquer que la hauteur maximafjmente a chaque étape. La
premiére augmentation rencontrée est due a l'attdgua surface par les espéces du plasma.
La seconde revient au greffage des couches dessHaniin, la derniere modification d’aspect
est due au second traitement plasma ouvrant lesetlig Si-OH.

Figure 3.22 :Images AFM présentant I'évolution de la topogrape surface de la SU8 native (a), aprés'le 1
plasma 20 s & 29 W (b), juste aprés la silanisgtipet aprés le"? traitement plasma 20 s & 29 W (d)

» Etude de mouillabilité et de stabilité dans le tempdu greffage

Le second parametre souvent utilisé pour rensei¢jgat d’'une surface est sa
mouillabilité. Cette derniére est la capacité d&tent d’'un liquide sur une surface. Elle
renseigne également sur l'adhésion, les surfacesplies hydrophiles étant souvent les
surfaces entrainant une adhérence importante. Saldhéorie de Sharpe et Schonhorn
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(Sharpe 1963), I'adhésion est due aux liaisons ae Mer Waals entre deux surfaces. Or, un
étroit contact entre les deux surfaces, nécessairel’établissement des liaisons
intermoléculaires, est favorisé par la mouillaBiliEn pratique, c’est en mesurant I'angle que
fait une goutte de liquide (en général de I'eau¥’@talant sur une surface, que nous pouvons
caractériser la mouillabilité (figure 3.23). Nougoas ainsi mesuré I'angle formé par une
goutte d'1 pl d'eau, 100 ps aprés son dépdt sursunace de SU8, a chaque étape de la
silanisation (plasma £+ traitement par APTMS) puis a l'activation du ffmge (second
plasma Q). Notons que chaque point sur les courbes suisaigigrésente la moyenne d’'au

moins 3 points de mesure.

<5
Native SU8 Step 1: SU8 after O: treatment
‘ .
Step 2: SU8 after APTMS Step 3: Silanized SU8 after Oz treatment

treatment

Figure 3.23 :Images d’'angle de contact a I'eau de la surfacgUi& aux différentes étapes du protocole

(silanisation = step 1 + step 2)

Afin de caractériser le procédé de silanisatione @ude de mouillabilité a été

effectuée sur 3 types de substrats : PDMS, vergdJ8t

- PDMS ayant subi un traitement plasmga O
La mouillabilité du PDMS étant bien connue, nousrevpris ce substrat comme référence.
Le PDMS natif présente un fort caractere hydrophdd2° + 1°). Un traitement plasma O
fait fortement chuter I'angle de contact (2°, soefdres hydrophile). La mouillabilité aprés ce
traitement évolue rapidement (figure 3.24.a) ; esingm d’'une heure, la surface retrouve son
caractére hydrophobe. Cette variation tres rapide wne caractéristigue connue de
I’hydrophilisation du PDMS, diminuant donc rapidamhea force d’adhésion (Jo @&t 2000,
Jokinen etl. 2012, Couty 2012).
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- Verre ayant subi une silanisation :
Le verre, de nature relativement hydrophobe (6%°)tvoit également son angle de contact
fortement réduit aprés un traitement plasmg2). Cet état évolue plus lentement que dans
le cas du PDMS (retour a un état hydrophobe err@my jours, figure 3.24.a).
Apres un traitement plasma,®e verre est plongé dans de TAPTMS. Ce greffaggmente a
nouveau I'angle de contact (35° + 5°, figure 3.24&batteint 65° (égal a I'angle du verre non
traité) au bout de 24 h.

o

Contact angle evolution after O, plasma b
L nNative Cm?tact angle. evqlut{on
110d] —e—pPDMs | PDMS during glass silanization
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Figure 3.24 :a. Evolution dans le temps de I'angle de contd&ad aprés traitement plasma Q0 s, 29W et
300 mTorr) du PDMS, verre, SU8 et SU8 silanisé@rgle de contact du verre aux différentes étapes d

silanisation (le PDMS est pris comme référence).

- SU8 ayant subi une silanisation
La SU8 native présente un caractere hydrophobe £79°). Tout comme les surfaces
préecédemment analysées, le traitement plasptay@ophilise la SU8 (angle < 5°). L'angle
remonte lentement a 20° au bout de 24 h (figure.8)24e traitement des couches de SU8
peut étre encore plus stable (durant plus de S)j@wec un plasma plus agressif (50 W durant
8 min pour Walther eal. 2010 ou encore 500 W durant 10 min dans le cakki@en etal.
2012).

Néanmoins, nous avons pu voir que le traitemersnméade la SU8 seul ne permettait
pas d’obtenir une surface adhérente. Il est nécesda silaniser cette derniere. Aprés un
greffage par APTMS, I'angle produit est d’envirds’5C’est apres le plasma d’activation des
surfaces greffées qu'une diminution drastique @adle est notée (2,4° £ 0.1°). Cet état
fortement hydrophile dure au moins 24 h apres iVatbn du greffage (figure 3.24.a).

L’angle augmente ensuite lentement jusqu’a attei®d® au bout de 11 jours. Notons que la
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SU8 silanisée et activée garde son caractére hyidkopls longtemps que tous les autres
substrats étudiés.

Pour des raisons pratiques, nous avons voulu salibiétait possible d’effectuer le
greffage et son activation dans deux laboratoiréerents. A ces fins, nous avons observe
I'évolution de I'angle de contact apres le greffage APTMS de la résine.

Plusieurs substrats de SU8 ont été silanisés. Untie jpigs échantillons a subi un traitement
plasma @ immédiatement apres le greffage, et les autreanditions, conservés a l'air, n'ont
éte traités que plusieurs heures plus tard. Nowshsavoujours constaté une diminution
drastique de I'angle aprés activation du greffdigei(e 3.25.a). Dans tous les cas, I'activation
est efficace durant au moins 3 h (figure 3.25.l8s @sultats confirment que les étapes de
greffage et d’activation peuvent étre espacée8de#oire plus).

o

Water contact angle (°)

. Silanized b 1| —o—PDMS + plasma
90 N;[t};e Siles"[‘,iszed SU8 80 7/. .- -SUS + plasma
g y +48 h | = a- Silani +
80 Silanized +24h 70 Silanized SU8 + plasma

70 - SU8 1| —e—Silanized SUS8 + 24h + plasma
o] 2 60 71| —x—Silanized SUS + 48h + plasma
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—

Native Silanized | |Silanized | |Silanized
SU8 SU8 SU8 SU8 —r
+ Plasma | |+ Plasma| | +24h +48h 1 10 100
+ Plasma | [+ Plasma Time (mln)

Figure 3.25 :Effet du vieillissement. a. Angle de contact d&W8 silanisée, activée par plasma(D s, 29W
et 300 mTorr) a différents moments. b. Evolutionsike temps de I'angle de contact aprés activataplasma

0O, des différentes surfaces de SU8 silanisées, le PEINESSUS8 (sans silanisation) sont pris commeeéfee.

Ces résultats sont intéressants car ils portergieeque I'étape de collage peut ne pas
étre effectuée immédiatement apres la silanisabonis avons pu vérifier qu’un collage, plus
de 4 h apres la silanisation, restait efficacda@he. Dans la partie suivante, nous présentons
la caractérisation du collage irréversible SU8nsdée/PDMS.
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d. Caractérisation du collage PDMS-SUS8 par silantisa :

* Mesure de flux limite

Un premier test de qualité pour le procédé deagellest de connaitre le flux limite
avant observation de fuites sur les bords des cafux cela, un support de SU8-2025 est
réalisé puis silanisé. Un capot en PDMS est alolté & cette surface apres traitement plasma
0O,. De I'eau colorée au bleu de coomassie est al@stée sous pression a l'aide d’'un pousse
seringue (figure 3.26.a). Nous n’avons jamais okisele fuite, méme pour le débit maximal
imposé par le dispositif (143 cc/hr), et ce durghis d’l h de mesures fluidiques
ininterrompues. Il est & noter que les tests peaddont été effectués juste apres le collage et

réitérés 7 jours plus tard avec le méme résultat.

Figure 3.26 : Caractérisation du packaging SU8/PDMS par sildisisa(a) Canaux durant les tests fluidiques au
bleu de coomassie, (b) Test d’'arrachement du a®DMS, ce dernier reste accroché a la surfaaeisile de
SU8, le PDMS casse aux endroits ou la pressioexestée. (c) Observation sous microscope lors t@'sin
fluidique a I'eau colorée, aucune fuite n'est okiger les frontieres sont visibles (fleches blanghes

Afin d’estimer la pression exercée sur le canal,snavons calculé la différence de
pression entre I'entrée et la sortie. A I'échellenofluidique, le débit Q est régi par la loi de
Hagen-Poiseuille (Oh ai. 2012) :

AP

== 3.7
Q R, (3.7)

avec AP la différence de pression entre I'entrée et Miesalu canal et R la résistance
hydraulique [Pa*m™] définie comme suit dans le cas d'un canal recteigua faible
facteur de forme (h/w <<1, h étant la hauteur ¢t Vargeur du canal) :

_12plL (3.8)

wh?®
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L représentant la longueur du canaf éa viscosité du fluide utiliséy(= 10° Pa.s dans le cas
de I'eau). Dans le cas des tests fluidiques effsateéis avons : w = 400 um et h = 25 um.
D’apres I'équation (3.7), la difféerence de pressamire I'entrée et la sortie est donc la

suivante :

Apzl;hs
wh

Soit AP = 1,2 MPa avec: L = 1,5 cm et Q = 143 cc/h(hjn La pression limite est donc

supérieure a cette valeur. Il est cependant impbda noter que le maximum de pression est

L@ (3.9

exercé a I'entrée du canal.

Apres ces tests fluidiques, nous avons tenté delldéde capot a la main. A chaque fois, le
PDMS cassait dans sa masse (figure 3.26.b), saofietdent a l'interface. Afin de quantifier

la force d’adhésion entre les deux matériaux, EM@HS Mis en ceuvre une derniere technique

de caractérisation : laull-testou test en traction.

* Mesure en traction (pull-test) :

Ce test consiste a appliquer une contrainte nor@dkchantillon afin de séparer les
deux surfaces collées et ainsi déterminer le padentupture de I'interface PDMS/SU8. Pour
cela, I'échantillon a caractériser est collé d'yaet sur un support en laiton et d’autre part a
une tige métallique. Le tout est ensuite fixé mépaement dans la structure de mesure
(figure 3.27) et la force de traction est appligpée pompage sur une membrane. Cette force
est détectée par un capteur étalonné, dont la guarde sortie est une tension. Il est alors

possible de calculer la force d’arrachement autmterrupture.

Supportlaiton —'_,,—|
Echantilion Logiciel
Tige métallique L d'acquisition

Amplificateur
detension

Capteu
deforce

—=

E{) Pompe

Figure 3.27 :Photographie et schéma du systéme pull-testafii®uty 2012). Banc expérimental développé a
I'EF.

Générateur
10V

[ A

Membrane

Concernant la préparation des échantillons, leulle taet leur épaisseur sont

conditionnées par le dispositif de mesure utilisles doivent étre respectivement inférieures
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a lcm?et 1l mm. Compte tenu de la contrainte emsggur, une fine couche de 60 um de
PDMS déposée sur un substrat de silicium a étsédilplutot que les blocs épais habituels.
Notons que ce substrat de silicium doit étre polface arriere pour permettre le bon collage
de la tige métallique avec I'Araldite. L'autre pade I'échantillon se constitue d'une couche
de 25 um de SUS8, sur le méme type de substratempaois soumise a I'étape de silanisation.
Les collages pour ces tests ont été effectués adjpaction de méthanol a l'interface qui,
rappelons-le, est indispensable dans le procédélerde scellement afin de permettre le
glissement des deux substrats I'un sur 'autre palignement des canaux. Ici, aucun des
deux substrats n’est structuré, et nous avons v@utar une mauvaise évaporation du solvant
a l'interface. Au cours du recuit final, les empilents Si/SU8/PDMS/Si ont été placés entre
deux plaques de métal vissées pour assurer une fagdsion. En effet, lors du collage de ces
deux surfaces rigides et de méme taille, le corgatimoins bon que dans le cas classique
(PDMS épais et déformable sur une plus grandecida SUS8).

Les échantillons ainsi préparés ont ensuite éléselr les différents supports (figure
3.28.a). D’'abord la face arriere du substrat supgeita SUS8 silanisée est collée sur le support
en laiton. Puis, la tige métallique, avec un pletdiametre 4 mm a chaque extrémité, est
collée perpendiculairement au centre de la fadérardu substrat support du PDMS.

Le séchage de la colle Araldite a lieu a tempésatumbiante durant une nuit, et I'échantillon
positionné dans le dispositif de pull-test (fige27). Les mesures en traction ont été

réalisées sur plusieurs échantillons par Magdalinay, au sein de I'lEF.

Tige métallique
Si-intet'face A: Si/PDMS

PDMS —» interface B: PDMS/SUS
SU8 gﬂamsgf:::merface C: SUS8/Si

Téflon

b

R“ptlll'f SUS/Si Rllpflll'f PDMS/Si

5
)

Figure 3.28 :Caractérisation de la pression d’arrachement dM®Bt de la SUS8 silanisée par test en traction

ou pull test.(a) Aspect de I'échantillon avant lasure, (b) cassure de l'interface SU8/Si ou Si/PDMS
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A partir de la tension de rupture mesurée, la a@ufbtalonnage nous donne la force
d’arrachement. La contrainte maximale (N/mm?2 ou Mé& ensuite déterminée en divisant la
force par la surface d’arrachement estimée.

Selon les échantillons, différents types de rupautieesive ont été observés, et parfois
méme des ruptures cohésives du substrat supposilieilnm sans doute fragilisé par le
clivage (figure 3.28.b). Pour des contraintes delte de 1,5 + 1 MPa, la rupture a lieu aux
interfaces A ou C (figure 3.28), sans décollem@paent a l'interface B. Pour une contrainte
d'environ 2 MPa, le PDMS s’est complétement arrathé&upport de silicium (interface A)
qui s’est brisé, et une bulle d’air s’est formékirderface B (collage par silanisation). Ceci
indigue que la contrainte limite a I'interface PDI888 (B) est comprise entre 1,5 et 2 MPa.

Afin de compléter ces résultats, il serait soultdetal’effectuer les mémes tests pour
caractériser 'adhérence de la SU8 et du PDMS swilitium poli. Cependant, dans le cas du
PDMS, matériau extrémement mou, la mesure direateppll test est difficile a mettre en
ceuvre. De plus, il n'a pas été possible de cadietipes directement sur la surface de PDMS,
méme en utilisant du PDMS non recuit comme adhisie nous est donc pas actuellement
possible d’effectuer ces tests complémentairesnidéas, nous pouvons dire que la force
d’adhésion obtenue a l'interface B (PDMS/SU8), animm égale a 1,5 MPa, est trés élevée.
En effet, il a été rapporté que la force d’adhésionPDMS/PDMS ou PDMS/verre, en
utilisant différents types de traitements plasnst,de I'ordre de quelques centaines de kPa
(Bhattacharya edl. 2005). Ceci confirme que le collage PDMS/SUS8 flansation que nous
avons développé est trés efficace. Le tableau ssales présente une synthese des résultats
obtenus en ce qui concerne I'adhérence du capBDdéS sur la SU8 en utilisant le procédé

de silanisation :

Tableau 3.6 :Tableau récapitulatif de I'effet de la silanisatigur les caractéristiques physicochimiques
de la SU8 et caractérisation du bonding PDMS/SU8rabpar le procédé développé

Parameétre Technique SU8 silanisée Remarque SU8 native
Rugosité RMS AFM 0,665 nm Trés peu rugueuse 0,366 nm
Hauteur max AFM 8,7 nm Plus haute & cause2,93 nm

du greffage

Mouillabilité Angle de contact <3° Tres hydrophile, 80°
vieillissement lent
Canal contraint en cisaillemen Test fluidique ,2 WPa Tres étanche
Canal contraint en traction Pull-test > 1,54 MPa Collage tres fort ----
<2 MPa avec le PDMS
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e. Application au packaging de dispositifs fonatieis et au scellement d’autres matériaux :

En appliquant le protocole de collage par silaiosat 'APTMS, nous avons pu
obtenir des biopuces complétes intégrant électretlasanaux, pour des tests fluidiques et
électriques en utilisant un support PCB (p&uinted Board Circuit fabriqué a cet effet
(figure 3.29.a). Des cellules sont injectées dasschnaux a l'aide d’une seringue et le flux
contrélé a I'aide du moniteur MCFS-4C (de chez déunit). En appliquant une tension entre
les électrodes connectées, nous créons une fordiéldetrophorése (chapitre 2) permettant la

capture en flux des cellules (figure 3.29.b). Leka@ing développé est donc bien fonctionnel.

Au electrode 7 e
’/’ Uncaptured cells

. €
{SUS microchannel < %
N ,/

e

Au electrode

b3

L 4

g

Second cell captured -~ Release of captured »'/
cells

Figure 3.29 :Exemple d’'application du packaging irréversible su dispositif entier. (a) Photographie du
dispositif (électrodes or + canaux SU8 + capot PDktSinecté électriquement et fluidiquement. (bpPage

de cellules en flux par diélectrophorése positive.

Nous avons également testé le protocole de silémisdéveloppé pour le collage du
PDMS sur des surfaces de polystyréne (PS) ou de (O@ Cyclic Olefin Copolymér En
effet, ces thermoplastiques, aprés traitement asibxygéne, présenteraient des sites
d’encrage pour le silane, de la méme maniére q@JB activée (Sunkara at. 2011). Nous
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avons cependant d( adapter la durée du traitemasinpl (1 min a présent car ces matériaux
sont plus durs que la SU8) et la température deaggcdu polystyrene silanisé (ramenée a
90°C car la température de transition vitreuse el@ernier est de 95°C). Le collage a été
effectué en présence d’'une charge (< 1 Kg). Laéi@i30 présente le résultat du collage de
strucutures en PDMS au fond d’'une boite de PétiPelystyrene (gauche) et sur du COC
micromoulé (a droite). Ces deux dispositifs, dédig&tude de la prolifération de cellules

sous des contraintes de cisaillement, ont étéstestdgs flux et montrent une bonne étanchéité.

silanized PS Petri dish

‘\connections

Figure 3.30 :Exemples de packaging irréversible de canaux dd®par silanisation d’une boite de Pétri en
polystyréne (PS) a gauche et de COC moulé a dégielication pour des dispositifs d’étude de latord
cellulaire sous une contrainte de cisaillement.

Les cellules étant friandes des MK certains groupements sont laissés libres dares
phase de silanisation, ces derniers pourraienirdme adhésion indésirable des cellules sur
les parois du canal au cours du temps. Aussi, Yehl.epréconisent un traitement au
PolyEthylen Glycol (PEG) afin de rendre ces liaisamsrtes (Yeh et Zhang 2012), pas
forcément simple & mettre en ceuvre. Ainsi, datasede structures complexes intégrant des
pieges fluidiques, le nettoyage et la réutilisatd®s biopuces pouvaient s’avérer difficiles
(figure 3.31). Le nettoyage est beaucoup plus ems@bsence de couvercle pour trempages
répétés dans I'eau. Aussi, nous avons égalemediedtl procédé de scellement permettant

un collage réversible du couvercle de la biopuce.

i -

Figure 3.31 :Photographie d’une biopuce, dédiée au piégeagidaisd haute densité, aprés plusieurs
utilisations et tentatives répétées de nettoyags.dellules mortes bouchent totalement les aceébidpuce a

été irréversiblement packagée en utilisant le palode silanisation développé.
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I11.2.2. Procédés de packaging réversible en codesdéveloppement :

Le packaging recherché doit permettre des expé@sefiaidigues en environnement
étanche et la possibilité d’enlever le capot poarnettoyage efficace des surfaces et une
réutilisation optimale du dispositif. Ce type deslfEment est possible patamping d’'une
plaque de verre sur les structures, mais cette¢ieolne permet pas une réelle intégration du
dispositif. Le capot peut également étre maintegganiquement grace a un canal secondaire
mis en dépression permettant de plaquer le capd¢ substrat (Chen ai. 2011). Toutefois,
cette méthode nécessite I'utilisation d’'une pongrs bes manipulations, incompatible avec
un encombrement minimum. Nous avons donc souhavi&aj@per un procédé de scellement
physico-chimique du capot. Avec l'aide de NhungiDkhong et Hong-Ha Cao de I'IEF, nous
avons exploré deux stratégies: un collage dired1BIPDMS et un autre utilisant un produit
dérivé du PDMS : le DMPMS (Dimethyl MethylPhenylMeky Siloxane).

a. Collage PDMS/PDMS :

Différentes stratégies concernant le collage PDNO®B ont été explorées durant ces

dernieres années : comme le plasma oxygéene enrdécharona (Yang eal. 2009) ou
encore le trempage dans une solution piranha (Kal. €012). Nous pouvons aussi citer
l'utilisation de couches intermédiaires d’adhérercanme de la résine ou du PDMS
partiellement recuit ou réticulé (Eddingsa&t2008). Lee eal. ont également démontré qu'il
était possible de coller deux surfaces de PDMSfgastionnalisation en utilisant 2 silanes
différents (Lee eal. 2009). Toutes ces techniques sont efficaces powollage irréversible.
Cependant, tres peu de techniques sont rapporégeslal littérature en ce qui concerne un
packaging réversible mais étanche.

Notre premier essai a été d'utiliser une résinggdensible positive comme couche adhésive,
combinée a un traitement en température (appardibdding EVG 501), mais sans succes. A
cause de la tension de surface du PDMS, la réslhéra mal a ce dernier, se craquelant
facilement.

Ichraf Ayed a réussi, durant ses travaux de thdd&FR, a effectuer des collages réversibles
PDMS/PDMS (Ayed 2012) en modifiant les parametreactivation par plasma QOsur
'appareil PICO disponible en salle blanche (Diem#ectronic GmbH). Nous avons donc
tenté de reprendre ses conditions (tableau 3¢ lig, en tentant de coller un canal en PDMS

sur une fine couche de PDMS déposée et recuiteestg. Cependant, le collage obtenu dans
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ce cas est pour nous irréversible. Nous avons ealifestué plusieurs tests en modifiant la
puissance appliquée ainsi que les durées de texiteat de recuit post collage. Ces résultats
sont rassemblés dans le tableau 3.7.

Tableau 3.7 :Conditions de packaging réversible PDMS/PDMS rages dans (Ayed 2012) et variation des
conditions appliquées en CTU (délaqueur PICO)
Parameétre Puissance Pression Durée Recuit Résultat de collage Retrait

(mbar) (secondes)

Valeur

<50 W 0,7 10 min & 75°C Non collé

50 W 0,7 6 10 min & 75°C Non collé

50 W 0,7 12 et 18 10 min a 75°C Bon Impossible
50 W 0,7 12 Ethanol + 60 min a 75°C Collé Instable

50 W 0,7 12 Ethanol + 60 min a 60°C Collé (32-8ak Ok, sur 1 cycle

La plupart des conditions testées ont généré soitallage irréversible, soit un collage
inefficace (pas d’adhésion des deux surfaces et flotecdans les canaux). Cependant, il a
été possible de décoller le capot en PDMS sur twargéillons ayant subi un plasma
d’'oxygéne de 50 W durant 12 s, a condition qu’dsrifiant (éthanol dans ce cas) soit utilisé
au moment du collage puis évaporé par un recuitsiemsons que I'utilisation d’'un solvant
(éthanol ou méthanol) permet de retarder |'étabiient des liaisons entre les deux surfaces.
Le temps de latence conduisant a une diminutionadtivation du PDMS, et ainsi une
diminution de la force d’adhésion, permettant deotlér les surfaces pour un prochain cycle.

Il est important de souligner qu'un recuit d’l h68°C a permis de stabiliser le
résultat. En effet, a 75°C, les résultats de déowht n’étaient pas trés reproductibles alors
gu'a 60°C, la majorité des échantillons ont pu ékésolidarisés une fois. Le collage a été
caractérisé et des fuites sont apparues a l'edinéeanal a des débits allant de 20 a 40 cc/h
pour un recuit a 60°C (ce qui, pour les dimensihinsystéme correspond a une contrainte de
cisaillement de 32 a 64 kPa). Dans ces cas-laa iéteé possible de décoller le capot qu'une
seule fois (méme traitement effectué deux foislauméme surface nettoyée a I'éthanol).
Ainsi, ces conditions sont utilisables dans le@ad n’est pas nécessaire de décoller le capot
une seconde fois (ex : cas des canaux fluidiguesusea la synthese de molécules en canal,
puis la nécessité de retirer le capot pour effeaine caractérisation (Ayed 2012)).

Dans l'objectif de l'utilisation répétée d’une mérpace, nous avons continué les

investigations en changeant de bati de plasma nflalasleaner PDC-002 disponible en
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plateforme microfluidique de 'ENS Cachan, trédiséi pour le traitement de surfaces pour le
collage PDMS/verre). Les configurations des diffiéseéquipements de plasma @ilisés

dans cette étude sont résumées dans le tableantsuiva
Tableau 3.8 :Différences entre le délaqueur PICO (CTU Orsayg plasma cleaner PDC-002 (Cachan)

Parameétre Fréquence Puissance ma> Géométrie des électrodes

Délaqueur PICO ‘-

(Diener Electronic GmbH), CTU Orsay | 40 kHz 200 W o
Planaire

Plasma Cleaner PDC-002

(Harrick Plasma), Cachan 12,5 MHz 29,6 W

Cylindrique

Dans un premier temps, nous utiliserons le PDC#8a puissance maximale. En appliquant
les conditions présentées dans le tableau 3.9, aomrss réussi a coller puis décoller deux
mémes surfaces de PDMS 3 fois (ou 3 cycles soug. fNotons qu’a chaque étape de
décollement, une trace est observée sur les sarféae 4™ cycle, le collage n'est plus
efficace et les surfaces deviennent opaques. Brécique les tests ont été effectués sur
plusieurs échantillons. Si I'épaisseur de PDMS ‘suppest inférieure a 100 um, les résultats

deviennent peu reproductibles.

Tableau 3.9 :Conditions expérimentales efficaces, sur le plaBD&-002

Parametre Puissance Pression Durée Recuit Collage Retrait
Valeur 29,6 W 0,7 mbar 30 sab5min 30 min a Bon Ok, sur 3 cycles
75°C > 47 kPa

Dans des batis de plasma a géométrie cylindrigue P®C-002), I'énergie des particules est
trées faible, limitant I'effet du bombardement pliyge de la surface traitée. Ce type
d’équipement favorise les effets chimiques. C’estbpblement ce traitement plus « doux »
de la surface qui permet un collage réversibleptusieurs cycles. En comparaison, I'énergie
d'impact dans les délaqueurs a électrodes plangiess. PICO) est élevée, et le
bombardement physique toujours présent. Ceci piouespliquer la force des collages
obtenus dans les tests sur ce dernier. Toutefotsjgons que de légéres variations dans la

composition du PDMS réticulé peuvent aussi avopanté les résultats.
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« Caractérisation du collage réversible PDMS/PDMS awele PDC-002

La mesure par pull-test n'a pas été possible paractériser le collage, le PDMS étant
trop mou et peu adhérant a la tige de mesure. lleest que nous avons pu effectuer est une
tenue a la mise sous flux. Les premieres mesurdguant que le collage réversible
PDMS/PDMS (conditions du tableau 3.9) résiste & plel 30 cc/h sur les 3 cycles de collage
(ce qui, rapporté aux dimensions du canal testéespond a 47 kPa). Cette valeur est loin
des 143 cc/h (collage par silanisation), mais ¢ fést suffisant pour la majorité des
applications microfluidiques.

Il serait intéressant de déterminer I'évolutionfidex limite (observation de fuites) en fonction
des cycles de collage. Par manque de temps, rausns pas pu effectuer ces mesures
complémentaires.

Sur le bati de plasma PDC-002, 3 valeurs de putgsaont possibles: 7 W, 10 W et
29,6 W. Nous avons testé les 3 puissances sansvebsie différences au niveau des
collages. Nous avons mesuré I'angle de contacsddaces de PDMS aprés ufi dycle de
collage/retrait et la mouillabilité est de 113° déasstrois cas. Cette valeur étant la méme que
celle du PDMS natif (n'ayant subi aucun traitemggla indiqgue que les surfaces sont
similaires.

La trace observée sur le PDMS apreés retrait, indignes rugosité plus élevée de la
surface de contact. La caractérisation des éclmrgtipar profilométrie mécanique n’a pas été
possible de par le caractere tres mou du matédresimesures AFM (effectuées par Mehdi
Ammar) ont alors permis d’obtenir le résultat saivdigure 3.33) :

Référence Support PDMS aprés retrait
10 pm y T —— 1l]|.|.m

10 pm 0 pm 10pm ~ Opm
RMS = 2.06 nm RMS =349 - 449 nm

Figure 3.32: Mesures AFM d’un support de PDMS (référence aha)et une surface apres un seul cycle de
collage/retrait a 29,6 W avec du méthanol commafiabt (a droite)

Le cliché a droite montre la surface fracturée @MBS aprés un arrachement. Les mesures

AFM confirment que la rugosité moyenne de I'écHuoti est fortement impactée par un
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cycle de collage/retrait. Cette derniére passeffehde 2 a plus de 10 fois plus aprées un seul
retrait. Ces clichés montrent que méme apres uncyeld, une partie du PDMS est transféré
d’'une surface a l'autre.

Une élévation de la rugosité s’accompagne généealerd’'une amélioration de
'adhérence car la surface active devient plusdgafeci est vrai jusqu’a un certain point ou
I'on assiste a une dégradation de I'adhérencesudaces en regard n’arrivant plus a s’ancrer
chimiquement mais mécaniquement. En effet, nous sayenobserver qu’au-dela di™3
cycle, le collage n’était plus efficace, probableinear au fil des retrait, plus de PDMS était
transféré d’'une surface a l'autre, augmentant foetd la rugosité jusqu’au seuil d’adhérence.
Il serait intéressant de poursuivre les caractéoiss: fluidiques (flux limite) et de rugosité

afin de déterminer ce seuil.

b. Collage PDMS/DMPMS :

Utilisé depuis le début des années 2000, le PD8tSaxenu un silicone trés populaire

en microfluidique. Des versions dérivées modifises propriétés chimiques commencent a
étre exploitées. Du PDMS photosensible (Jothimwhal. 2009) et du PDMS conducteur
(Deman etal. 2011) sont utilisés par plusieurs équipes. Le DNMPMDimethyl
MethylPhenylmethoxy Siloxane), commercialisé pambDOorning pour des applications en
microélectronique, a récemment été utilisé poueatffer du collage réversible de puces
microfluidiques (Vézy etl. 2011). Pour cela, une fine couche de DMPMS, dilli@eptane
(diminuant sa viscosité), a été déposée sur deyvde I'or, du silicium ou encore du COC,
avant de coller réversiblement du PDMS a l'aidendiaitement par plasma,@e 3 min a 50
W. Apres le retrait du capot de PDMS, le substratéanettoyé a I'éthanol pour enlever les
résidus de DMPMS et a pu étre réutilisé. Le nondereéutilisations n’a pas été précisé dans
I'étude précitée.

Nous avons voulu reproduire ces conditions de gellau laboratoire. Comme il est difficile
d’obtenir l'autorisation d’utiliser I'neptane enligablanche, nous avons da utiliser le DMPMS
non dilué. Il a été déposé sur un wafer de verppuces a une vitesse de 5000 rpm, une
acceélération de 500 rpm/s durant 90 s avant diétreit durant 2 min a 70°C. En utilisant les
conditions de plasmaj@iécrits par Vézy (3 min, 50 W, 0.26 mbar), nousommes jamais
arrivés a retirer le capot. Ceci n'a été possibiem diminuant le temps de traitement & 1 min
(sur le délaqueur PICO de I'IEF). Ainsi, au moiny&les de collage/retrait ont pu étre

effectués sur le méme substrat, avec des capdtedifs. Dans le cas ou un lubrifiant
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(éthanol) a été utilisé lors de la mise en contaatlispositif a di étre séché durant 60 min a
60 °C pour évaporer le solvant. Ce procédé a pinsiémontrer son efficacité.

Voulant I'utiliser sur des substrats sans avoi@ouvrir toute la surface de DMPMS a
cause de la présence éventuelles d’électrodes, anauss essayé de reproduire ce collage
réversible, non plus en spincoatant le DMPMS swulestrat, mais en en imprimant une fine
couche sur le capostamping Salomon etl. 2012). Pour cela, une fine couche de DMPMS
est préalablement déposée sur un premier wafes,I@wapot en PDMS est posé dessus afin
de transférer environ 12 um de DMPMS (figure 3.33).

PDMS
— —

l« Dh[?MS e

— Glass
Any substrate

Figure 3.33 :Procédure de dépdt de DMPMS par stamping.

Le traitement plasma d’oxygene des deux faces (80lsmin, 50 W, 0,26 mbar)
produit un collage irréversible des surfaces. Bramehe, un simple recuit a 70°C durant 1 & 5
heures, a permis d'effectuer plusieurs cycles dkag® sur un méme substrat. Les
caractérisations fluidiques montrent néanmoins tpigrocédé est encore a optimiser,
notamment en ce qui concerne sa reproductibiligei €st probablement di au fait que la

procédure de transfert est manuelle, et donc Vargdon I'opérateur.

» Biocompatibilitt du DMPMS
La voie entrevue pour l'utilisation du DMPMS est réxbement encourageante mais le
procédé développé étant principalement destiné ekagang de puces microfluidiques pour
des applications biomédicales, la biocompatiblitée MPMS est indispensable. Or, cette
derniere n'a pas encore été avérée. Nous avonsesrapris des premiers tests de culture de
cellules adhérentes B16F10 (cellules murines désivée meélanomes) sur des substrats
recouverts de DMPMS. Le premier constat était caee dellules n’adhéraient pas sur ce
produit, probablement a cause de son hydrophobié@8@angle de contact a I'eau). Nous
avons donc décidé d'utiliser des cellules en suspenSEM (dérivées de lymphoblasts

humains) qui, contrairement aux précédentes, nesséent pas I'adhésion a une surface

durant la prolifération.
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Dans un premier temps, malgré une stérilisatio®thdnol 70%, des contaminations
bactériennes similaires a I'E-Coli apparaissaieds vite dans les cultures faussant ainsi les
tests de toxicité. Les substrats ont donc étélisésiaux UV durant 1 h de chaque c6té (le
DMPMS et le controle, qui est un substrat de ver@dtte stérilisation a été efficace car
aucune contamination n’a été observée par la dddaas ces conditions, un test MTT a pu
étre effectué pour déterminer la toxicité du DMPM3ans ce type de test, du sel de
tetrazolium est ajouté a la suspension cellul@e dernier est réduit en formazan seulement
dans les mitochondries des cellules actives, psaditiiun précipité violet. Les cellules sont
ensuite lysées et une mesure de densité optiqueepeate connaitre I'intensité de violet,
renseignant sur la quantité de cellules actives @Gdeurs sont toujours comparées a un
contréle (ici une prolifération sur du verre). L&dution de la quantité de cellules actives
permet ainsi d’évaluer la toxicité du produit eresfion. Les résultats de ce test sur 72 h sont

présentés en figure 3.34.

Suivi de croissance cellulaire par test MTT

15 + H DMPMS

DO (570 nm)

H Glass

Temps (heure)

Figure 3.34 : Test de toxicité MTT de cellules CEM sur DMPMSitééa la lampe UV durant 1 h de chaque

coté.

La figure précédente montre que la quantité dkilesl actives est sensiblement la
méme que ce soit sur le DMPMS ou sur le verre. IDs, gette quantité augmente au fil des
jours, prouvant que les cellules proliferent camewent. En conclusion, la toxicité du
DMPMS n’a pas été démontrée, ce qui est un poast positif pour nous. Notons toutefois
gue celui-ci doit étre traité a la lampe UV durdnh de chaque coté afin de garantir sa

stérilisation.
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I11.3. Conclusion

Dans ce chapitre nous avons pu décrire I'ensermése étapes de fabrication de la
biopuce, en soulevant parfois les difficultés rericms. Grace aux optimisations apportées,
des dispositifs transparents sur quartz intégrastéliectrodes en or plus ou moins épaisses
entourées de canaux/pieges en SU8 ont pu étreqd&llsti en intégrant un packaging
fonctionnel compatible avec une reutilisation deplece. Ainsi, le procédé de packaging
SU8B/PDMS tres efficace, reproductible et facile &ttne en oceuvre en utilisant une
fonctionnalisation de surface a été développé etctérisé. Des biochips complets ont alors
pu étre utilisés pour le piégeage, I'électroporati I'électrofusion de cellules. Durant ces
expériences, les dispositifs sont connectés selesniéma de la figure 3.36 afin de délivrer en

toute sécurité des impulsions de forte amplitudenéme temps qu’un piégeage électrique ou

fluidique.

Biopuce
S connectée

Amplificateur

Oscillocope

Impulsion (1 - 2V)
Permeabilisation

!

+ >

Oscilloscope

Sinusoide (1 Vpp)
(DEP)

Generateurs

a—= | Additionneur

Figure 3.35 : Set-up complet pour les tests sur cellules (gauethechéma électrique équivalent (droite)

Bien que le packaging par silanisation soit effec&t nous ait permis d’effectuer la
majorité des expériences biologiques en flux qubrsedétaillées dans le chapitre suivant,
nous avons commencé a développer deux autres dgppackaging réversible pour faciliter
'étape de rincage et d'utilisation optimale despdisitifs. Ces méthodes de collage sont
prometteuses mais nécessitent encore quelquesraprss afin d’étre appliquées sur des

dispositifs complets.
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Chapitre 4
Résultats des expérimentations biologiques

Ce chapitre présente les résultats d'électropertigatinn et d'électrofusion sur cellules

biologiques obtenus dans le cadre des différeritastsres développées. En premier lieu, ce
chapitre aborde l'effet du milieu de fusion et des sdifférentes caractéristiques sur
I'électroperméabilisation, la fusion, la déformatiet la viabilité des cellules lors de

I'application de la diélectrophorése ou des impuisiélectriques. Utilisant le milieu de fusion
optimal, la dynamique d’électrofusion est éetudiéasdéa structure a plots isolants. Les
résultats de piégeage de cellules dans les deugtwstes de parallélisation sont ensuite
présentés et comparés. Enfin, les résultats diéfesion sur la structure de parallélisation

par plots conducteurs sont détaillés.
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IV.1. Milieux de fusion

Dans le cadre de I'électrofusion cellulaire, plussecontraintes sont & prendre en
considération pour la détermination du milieu optina utiliser lors des expériences de
fusion. Les deux principales caractéristiques diiemisur lesquelles nous pouvons agir sont
la conductivité électrique et I'osmolarité. Il s’agalors de voir leur influence sur les

caractéristiques géométriques et électriques dedeseainsi que leur viabilité.

IV.1.1. Conductivité et électroperméabilisation :

Le premier critere a prendre en compte dans I'ékhmr du milieu de fusion est sa
conductivité. En effet, dans la majorité des stiret que nous avons développées, la force de
diélectrophorese positive est l'outil de placement’appariement des cellules. Dans le but
d’appliquer cette force, le facteurcis doit étre positif (voir chapitre 2). Pour cela,nlieu
extracellulaire doit étre plus faiblement conductgue le milieu cytoplasmique (ce dernier
valant en général ~ 0,4 S/m).

L'autre conséquence bénéfique de l'utilisation @ufaible conductivité est de limiter
'échauffement du milieu. En effet, I'applicationudi champ électrique durant une longue
période sur un milieu chargé en ions provoque,gii@t Joule, un échauffement du milieu
(chapitre 2). Les cellules biologiques étant tr&issgbles aux changements de température, il
est important de limiter cet effet.

Cependant, il est également important de connktifet de la conductivité du milieu sur le
phénomene d’électroperméabilisation.

L’électroperméabilisation des cellules suite a lamiion d’'impulsions électriques de
quelques dizaines de microsecondes est due a lentgtion du potentiel transmembranaire
jusqu’au seuil critique. Cette augmentation résdéd’accumulation d’ions de part et d’autre
de la membrane lipidique. Ainsi, la perméabilisatitenla cellule est liee au déplacement des
charges présentes dans les milieux intra et exttala@ires vers la membrane. L'influence de
la conductivité externe sur l'efficacité de I'éleierméabilisation a été étudiée par plusieurs
groupes (Neumann 1992, Sukhorukowakt1998, Pucihar edl. 2001, Ferreira edl. 2008,
Silve 2011). Il apparait que dans le cas d'impuiside 10 a 100 ps de durée (micropulses),
I'efficacité de perméabilisation décroit légeremeoiur les faibles valeurs de conductivité
(inférieures a 0,01 S/m). Cette dépendance condldctiextracellulaire/ efficacité

d’électroperméabilisation a aussi été modélisédvmara etal. (2010). La dépendance de la

119



constante de temps de charge de la membrane oellda fonction de la conductivité
extracellulaire pourrait expliquer ce phénomene.

La constante de temps de la membrane est calcudpeed’'équation 4.1 :
— 1 Rcell‘s‘me"c’.o UCy + 20m

r
™2 e 000,

(4.1)

avec Re le rayon de la celluleyey etom les conductivités du cytoplasme et du miligks et

‘e’ étant respectivement la permittivité relativiel’épaisseur de la membrane et endgria
permittivité du vide. Le tableau 4.1 présente lefes de grandeur de la constante de charge
de la membrane pour différentes valeurs de condtégi de milieu en considérant une
conductivité cytoplasmique de 0,4 S/m (Whitesid8831 Gascoyne eal. 1997, Laforét
2010).

Tableau 4.1 :Constante de temps de charge de la membrane agioiglue en fonction de la conductivité

externe pour : Ry =10 um, e = 5 Nng&me= 5, &= 8,85*10"* s' A m° kg™ etcey= 0,4 S mt

Conductivité du miliewn, /(S/m) 15 1 0,1 0,03

Constante de temps de la membragg | 250 ns 265 ns 663 ns 1,7 us

Il apparait que le temps de charge de la membrsinieeersement proportionnel a la
conductivité du milieu extracellulaire. Cependantest de I'ordre que quelques centaines de
nanosecondes pour des conductivités proches dedesl milieux physiologiques (1,5 S/m),
du milieu de culture (1 S/m) ou des conductivitespeu plus faibles. La conductivité du
milieu de fusion utilisé lors de nos travaux estldedre de 0,03 S/m. Dans ce cas, la
membrane se charge en moins de 2 us ce qui, psuimgeilsions classiques (centaine de
microsecondes, ou de 'ordre de la millisecondejespond a un temps assez court. Ainsi, le
potentiel transmembranaire atteint rapidement ssuva’équilibre, et de ce fait I'initiation et
I'efficacité de la perméabilisation restent indépemes de la conductivité du milieu.
Cependant, dans le cas d’impulsions ultra courtasdpulses), la conductivité du milieu reste

un parametre déterminant pour I'efficacité de periéation (Silve 2011, Silve el. 2011)

IV.1.2. Effet de 'osmolarité :

Le second parametre a prendre en considérationderselaboration du milieu de
fusion, pour assurer la viabilité des cellulesedtitacité de fusion, est 'osmolarité. En effet,
la réduction de la concentration en ions dans tedbudiminuer la conductivité a aussi pour

effet de rendre le milieu hypotonique. Effectivemeéa cytoplasme devient plus concentré en
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ions que le milieu extracellulaire (en général QM d’ions pour ce dernier, qui
correspondent & 2 mOsm ou mOsmol/L). Les miliewsrgant sur la membrane une pression
proportionnelle a leur concentration ionique, umxfid’eau du milieu hypotonique vers le
milieu hypertonique se produit a travers la meméraiin de rétablir I'équilibre hydrique. Ce
flux a pour conséquence de gonfler la cellule siecderniere est plongée dans un milieu
hypotonique et a se rétracter dans le cas contiareellule garde sa taille normale dans un
milieu isotonique (concentration identique entrs ldeux milieux, soit une osmolarité
extracellulaire a 300 mOsm).

Le risque étant la mort cellulaire dans les caséexts (comme l'eau tres salée pour
I'hypertonique et I'eau distillée pour I'hnypotonigud est nécessaire de contrdler 'osmolarité
du milieu. Afin d’augmenter cette derniere sang tétever la conductivité, il faut utiliser une
molécule soluble dans I'eau, non conductrice ettogique. Le choix se porte souvent sur le
sucrose, le tréhalose ou le sorbitol.

D’autre part, il a été démontré qu’il pouvait éneantageux, pour I'électrofusion, que
les cellules aient un volume plus élevé qu’en léat normal. En effet, le rendement de
fusion est considérablement augmenté pour une asidolavoisinant 75 ou 100 mOsm
(milieu hypotonique) (Sukhorukov at. 2006, Usaj eal. 2010, Usaj eal. 2012). Il est vrai
gu’en augmentant le rayon de la cellule, le pogtmtansmembranaire, pour un méme champ
électrigue appligué, sera plus élevé (chapitre 8. champ électrique critique de
perméabilisation gest donc plus bas pour des cellules dans un niilggotonique (confirme
egalement expérimentalement par Barraal.€2004, Rols et Teissie 1990, Wang et Lu 2006).
Cependant, en comparant les seuils critiques denpek transmembranaireA¥may), il
apparait que I'osmolarité n’a pas d’'impact surfltefcité de perméabilisation pour W¥ax
donné. L’augmentation de volume en tant que telledtnc pas d’'impact sur le mécanisme
de perméabilisation (Golzio eal. 1998, Usaj etal. 2012). Pourtant, ['efficacité

d’électrofusion reste fortement impactée par I'okmitg (Tableau 4.2).
Tableau 4.2 :Pourcentage d’électrofusion de B16F1 dans desumilde tonicité différentes en fonction du

potentiel transmembranaire max calculé (adaptat®bsaj etl. 2012)

Potentiel transmembranaire max (\ Isotonique Hypotonique

1,12 | <5% 20%
1,68 15% 32%
2,23 32% 41%
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L’augmentation du rendement de fusion dans un mifigpotonique n’est donc pas
due a une baisse du seuil critigh®max Simplement suite a une augmentation du rayon mais
peut-étre a I'état de la cellule (ou plutdt de samrbrane) suite a cette augmentation. Une des
raisons possibles serait I'état physique de la nmangsuite au gonflement de la cellule. En
effet, la tension exercée sur la membrane suitéadgrentation du volume cellulaire
diminuerait les ondulations naturelles a la surfdeela membrane ce qui maximiserait la
surface de contact entre les deux membranes vsi¢Bgkhorukov eal. 2006, Usaj etl.
2012). Il est aussi important de noter que les pholgpides constituant la membrane sont
probablement plus « laches » et moins resserrésgddaanembrane est tendue ce qui pourrait
aussi favoriser I'électrofusion. Nous pouvons aagsiter a cela 'augmentation de la surface
de contact simplement due a 'augmentation deilla tde la cellule. Enfin, il est possible que
des parameétres biologiques encore peu connus $awbri’électrofusion dans un milieu
hypotonique.

Tous ces changements de caractéristiques décalddatvariation de volume de la cellule ;
seule caractéristique directement observable pamétieode optique.

a. Variation du volume cellulaire due au choc osma#:

Le choc osmotique décrit précédemment est en généliEt en utilisant du sucrose
(342 Da) ou du tréhalose (378 Da) (Usajakt 2013, Golzio etal.1998). Cependant, les
cellules retrouvent rapidement leur taille norn@das ces milieux (au bout de 10 min) grace
a l'activation de leurs canaux membranaires conkaelgant ainsi 'augmentation de volume.
Ceci peut étre contraignant si la procédure degemaent des cellules dans la biopuce, puis la
procédure de fusion, durent plus de 10 min en tdoe autre solution est d’introduire une
molécule plus petite comme le sorbitol (182 Da) waipouvoir passer plus facilement a
travers les canaux membranaires, et ainsi compéndlex géenéré (Sukhorukov at. 2006).
La figure 4.1 représente ces différents phénomehegparait clairement que les cellules
suspendues dans les deux milieux hypotoniquegyaéet leur volume maximal au bout de 3
min. Néanmoins, en présence de sorbitol, les esllgardent leur état « gonflé » alors

gu’elles reviennent rapidement a leur volume noremgprésence de tréhalose.
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Figure 4.1 : Comparaison de I'évolution dans le temps du voluetetif de cellules dans des milieux
hypotoniques de sorbitol (petite molécule) ou ébaftose (grande molécule) pour (A) des cellulesidgnues

et (B) des cellules cancéreuses Karpas (Sukhoretaly 2006)

Nous avons comparé l'effet de trois milieux d’osariiés différentes (contenant du sorbitol)
sur des cellules cancéreuses B16F10 : un miligongpe (300 mOsm), un milieu que nous
appellerons « semi-hypotonique » (200 mOsm) et dieumhypotonique (100 mOsm). La

composition des différents milieux est détailléasike tableau suivant.

Tableau 4.3 :Composition des différents milieux

Ingredient Isotonique Semi-hypotonique  Hypotonique
[Sorbitol] (mM) 300 200 100

[Tris] (mM) 1 1 1

[MgCl;] (mM) 0,7 0,7 0,7
[Ca(CH3CO00)2] (mM) 0,1 0,1 0,1

[BSA] (mg/mL) 1 1 1
Osmolarité (mosM) 300 200 100

pH 7,5 7,5 7,5

om (S/m) 0,03 0,04 0,03

La figure 4.2 présente la comparaison et I'évolutiol diametre de cellules plongées dans ces
différents milieux. Il apparait que la taille desllales reste a peu prés constante durant 30
min et qu'elle est plus élevée en milieu hypotoniquear ailleurs, ['évolution
diametre/osmolarité n’est pas tout a fait linédie effet, 'augmentation du diametre est d’en
moyenne 45% dans le milieu a 100 mOsm alors quidtede 14% dans le milieu a 200
mOsm (en considérant un diametre de référence an€¥m : @ = 15 um (Figure 4.2.C)).
Cette non linéarité a également été démontrée gn&d etal. 2010 dans le cas de milieux

contenant du NaCl ou du KCI.
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Notons que dans le milieu hypotonique (100 mOstil)sél par la suite comme milieu
de fusion, le volume est doublé voire quadrupléguieconcorde avec la littérature (2,4 pour
Sukhorukov eal. (2006) & 75 mOsm dans le cas de cellules dequkeis).

A 100 mosM 200 mo_s_._{VI

]

30 45 70
’s «JC ™
5 — DV()/%
8% 0%
s =
15 03
= 30 E
10
20
5 .
| 10
0 ‘ - 0 : : : . . 0
0 5 10 15 20 25 30 35 0 50 100 150 200 250 300 350

t/min Osmolarité/mosM

Figure 4.2 : Variation du volume de B16F10 dans des milieux aio&rités différentes contenant du sorbitol.
(A) Comparaison de I'aspect cellulaire (B) Evolutidans le temps du diamétre (C) pourcentage d’angtien
du diamétre et variation de volume \}/tbarres d’erreur : + déviation standard SD).

Cette augmentation de volume a un impact de tiltd’électrofusion de cellules dans
des microsystemes. En effet, les piéges doiverg étmcus (chapitre 2, partie 11.2)
connaissant le nouveau rayon des cellules daresldu placement fluidique, et pour le calcul
de la diélectrophorése dans le cas du placemesitiglee.

b. Effet du choc osmotique sur la DEP:

Comme vu précédemment, les cellules gonflent damsmilieu hypotonique.
Connaissant la dépendance de la DEP avec le ragda dellule (formule (2.10) dans la
section 1.1.2.a du chapitre 2), cette variatiorirane le changement du comportement
diélectrophorétique de la cellule. En effet, le @ienfait d'augmenter le rayon de la cellule,
tout en gardant ses caractéristiques internes|ediecaremiére fréquence de coupure vers les
valeurs plus basses (figure 4.3). De plus, la fateeDEP négative devient plus faible en

basses fréquences. Cependant, il n'y a pas qu/dem de la cellule qui varie dans un milieu
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hypotonique. En considérant que seules des mokdalileau pénétrent dans la cellule
(Poignard etl. 2010, Landahl 1948) 'augmentation du volume (¢g& dans notre exemple)

entraine une dilution de la concentration ioniquardlieu interne et donc une division de la

conductivité cellulaire (par 3,6)C:7'Cy :UCy/(V/Vo). En partant d'une cellule de 14 um de

diametre avec ungy initial = 0,4 S/m, nous passons a une cellule dgr20de diametre avec
unoc'cy = 0,11 S/m. Cette dilution peut diminuer de moiéidorce de DEP positive et décale

fortement les deux fréquences de coupure.

0.8 UL IR T L |
I —=Rc = 6.5 ; Gcy = 0.4
0.6 - - -Rc=10; Gecy=10.4
. | ==« Re=10; Gcy=0.11
Sal pDEP ]
=
)
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i
. .
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Figure 4.3 : Partie réelle du coefficientds, illustrant le comportement diélectrophorétiquefréguence d’'une

cellule normale (trait plein), gonflée en ne cosiht que I'augmentation de rayon (traits) et @mant compte
de la dilution du milieu interne (pointillés). Représente le rayon en micronsogy la conductivité du

cytoplasme en S/m. Le milieu extérieur est de cotidte 0,03 S/m.

Afin d'étudier expérimentalement l'effet du choc nu#tique sur le comportement
diélectrophorétique, nous avons utilisé des cdlutancéreuses adhérentes Hela de
conductivité interne 0,06 S/m (d’aprés Wangakt2009). Les cellules sont tout d’abord
décollées a 'aide de trypsine. Aprés centrifugatie culot cellulaire est rincé deux fois avec
le milieu a étudier avant la mise en suspensioncamportement diélectrophorétique est
ensuite observeé dans la structure a plots isofagsentée dans le chapitre 2. Les résultats des

observations ainsi que les caractéristiques deuehagjieu sont reportés dans le tableau 4.4.
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Tableau 4.3 :Résultats de diélectrophorése sur des cellules tteis différents milieux (P : positive, N :

Négative, D : difficile a déterminer, X : non mesey le signe + traduit 'intensité de la force

# Milieu 1 2 3 4
Osmolarité/(mOsm) 300 300 200 100
om/(MmS/m) 30 5 3 5
Rc/um 7,5 7,5 8,5 11
VIV, 1 1 1,45 3,15
Ocy/(S/m) 0,06 0,06 0,04 0,02
10 kHz N++ N+ D D
500-700 kHz P+ P++ P++ P+

1 MHe P P++ P++ P+
10 MHz X P+ X X

Quant a la figure 4.4, elle représente les résuttatsimulations Matlab de la partie réelle du
coefficient de Clausius-Mossotti, image de la DERne cellule Hela dans les différents
milieux du tableau 4.3 en prenant en considérdéiorariation de volume ainsi que la dilution

du milieu interne.

0.8————rrrry

—ad— M1,06Mme =1 pS/m
—%#— M2, 06me =1pS/m

A

0.6 M3, 6me =1 pS/m =
—a#— M4, 61me =1 uS/m
- - - M3,0me=2uS/m

04 M4, 6me =2 uS/m

o
¥

E -
Q
= v .
I e
3
i
! Gddddd 4 4 Ldidddd 4 4 4
! nDEP
. 100
}
—0.4- I i
3
[ }
: [ o :
0. il | A il Lol Wil Ll il Pl i
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Log f/ Hz

Figure 4.4 : Tracé du spectre diélectrophorétique pour desleslHela des milieux du tableau 4.3 en prenant en

compte l'augmentation de volume cellulaire et lardfement de conductivité en résultant

Un premier constat a propos de la conductivitémilieu peut étre fait a partir de la
courbe 4.4 : les milieux de tres faible conducfiyiiermettent d’exacerber la DEP positive,
cependant, la premiere fréequence de coupure dahgeade milieux est trés basse (autour
voire inférieure a 10 kHz). A ces fréquences, ilayun risque d’oxydo-réduction et
d’électrolyse (dissociation électrochimique se pisaiot a l'interface électrodes/liquide).

L’électrolyse se traduit par I'apparition de bulle®xydo-réduction dégrade les électrodes et
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peut entrainer la lyse cellulaire. Certaines équiipassivent les électrodes afin d’éviter cet
effet (Cabodevila eal. 2002) mais réduisent du méme coup l'intensit&ldamp électrique.
Nous préférons donc tout simplement éviter d'wgilides fréquences inférieures a 10 kHz.

La figure 4.4 permet dautre part de confirmer Mariations de DEP dues a
'osmolarité du milieu pour une méme conductivixéeene (environ 5 mS/m). En effet, grace
aux résultats du tableau 4.4 nous pouvons voilapeemiére fréquence de coupure dans le
cas des milieux 3 et 4 et autour de 10 kHz alorsliguest de plusieurs centaines de kHz pour
le milieu 1. Il est aussi possible d’observer dasatians significatives dans la force de DEP.

Enfin, il est intéressant de noter que dans ledeasmilieux 3 et 4 (semi-hypotonique
et hypotonique), nous avons constaté qu'il faffaitbablement aussi prendre en considération
la variation de conductivité de la membrane. A eads gonflement et I'étirement de la
membrane, il est possible que sa conductivitée antgneCeci a un fort effet en basses
fréequences (diminution voire annihilation de lacide DEPn. Cependant, a partir de 10 kHz,
les courbes @membrane= 1 HS/m et 2 uS/m se rejoignent. Malheureusements n'avons pas
pu confirmer le comportement en DEP des celluledessous de 10 kHz a cause du risque
d’électrolyse pour vérifier la variation de conduité liée a la membrane.

Nous venons de voir que I'osmolarité du milieu irteafortement le comportement
diélectrophorétique d'une cellule. Il peut donc v€ir trés utile de connaitre les
caractéristiques de la cellule dans un milieu doafi@ de prévoir son comportement.
Cependant, la méthode que nous avons utilisée a@tes partie ne permet que I'observation
de la DEP dans une certaine gamme de fréquence éa mi@termination des caractéristiques
de la cellule. Selon les conditions des milieuxardt extracellulaires la fréquence de coupure
basse peut étre trop faible pour étre mesurabtatéliion due au risque d’électrolyse) et la
fréequence de coupure supérieure trop élevée (limitales générateurs en haute fréquence).
Afin de remonter aux caracteristiques de la cellolas avons dd avoir recours a une autre

méthode : I'électrorotation.

c. Détermination des caractéristiques cellulaires plectrorotation (ROT) :

Comme décrite dans le chapitre 2, I'électrorota(lR@T) est une technique utilisant
un champ tournant sur 4 électrodes. ContraireméstEP ou la partie réelle du facteur de
Clausius-Mossotti intervient dans I'expression defdrce, c'est la partie imaginaire qui
apparait pour la ROT (voir section 1.1.1.b du db@ap2). En utilisant cette derniére, et en
tracant le spectre en vitesse de rotation d’'untuleekn fonction de la fréquence, il est

possible de remonter a ses caractéristiques €eesi(permittivité et conductivité). La figure
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4.5 montre un exemple de rotation de cellules dawmsstructure ROT. Notons que dans le cas
de cellules parfaitement rondes (en majorité daiercas) il peut étre difficile de trouver un
repere visuel sur la cellule et de le garder dutarprocédure de relevé de la vitesse de

L =

Figure 4.5 : Electrorotation (a) une cellule dans la structuédedtrorotation et détermination de sa vitesse de

rotation.

rotation grace a (b) son axe pour une cellule Egent déformée et (c) grace a un repére visuel ypoaicellule
ronde (rotation antihoraire dans les cas b et c)

La figure 4.6.A présente le résultat des spectnestesse de rotation de cellules B16F10 dans
les milieux hypotonique et semi-hypotonique. A d@ide ces courbes de vitesse, de
'équation (2.9) (chapitre 2) et d’'un ajustement @rirbe sous Matlab®©, il est possible

d’extraire les caractéristiques des cellules. Lalewrs expérimentales de la conductivité du
cytoplasme dans ces deux cas sont présentées @aabléau 4.5. Nous avons ensuite
implémenté ces valeurs afin de comparer les couh@esiques et pratiques de la partie réelle
du coefficient de Clausius-Mossotti (figure 4.6.B).
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Figure 4.6 : Résultats d’électrorotation. A. Spectres de viteseotation de cellules B16F10 en milieux

hypotonique et semi-hypotonique. B. Comparaisobédelution de la partie réelle du coefficientien

utilisant les caractéristiques théoriques et lesures de ROT. Cellules B16F16( initial = 0,4 S/m)

Tableau 4.5 :Conditions de simulation de la figure 4.6 sur deltules B16F10

Milieu Osmolarité  g.,(S/m) RC/um VIVq Ome Ome Ocy(S/M)  Gey (S/m)
mOsm (S/m) (S/m) simu  mesuré
simu mesuré
Isotonique 300 0,03 7,5 1 1e-6 --- 0,4 ---
Semi-hypo 200 0,03 8,5 1,45 2 e-6 1,6 e-6 0,27 0,
Hypotonique 100 0,03 11 3,15 2 e-6 25e-6 0,12 0,065

Les expériences d’électrorotation confirment lardéssance de la conductivité cytoplasmique
dans les milieux hypotoniques, entrainant un déeate la frequence de coupure en DEP.
Les cellules subissant un stress osmotique ne gamtdans leur état normal et ne

devraient pas survivre longtemps. Il est import@datoir une idée de la cinétique de survie
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VB /%

des cellules dans un milieu hypotonique. La praohaection traite de I'évolution dans le

temps de la viabilité des cellules dans les trdigmints milieux.

d. Osmolarité et viabilité cellulaire :

Afin d’observer la cinétique de survie des cellulasus avons utilisé du bleu de
trypan ; colorant utilisé en routine de cultureldaire pour le comptage. Ce colorant,
perméable a la membrane, a tendance a entrer mi@ritedans toutes les cellules sans
exception. Les cellules déclenchent ensuite un mgeoe d’exclusion de la molécule de bleu
de trypan rejetant cette derniere de la cellulep@®ipe d’exclusion nécessitant de I'énergie
(stockée dans I'ATP), seules les cellules encotévexc rejettent la molécule et restent
incolores. Ainsi, seules les cellules non activesrmrtes sont colorées en bleu. En utilisant
cette méthode, nous avons pu comparer la cinédquaurvie sur 4h de cellules Jurkat et de

B16F10 plongées dans les 3 milieux de la sectiéndatente (figure 4.7).
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Figure 4.7 : Viabilité (VB) de cellules (a) Jurkat et (b) B18F&n suspension dans des milieux d’osmolarités

différentes (osmolarité en mOsmol/L, CM = milieuaigture). Barres d’erreur : + SD.

Contrairement aux B16F10, les Jurkat sont deslesllen suspension (se développant sans
avoir a adhérer a une surface). Cette caractarestipus permet de décorréler le stress di a
I'état en suspension de celui di a 'osmolaritémdlieu externe. En effet, les B16F10 étant
des cellules adhérentes (ayant besoin d’adhérae&uwrface pour proliférer), elles subissent
un double stress dans les milieux de test (suspereti osmolarité) alors que les Jurkat ne
subissent que le stress osmotique. Cette différpages’observer sur les courbes de la figure
4.7. Nous constatons que pour des Jurkat, la im@biste a peu pres stable dans les 3
milieux, en comparaison du contrdle (milieu de wdtRPMI, 1% antibiotiques et 10% de

sérum foetal de veau ou SVF). En revanche, le potage de viabilité descend a 80% au bout
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de 4h dans les différents milieux. La légere désamte dans le milieu de contrdle est
probablement due a « I'étouffement » au fond detub

Dans le cas des B16F10, les résultats sont phpediés. Nous pouvons voir que
méme pour le contréle (milieu de culture DMEM, 1%ilkiotiques et 10% SVF) la viabilité
est fortement diminuée a partir de 3h de suspenbions observons aussi que la baisse de la
viabilité est d’autant plus importante que le stresmotique est important. En effet, au bout
de 2h, plus de 80% des cellules survivent dansitieunisotonique et un peu moins en semi-
hypotonique alors que 60% seulement survivent dreunhypotonique. Nous considérons
donc que la durée de suspension des cellules @adsroier milieu ne doit pas excéder 1h,
voire 30 min, afin d’avoir au moins 70% de survidous avons aussi observé, lors des
expériences d’électrofusion, que les cellules agissaient plus aussi bien aux impulsions au-
dela de 30-45 min d’immersion dans le milieu hypajoe car les cellules commencaient a
étre en souffrance.

Dans la prochaine partie, nous allons justemertiétleffet d’'un champ électrique,
mais d’abord du point de vue de la déformation miggee.

IV.1.3. Déformation mécanigue d’une cellule pendabdpplication d’'un champ électrique

ou « électrodéformation » :

Il a été démontré par Friendadt en 1975 que I'application d’un champ électriqu@ A
sur des cellules s’accompagnait de la déformatiéoamique de ces dernieres. Ces distorsions
seraient dues au mouvement des ions dans la ceutdrae proche de la membrane lipidique
sous l'application d'un champ. Ce mouvement enénainvia les liaisons visqueuses, un
mouvement de fluide paralléle a la membrane proaongainsi une contrainte de cisaillement
sur cette derniere. Cette contrainte se traduisglar la déformation de la particule (cellule
ou vésicule) (Mauroy 2011). Tout porte a croire gae forces transitoires peuvent précéder
et accompagner le phénomeéne d’électroperméabiliséBukhorukov eal. 1998). Dans cette
section nous allons rapidement lister ces défoonatiet voir qu’elles sont fortement
dépendantes du milieu extracellulaire (osmolarité cenductivité). Pour cela, nous
différencieront les déformations dans un champradtd AC et celles dues a une impulsion

unipolaire DC.

a. Déformation due a I'application de la diélectiapeése:

Comme dit précédemment, durant I'application d’barap électrique AC, les cellules

peuvent se déformer dans la direction du champtriglee ou dans la direction
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perpendiculaire. Il semblerait que la directionddéormation soit fortement dépendante de la
différence de conductivité entre les milieux ingtaextra cellulaires ainsi que de la fréquence
appliguée. La figure 4.8 résume les déformatiompgsées par Sukhorukov @t en 1998.
Ces derniers ont ainsi pu observer la déformatiariviHz d’érythrocytes dans la direction du
champ électrique lorsque les cellules étaient plesgians un milieu faiblement conducteur
(inférieurs a 0,2 S/m). Cette déformation augmerittdinéairement avec le carré du champ
électrigue. Il est aussi intéressant de noter gaeckllules amibe protée plongées dans un
milieu de conductivité égale a 0,02 S/m sont soem&une compression (€longation dans la
direction perpendiculaire aux lignes de champ) plms fréquences entre 1 et 100 kHz et dans

la direction du champ pour de plus hautes fréque(uequ’a 10 MHz) (Friend ell. 1975).

Déformation de
la cellule
i

Fréguences critiques de
A 7 ~ déformation

fy A¥ a
100- [_E' O : . A¥=0
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Figure 4.8 : A. Résumé des déformations d’érythrocytes propopéae Sukhorukov etl. 1998 ol etAey
sont les conductivités interne et externe respectant et fd1 et fd2 les deux fréquences critiqees d

déformation. La déformation est maximale a uneueage intermédiaire entre fd1 et fd2 (Mauroy 2011)

La figure 4.8 traduit bien la dépendance en cotidte et fréquence de la déformation
en champ AC dans le cas d’érythrocytes. En eftet,bmsses fréquences (f<fdl) la cellule est
allongée dans le sens perpendiculaire a la direadio champ électrique alors qu’aucune
déformation n’est observée en hautes frequencéd2ff>Pour les fréquences intermédiaires
(fdi< f < fd2), la déformation dépend de la diffice de conductivité : dans un milieu
faiblement conducteuiigi/Aex: OUGc/om > 1) la déformation est parallele au champ, et ¢&ns
cas contraire, elle est perpendiculaire a celukai.nous placant dans des milieux de faible
conductivité 6c/om > 1), nous avons pu observer la déformation ddulesl Hela,

d’érythrocytes et de Jurkat (figure 4.9). Toutes oellules étant en suspension dans un milieu
hypotonique.
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Figure 4.9 : Observation de la déformation cellulaire de défées lignées cellulaires (Hela, Jurkat et

érythrocytes) dans des milieux hypotoniques ax/@lnm > 1. Barres d’échelle : 20 um

Dans le cas des érythrocytes, les déformationd sonformes a I'étude de
Sukhorukov efal. 1998 (déformations observées dans la directionhdump électrique pour
des fréquences entre 2 MHz et 30 MHz). Cependants n'avons observé la déformation des
B16F10 qu’en milieu hypotonique et a plus hautéguences (22 MHz) dans la direction du
champ électrique. Dans le cas des Jurkat, les rdét@mns pouvaient s’observer a de plus
faibles fréquences (méme a 300 kHz). Ces différedeecomportement peuvent s’expliquer
par les difféerences biologiques entre les lignédhilaires. En effet, il est connu que les
erythrocytes ont une structure interne plus so(pf®squelette peu rigide) favorisant ainsi la
compression des cellules. Les B16F10 étant peatddns un état moins rigide en milieu
hypotonique (plus de molécules d’eau), elles soabglement plus compressibles et plus

sujettes aux déformations qu’en milieu isotonique.

b. Electrodéformation durant I'application d’'une puision :

Les déformations présentées dans la partie pré@dentcernent I'application d'un
champ électrigue AC sur les cellules. Cependant,dorte a croire qu'a tres basse fréquence,
ou durant I'application d’'une impulsion DC, desatéfiations peuvent aussi survenir dans les
premiers instants de I'application du champ. En dagprésence de ces déformations, elles
pourraient induire un stress membranaire facilitsentperméabilisation (Sukhorukov alt
1998).

Différentes équipes se sont donc intéressées adafesmations, et ce tout d’abord
dans le cas d’'un modele membranaire tres utilleé vésicules unilamellaires géantes (ou
GUV). L'étude de la déformation de ce type de medelporté ses fruits. Il a été démontré
gue les GUVs se déformaient sous l'influence d’'impulsion DC (Riske et Dimova 2006,

Mauroy 2011). Cette déformation se rapproche foetgnae celle en champ AC. En effet,
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elles dépendent aussi de la différence de condtéciivira et extracellulaire et de I'amplitude

du champ appliqué (figure 4.10).
@
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Figure 4.10 : Déformation de modéle membranaire (GUVs) dangudifftes conditions de (a) conductivité (x =
oint/Cex) €t de concentration en sel @t G,) (b) d’intensité de champ électrique et de duréeplilsion (Riske

et Dimova 2006)

Selon les observations de Riske et Dimova, en absdacsel, la déformation des
vésicules est ellipsoidale (Figure 4.10.a.B). Léspnce de sel provoque un aplatissement des
cotés de la cellule en forme de disque (Figure.4.0) de carré (D) ou de tube (E), selon le
rapport de conductivité. L'intensité de la déforimatquant a elle serait proportionnelle a
I'amplitude du champ électrique DC et de la duréd’ichpulsion (figure 4.10.b, ou le rapport
de conductivité est de 0,05 avec 1 mM de NaChadigeur).

Nous venons de voir que la déformation durant liappon d'une impulsion
électrique classique a déja été étudiee par gquelquriipes et en partie caractérisée.
Cependant, ces mémes déformations n’ont jusqusepté&té observées que sur des vésicules
lipidiques mais n’ont jamais été rapportées dansakedes cellules. Des études utilisant des
impulsions nanosecondes sur cellules ont pris esidération le stress électromécanique
durant I'application de I'impulsion. L'élongatiomansitoire était aussi maximale pour des
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milieux tres faiblement conducteurs. Si présentdfecdéformation était tres furtive (de
'ordre de la nanoseconde) et déclenchée avanbltiulation du potentiel transmembranaire
(Teissié et al. 2005, Muller etal. 2001, Sukhorukov etal. 1998). Durant nos
expérimentations, nous avons tenté d’observer farm@tion de cellules en impulsion DC
grace a une caméra ultra-rapide. Pour l'instanselde déformation observée est une légére
élongation des cellules dans la direction du chataptrique durant I'application d’'une forte
amplitude (figure 4.11) et ce seulement en miligodtonique de tres basse conductivité, avec
des impulsions « longues » (300 ps) et élevéeki@dm). Cette déformation s’accompagne
de la perméabilisation asymétrique de la cellutaase de la présence du potentiel interne
négatif (Gabriel et Teissié 1997). La |égere défiram observée n’est pas significative et ne

semble donc pas perturber le modéle utilisé (Schwan)

y E 10 pm

n =-12"5

t=131 ps t=274 us
Figure 4.11 : Résultats préliminaires de déformation sur celltdeta en milieu hypotonique & 5 mS/m
(ch/0m>1), E = 2,5 kV/icm, durée d'impulsion tp = 300 pa.premiere image (t = -12 us) est prise juste avan
I'application de I'impulsion. Nous pouvons apercewme légere déformation dans la direction du gham

électrigue accompagnée de la perméabilisation elagas (fleches blanches). Aucune déformationétéa

observée a l'application de champs plus faiblesrutilisant des conductivités plus élevées.

Apres I'application d’'une impulsion, que la cefitde déforme ou non durant celle-ci,
elle se perméabilise. Dans la prochaine sectionys nallons voir les différences de
comportement des cellules selon I'osmolarité duemikxterne, ainsi que le changement de

caractéristiques électriques di aux impulsions.

IV.1.4. La cellule aprés impulsion

L’application d’impulsions électriques entraine feerméabilisation des cellules.
Cependant, l'aspect de ces cellules ne semble gpaséme selon I'osmolarité du milieu
utilisé. En effet, lors de l'application d'impulsie de forte amplitude sur des cellules en

milieu isotonique, nous avons observé le phénoméeeblebbing (ou apparition de
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bourgeons, figure 4.12). La formation de ces blelsse réversible (disparition au bout de 30
min) et n’induit pas forcément la mort cellulai®ass et Chernomordik 1990), mais peut
compromettre I'électrofusion car le contact entrexdeellules est loin d’étre optimal. Il est

probable que ces cloques apparaissent en milieonispie car la membrane se détache
transitoirement du cytosquelette, aux endroits eypdtentiel transmembranaire est le plus
éleve, a cause de I'entrée massive de moléculescelulaires (dont de I'eau). Contrairement
au milieu isotonique, les cellules perméabiliséesndieu hypotonique ou semi-hypotonique

voient leur taille augmenter et I'aspect de leumbeane plus clair, mais pas d’apparition de

cloques.

300mosM 200mosM

Figure 4.12: Comparaison de I'effet d'impulsions de 100 ps, E6&kV/cm sur des cellules Hela en milieu
isotonique (300 mOsm), semi-hypotonique (200 mQainmypotonique (100 mOsm). 1 mOsm = 1 mosmol/L,
en haut : avant impulsion, en bas : aprés 10 irgmds Des blebs ou bourgeons se forment dans ugumil
isotonique (fleches blanches) alors que dans les detres milieux, nous n’observons qu’une augniemtalu

volume cellulaire.

L'augmentation du rayon cellulaire dans ces deuxides milieux, peut s’expliquer
par le passage d’ions et de macromolécules cytojpdaes a travers la membrane devenue
perméable. Cette entrée/sortie créerait un chomiigue entrainant I'entrée de molécules
d’eau pour rétablir I'équilibre hydrique. En effé®lectroperméabilisation permet I'entrée
massive de molécules dans la cellule, mais peroesi deur sortie. Ceci peut parfois méme
étre optiguement observé (Figure 4.13). Dans n@®reences, la conductivité du milieu
extracellulaire est de 0,03 S/m. Il est intéressdmt noter que Moisescu ell. 2012
n’'observent d’augmentation de volume que pour dexluactivités supérieures a 0,1 S/m.
Cette différence est peut-étre due au fait que ndiisions des milieux hypotoniques,
infligeant ainsi au préalable un stress hypotonigug cellules, auquel s’ajoute le stress

osmotique d( a la perméabilisation.
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Figure 4.13 :Observation d’une perte de matériel cytoplasmaprés forte perméabilisation d’une cellule Hela

en milieu hypotonique
Nous avons observé un autre phénoméne importanpreguisant lors de la

perméabilisation des cellules : le changement dect&ristiques électriques (Figures 4.14 et

4.15).
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Figure 4.14 :a. Simulation numérique des zones de DEPn et ¥EPpne structure a plots isolants. Passage de
DEPnN a DEPp de cellules B16F10 (b) et NIH3T3 (cirélreu isotonique aprées application de 10 impuisio
électriques (Hamdi etl. 2011a)

Les cellules tout d’abord piégées en DEP posigeet électroporées grace a un train
d’'impulsions électriques. Le signal de DEP est nesin durant toute I'expérience sans
changer d’intensité ou de fréquence. Des la periiiggtion des cellules, ces derniéres
passent en DEP négative. Ce phénoméne a été olmemdlieu isotonique sur différents
types cellulaires (B16F10 et NIH3T3 en figure 4.gis aussi en milieu hypotonique (figure
4.15). Ce changement a l'air un peu plus lent dansas de cellules fusionnées mais reste

présent.

137



B — Ome: 0.015, Ocy: 110
100 Ome: 0.1 , Ocy: 110
— -Ome: 0.1 , Ocy: 10
0.4 [ ? T .
IIIIIIIIIIIIIIIIIlIII\‘_
=027 1
3
X
)
v 0 A
I
f0
: —\‘-—‘
-0.2 wi 1
I .
__________ I_-—ﬂ"
!
-0.4 : i

Figure 4.15 :Changement de comportement diélectrophorétiqueeliides suite a I'application d’impulsions
électriques en milieu hypotonique. A. D’abord piégén DEP positive, des cellules B16F10 électragsooél
méme fusionnées passent en DEP négative suitp@itation d'impulsions (t = 0). B. Simulation de partie

réelle du coefficient Ky apres impulsionsomeest la conductivité de la membrane en mfg)est la

conductivité du cytoplasme (HeLa) en mS/m.

Le flagrant changement de comportement diélectnagiope des cellules apres
limpulsion électrique (passage de DEP positive &gative) traduit un changement de
caractéristiques électriques de la cellule provatjua décalage de la premiére fréquence de
coupure vers des valeurs plus élevées. Une dirimake la conductivité cytoplasmique peut
entrainer ce décalage, voire un passage radicaDé&® (figure 4.15.B). Ce décalage a aussi
éte rapporté par Moisescuat 2012. Dans cette étude, basée sur le shift fédaence de
coupure par une observation du comportement DERUgeurs expliquent ce décalage par la
baisse de la conductivité intracellulaire. En effitrs de I'électroperméabilisation, un

important flux d’ions (majoritairement de potassjumers I'extérieur, diminue la
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concentration ionique interne, baissant ainsi ladoativité cytoplasmique. Ce décalage est
aussi lié a la conductivité extracellulaire, prdeafent car I'efficacité de perméabilisation est
d’autant plus grande que la conductivité externé&lesée.

Nous avons pu observer d’autres phénomenes, swetlales Jurkat cette fois (figure
4.16). Nous avons par exemple observé que certaglledes pouvaient développer une forte
déformation dans la direction du champ électriquees I'application de I'impulsion
électrigue. Dans d’autres cas, des cellules sgjéttene déformation lors de I'application de
la DEP voyaient cette déformation diminuée aprepglication de I'impulsion. Ceci est
probablement di aux changements de caractéristigleesriques des cellules suite aux

impulsions. Cependant, par manque de temps, nawms pu approfondir I'étude de ce

phénoméne.
After 4 pulses 40V After 2 pulses 40V
| n -
‘. @ § AN
DEP Pulse - -
+DEP DEP Pulse
+DEP

Figure 4.16 :Jurkat apres impulsion. Milieu hypotoniqu®gyi = 0,03 S/m, Bep = 0,2 kV/cm, Byise=
1,1 kV/cm

IV.2. Etude de I'électrofusion dans une structure a plotssolants :

Dans cette partie nous allons étudier les fusiobtenues dans une structure de
piégeage a plots isolants (introduite en sectidhll). Ce type de motifs a été précédemment
étudié dans la littérature (Masudeaakt1989), cependant, a ma connaissance, la dynaratque
le rendement de fusion en fonction de la zone diénent n‘ont pas encore été explores.
Nous allons donc présenter ces aspects, apres @#aiillé le protocole utilisé durant les

expériences.

IV.2.1. Procédure expérimentale et fusion dans tausture a plots isolants :

Dans toutes nos expériences, les cellules sohdtabiord décollées de leur support de
culture (dans le cas de cellules adhérentes cormm@&16F10) en utilisant de la trypsine.
Elles sont ensuite suspendues dans du milieu derewfin d’arréter I'effet de la trypsine,
toxique a long terme. La seconde étape consistat@ifager durant 5 min la quantité désirée

de cellules afin de concentrer le culot au fondndfube et de pouvoir aspirer le milieu de
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culture sans perturber les cellules. Avant de sudigeces derniéres dans le milieu optimal de
fusion (n'ayant pas obtenu de fusions dans lesemxliisotonique et semi-hypotonique, le
milieu hypotonique décrit dans le tableau 4.3 acétésidéré comme optimal), le culot est
rincé deux fois avec ce dernier afin d’éliminer maximum de milieu de culture fortement
conducteur. Les cellules sont ensuite injectées dmrnstructure de fusion a l'aide d'un
systeme de contréle de flux dans le cas de puce®és, ou simplement par dépdt d’'une
goutte dans le cas des canaux ouverts.

Il existe deux protocoles pour la phase dalignem#sns le cas de I'électrofusion : le
« contact first » et le « pulse first ». Comme diguent leurs noms, le premier consiste a
d’abord mettre en contact les cellules (par DEP liSukkov etal. 2006), ou en laissant les
cellules confluentes légerement adhérer au fondpuits) avant d’appliquer I'impulsion,
contrairement au second qui consiste a appliguenplilsion avant le contact (par
centrifugation ou par DEP). La méthode pulse frstotamment permis de démontrer que
impulsion réduisait les forces de répulsion enge cellules dues aux molécules d’'eau a
I'extérieur de la membrane (chapitre 1) (Teissiéle1986).

Les deux méthodes ont été comparées dans latlitéraBien que certaines équipes
rapportent un rendement équivalent pour les deuhadés (Teissié et al. 1986, Teissialet
1993, Sowers 1986), d’'autres études montrent quenidement de fusion est diminué d’au
moins la moitié en utilisant le protocole « pulgstf» (Wu etal. 1992) et ce malgré le bon
alignement des cellules (Usajadt 2013). Ceci peut en partie étre di au fait quadul@e de
I'état fusogene aprés I'impulsion ne soit pas elaient défini et soit fortement dépendant du
type de lignée cellulaire. En effet, la durée seamdler de moins d’'une minute pour les
B16F1 et les CHO (Usaj el. 2013) a 10 min pour des clones WTT de CHO et des
erythrocytes (Teissié ell. 1986, Teissié al. 1993, Sowers 1992, Wu ek 1992). Ceci est
probablement di aux difféerences de caractéristidu@ogiques de ces lignées cellulaires
(comme le cytosquelette moins resserré pour lex deuniéres lignées) (Teissié et Rols
1994). Ainsi, les divergences entre les études epatipes pulse first/contact first sont peut-
étre aussi liees a ces difféerences biologiquessDadoute, nous avons préféré nous en tenir
au protocole contact first, en particulier parceeqla méthode de contact est
diélectrophorétique. Comme vu précédemment, I'appbn de l'impulsion provoque un
changement des caractéristiques électriques dellidec La force de DEP appliquée sur des
cellules ayant subi une perméabilisation sera dbeaucoup moins forte, voire quasi
inexistante dans le cas d’'une DEP positive. Lequale retenu pour nos expériences est donc

le suivant :
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1. Application de la DEP pour apparier les cellules
2. Maintien de la DEP et application des impulsidagusion

3. Maintien de la DEP pendant quelques secondésimes de la fusion membranaire.

En appliquant ce protocole dans la structure aspiedlants, nous avons réussi a
obtenir des fusions efficaces et tres rapides.idgiaré 4.17 présente une électrofusion, dans
cette structure, de deux cellules dont le cytopiamnté marqué differemment (FITC pour les
cellules vertes eTRIC pour les rouges). Au bout d’'une seconde, t#srants commencent
déja a diffuser entre les deux cellules et en mdmsl3 secondes, I'hybridome prend une
forme sphérique et commence a sortir du piége. Ethode étant validée, nous pouvons
passer a I'étude de l'effet de la concentrationchamp électrique sur le rendement et la

dynamique de fusion.

Avant impulsion
t=0

t=2s t=13s

Figure 4.17 :Electrofusion de deux cellules B16F10 dont lesglgsmes sont respectivement marqués en
rouge et en vert. At = 1s, les deux couleurs conuaet a pénétrer dans chacune des deux cellules, sa
marquer de fuites externes. A t = 2 s l'interfangreles deux membranes disparait déja, et a ts= 13

I'hybridome est formé, les deux couleurs se mélahgetit a petit et I'hybridome ressort lentementpiege

IV.2.2. Effet de la concentration du champ électug sur le rendement et la dynamiqgue de

fusion

a. Rendement de fusion :

Il a été de nombreuses fois démontré que I'augrtientdu champ électrique, et de ce
fait le potentiel transmembranaire, amélioraitdedement de fusion (Teissié et Ramos 1998,
Usaj etal. 2012). Ces études montrent que plus le champcagpliet de ce fait le potentiel
transmembranaire) est intense, plus le rendemefisign est éleve, affectant cependant la

viabilité cellulaire (Figure 4.18).
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Cependant, ces observations ont toujours été effestpour des champs électriques
uniformes, appliquant la loi de Schwan pour déteemnie potentiel transmembranaire, sans
tenir compte de I'écrantage du champ électriquea@unt de contact d a la présence de la
cellule voisine (chapitre 2). Nous avons précédenime que potentiel transmembranaire est
dans ces cas-la plus faible de 30% comparé au tmtenlculé a l'aide de la formule de
Schwan.

A B
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Figure 4.18 :Evolution du rendement d'électrofusion (A) et awihbilité en fonction du champ électrique pour
des CHO (Teissié et Ramos 1998), (B) et en fonatiopotentiel transmembranaire max (calculé péoilde

Schwan) pour des B16F1 en milieu hypotonique a@brsque (Usaj eal. 2012)

En utilisant la structure a plots isolants, nousrevpu comparer la différence de
rendement de fusion dans le cas d’'une concentrdtiathamp électrique induite par les plots
dans un champ externe uniforme ou encore dansslel’'ca effet de bord (au bord d’'une
électrode). Tout ceci en tenant compte de I'écogmtel a la cellule voisine, dans le calcul du
potentiel transmembranaire. Il est important denqgtie les comparatifs présentés dans cette

partie sont effectués a champ électrique externstanh

_E

First
pulse

/ t=0s

Electrode

t=312s
C B
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Figure 4.19 :Comparatif des cinétiques d’électrofusion dansSlesnes du motif a plots isolants (A) en dehors
du piége ou a champ uniforme, (B) dans la zoneodeentration du champ ou dans le piege et (C)eshotd

d’'une électrode, ou soumises a un pic de champ ¢@Hamal. 2013a)

Trois zones différentes se détachent :

- La zone de concentration du champ électrique, dasr@lots isolants (dans le piege

DEP)

- La zone de champ uniforme que nous appellerongs«chopiege »

- La zone ou un pic de champ électrique se fait iégsau bord d’'une électrode
La figure 4.19 montre des cas d’électrofusions aasstrois zones avec une premiere idée de
la cinétique de fusion. Nous avons constaté que gu'il y ait possibilité de fusion dans les
3 zones durant une méme expérience, le rendemduasides viables était trés différent d’'une
zone a une autre (figure 4.20). En effet, dansakede fusions aux bords des électrodes par
exemple, grace a l'intensité du champ électriqueadpic, de multiples fusions pouvaient
avoir lieu. Cependant, I'hybridome finissait tresigent par une lyse, contrairement a la zone
de piégeage ou les hybridomes étaient préservés ldamajorité des cas. Nous expliquons
cela par la concentration du champ électrique ratement au point de contact dans ce
dernier cas. Les résultats présentés dans la fig@@ ne prennent donc en compte que les

hybridomes considérés viables.

Rate of successful fusion events

electrode
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Figure 4.20: Comparaison du rendement d’'électrofusion, a chélegtrique externe constant, dans les 3
différentes zones de piégeage dans le cas deigitasts (Hamdi edl. 2013a)
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La figure précédente montre clairement que le neraé de fusion dans le cas d'une
constriction du champ électrique au point de cdnéat bien plus élevé que dans les deux
autres cas. Afin d’avoir un regard sur le potentr@hsmembranaire dans les différentes
zones, le tableau 4.6 récapitule les valeurs azdeud I'aide de la méthode présentée dans la
section 1.3 du chapitre 2, qui tient compte devieonnement de la cellule. Ces valeurs sont
calculées en considérant le potentiel de repo$@enV (Golzio etal. 2002). Les valeurs de
|[Vm| sont trés proches pour les deux cellules d’'unmengaire. Seule la valeur maximale est
reportée dans le tableau. Dans le cas du contact ave électrode, les deux cellules sont
représentées car le champ électrique dans cetteembrasymétrique. La cellule en contact

avec I'électrode est notée ‘C1’ alors que sa voisstenotée ‘C2'.

Tableau 4.6 :Tableau récapitulatif du potentiel transmembraneaaiculé, rendement de fusion et durée

moyenne de fusion dans les trois cas de distribut@champ électrique (conditions expérimentales)

[Vl pble V| pble Erreur Durée Erreur
Zone de contact opposé % de fusions (%) moyenne de (S)

V) V) fusion/s
Dans le piege (constriction| 1,9 1,65 55,55 3,7 5,65 +0,96
de E)
En dehors du piege (E 0,9 1,17 12,24 0,7 13,7 3
« uniforme »)
Au contact d'une électrode| C1:0,32 C1:1,7 21,21 15 8,51 +1,44
(pic de E) Cc2:1,45 C2:0,88

Comme prévu, le potentiel transmembranaire est g au point de contact dans la zone
de piégeage, contrairement aux deux autres cague.fll est intéressant de noter que le
rendement de fusion augmente avec I'augmentatiopaentiel transmembranaire au point

de contact mais n’est pas proportionnel a I'évolutilu potentiel au pdle opposé. En effet, le
rendement est plus élevé dans le piege alors gpetémtiel max dans ce cas est plus bas
gu'au bord de I'électrode (au pble opposé). Nousvpos donc conclure que la simple

augmentation du champ électrique appliqué n’est lgaseul moyen d’augmenter le

rendement de fusion. L’autre méthode est de corereoé champ au point de contact. Cette
derniere solution est méme préférable car la viabdst préservée. Dans la partie qui suit,
nous allons étudier I'impact de la concentration ahamp sur un autre parameétre de la

fusion : sa dynamique.
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b. Dynamique de fusion :
Selon Riske et Dimova (Dimova &t 2007, Riske etl. 2006), la fusion se fait en 2

étapes (tout du moins dans le cas des vésicubes)erture d’'un pore de fusion (fusion neck)
avec une vitesse d’expansion moyenne de 2 cm/s, lxpansion du col et I'ouverture
compléte (fusion des deux membranes) avec unesgitas peu plus lente.

Selon la littérature, la dynamique de fusion ddkiles est de I'ordre de plusieurs minutes : 3
min pour Jaeger, moins de 10 min pour Usaj, moinsi@’heure pour Teissié at 1986.
Dans le cas des vésicules, il semblerait que leegsus soit plus rapide (3 a 10 sec pour
I'expansion du point de fusion ou fusion neck pélalsuka etal. 2006) (figure 4.21). En
comparaison, les fusions de GUVs induites par onetfonnalisation de surface étaient bien

plus rapides (69 ms).

Figure 4.21:GUVs 1 mM NaCl en milieu extérieur, 3 kV/crp=t150 us, les fleches indiquent les endroits ou la
perméabilisation a conduit a une perte de liquiderne (Haluska atl. 2006). En absence de sel, la fusion était

un peu plus lente (10 s)

Dans le cadre de nos expériences, nous avons sarveb des fusions trés rapides,
méme dans le cas de fusions cellulaires. En eféetgrande majorité des fusions se
produisaient en moins de 20 secondes. Cependatd, dymamique est différente selon la
zone de fusion et donc de la distribution du chategtrique externe. La figure 4.22 résume

les résultats obtenus dans les 3 zones étudiées.
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Dynamics of the fusion events
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Figure 4.22: Comparaison de la dynamique de fusion dans les8sx a Externeconstant (Hamdi etl. 2013a)

Nous avons pu constater que les fusions les phidea sont celles produites dans la
zone de piégeage (en moyenne moins de 6 s), alerseq plus lentes restent en dehors de
cette zone (en moyenne 14 s). Une premiére exiplicabssible est que la concentration du
champ dans la zone de contact (dans le cas dena de piégeage) aide fortement le
processus de fusion car la premiére zone a ateeladvotentiel critique est le point de fusion
lui-méme.

D’autre part, il est intéressant de noter que diamsajorité des études présentées dans
la littérature, lorsque la DEP est utilisée, ell Ifest qu’avant ou aprés la fusion et non
pendant I'application des impulsions, contrairemeéntnotre protocole. Ainsi, le fait
d’appliquer la DEP durant tout le processus deofugioussant ainsi les cellules 'une contre
'autre a peut-étre aidé a acceélérer le procedsnfin, le fait que cette DEP soit plus forte
dans la zone de fusion (grace a la concentratiochdump) a peut-étre aussi contribué a
I'obtention d’'une dynamique aussi rapide dans caitee.

Dans cette partie nous avons démontré que la ctvaten du champ électrique au
point de contact entre les cellules a fusionnervpbuaugmenter le rendement de fusions
viables et nettement accélérer le processus. Eancke, bien qu'il soit parfois possible
d’extraire les cellules du piege a plots isolan&cgra la modification des caractéristiques
électriques (figure 4.15), ce motif n'est pas optdirpour la récupération des hybridomes. I
limite aussi fortement la densité de fusions suceplOr, nous avons vu dans le premier
chapitre que la capacité de production en massé iétportante dans le domaine de
I'électrofusion dans un but de traitement. Afin tdé@dre vers une plus grande densité de
fusion, nous allons proposer plusieurs stratégies [@oparallélisation de I'électrofusion sur
puce.
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IV.3. Structures pour la parallélisation de I'électofusion sur puce :

Dans le chapitre 2 nous avons présenté deux stescippermettant le piégeage et
I'électrofusion haute densité. Cette derniere sagbirésente les résultats des tests biologiques

sur ces structures.

IV.3.1. Piégeage de cellules, comparaison des demxctures développées

a. Piégeage fluidigue :

La premiere structure proposée s'inspire des tradeubéquipe de Voldman (Skelley
et al. 2009) disposant des pieges fluidiques en paga(l@ésentée en section 11.2.2). Cette
structure ne pouvant fonctionner qu’en circuit ek les puces utilisées pour ces
expériences ont été scellées grace au procédé&kagmag irréversible SU8/PDMS développé
dans le chapitre 3. Des cellules dendritiques DQ@B8F été suspendues dans un milieu

isotonique et le procédé de piégeage en 3 étapea kté appliqué lors de l'injection a l'aide

d’'un pousse-seringue. La figure 4.23 présentedggltats de ce piégeage.

Figure 4.23 :Images de piégeage de cellules DC3F dans un nisli¢onique dans les pieges fluidiques. A.

Succession des 3 étapes amenant au piégeage dkuidiéops la structure en largeur (cellules céted) cB.

Piégeage dans les pieges fluidiques en longueuspflication d'impulsions sur une paire cellulafarre
d’échelle 20 pm) (Hamdi etl. 2011a)

Il a été possible d’obtenir des matrices de callydeégées par paires. Cependant, les
cellules étant suspendues dans un milieu isotonigoes n'avons pu observer de fusions

cellulaires, seule I'électroporation était visilidesque de tres fortes tensions (1500 V) étaient
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appliguées. Ce premier dispositif n’était en effas adapté en impédance avec le générateur.
Le systeme d’électrodes, alimentant des centaimesndtifs en paralléle, était trop peu
impédant, réduisant fortement la tension appliq@&edéfaut de conception fut corrigé dans
une seconde version.

Nous avons donc modifié la structure en éloignastélectrodes. De plus, nous avons
utilisé le milieu hypotonique identifi€ comme opamCes modifications nous ont permis de
voir la réaction des cellules augmenter a desdassappliquées bien plus basses. Cependant,
a cause du gonflement des cellules, elles étaieatidoup plus flexibles, passant plus
facilement dans les microcanaux prévus pour nedaigasser que le liquide, compromettant
ainsi le procédé de chargement en 3 temps. Laslezitaient aussi souvent tres stressées a
cause de la force hydrodynamique. Il était dons tlifficile d’obtenir du piégeage matriciel
de paires cellulaires dans ces conditions. De plass le cas ou les cellules étaient dans le
piege, il était tres difficile de les en déloger foanant que cette structure n’était peut-étre pas

optimale pour la récupération des hybridomes.

b. Piégeage électrique (DEP):

La seconde structure proposée utilise la seuleefale DEP pour le piégeage et
I'appariement des cellules. A l'aide de plots cartdurs non connectés, la cartographie du
champ électriqgue est modifiée (Chapitre 2) créantaimes de maximum de champ entre les
plots dans la direction du champ (zone de piégeagégs cellules sont soumises a de la DEP
positive. Ces endroits correspondent aussi auxszdigectrofusion, exploitant doublement
'augmentation du champ électrique. Les zones dE Bé&gative sont dans des « couloirs » et
au-dessus des plots eux-mémes (figure 4.24).
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Figure 4.24 : A. Simulation numérique de la cartographie du gh&tectrique obtenue grace a la présence de
plots conducteurs non connectés. B. Résultat dgpge en nDEP (billes de polystyréne) et C. en p(dEP
cellules B16F10) (Hamdi etl. 2013b)

En fonction de I'intensité du potentiel appligles cellules se placent tres rapidement
dans les pieges (moins de 2 s en appliquant meiisab kV/cm). Afin d’évaluer la force de
DEP effective sur les cellules, nous avons utilisédispositif packagé au PDMS associé a
'appareil de contrble de pression Fluidgent. Nausns ensuite appliqué une force de pDEP
sur les cellules et augmenté progressivement Issige jusqu’a détection de la force limite
au-dela de laquelle les cellules sont emportéetearx. Cette force critiqueeorrespond a
I'équilibre ou :

Foep = Fc =¥ XV, (4.2)
avecy = 6mnRce €st le facteur de friction de la cellule de rayRy; (10 um dans notre cas)
dans le milieu de viscosit¢(10° Pa.s pour I'eau). D'aprés nos expériences, |lefde DEP
correspondante vaut environ 10 pN (équivalente & vitesse y ~ 50 um/s). Par ailleurs,
d’apres les simulations numériques, la force de R&Rentre du piege est de 14,5 pN (pour
une particule de 10 um de rayon, ugvke 0,4 et une tension de 20 Vpp). Ainsi, les réssilta
des simulations, trés proches des résultats expatanx, montrent que la force de DEP est
assez forte pour piéger trés rapidement les csllide plus, nous confirmons par ces calculs

gue les cellules dans la structure sont bien saswas champ électrique attendu.
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Figure 4.25 :Cellules B16F10 avant (a,c) et pendant (b,d) fiepgion d’'une DEP positive (milieu
hypotonique, 400 kHz) dans le cas de faibles (hetut)rtes (bas) densités cellulaires. Barre d’ele20 um
(Hamdi etal. 2013c)

Nous venons de montrer que le piégeage des celidms la structure a plots
conducteurs est efficace. Mais qu’en est-il degapement ?
De maniére a obtenir un appariement entre deunlesllniquement, le gap entre les plots est
fixé de maniére a n’avoir la place que pour deuhles dans la direction du champ (ici 40
um). Les cellules s’alignant dans la direction darap, méme dans le cas de la présence de
plus de deux cellules dans un méme piege, ellsstigneront que par paires. La figure 4.25
montre le résultat de I'appariement de cellules daras de densités cellulaires différentes.
Les figures 4.25.c et b confirment qu’en majorigs, cellules se mettent par paires dans la
direction du champ.
Cette structure a plots conducteurs est donc ffigaee pour le piégeage et I'appariement de
cellules. L'avantage principal de cette structunecemparaison avec la précédente, est sa
flexibilité. En effet, grace au procédé on/off, pés par la DEP sans piégeage mécanique, le
simple arrét du signal électrique permet la lidératdes cellules. Cet avantage est tres
important dans le cadre de I'électrofusion caraitilite la récupération des hybridomes.
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D’autre part, la structure a plots conducteurpbst simple a mettre en ceuvre et le processus
de piégeage trés simple et rapide comparé au praepi€égeage fluidique en 3 temps.
Maintenant que les cellules sont piégées et aggmrplace aux fusions ! La derniére

partie s’attache a I'étude de I'électrofusion dinderniere structure présentee.

I\V.3.2. Electrofusions en paralléle (B16F10, JurKat
Apres I'appariement des cellules par pDEP, umtds 10 impulsions & 1 Hz (d’'une

durée de 100 ps et de 1,3-1,4 kV/cm) est superposs&ignal de DEP afin d’initier
I'électrofusion. Grace a l'augmentation du chamectlque dans les piéges, le potentiel
transmembranaire au point de contact est plus élané cette zone comparativement au cas
sans plots. Ainsi, les fusions seront plus protsatdbns les piéges qu’en dehors (pour U = 50
V, AWcontact= 1,6 V dans le piége et 1,3 V en dehors). Larégli26 présente la dynamique
de fusion de cellules B16F10 dans la structureots mlonducteurs. Dans ces conditions, et en
répétant I'expérience plus d’'une vingtaine de fo@js avons obtenu jusqu’a 75 % de fusions
simultanées (en moins d’'une minute). Un seconch tdlimpulsions a pu augmenter le
rendement dans certains cas. Ceci peut-étre ddéatrangement des cellules dans
'alignement du champ grace a la premiere salvemettant un meilleur effet de la seconde
salve.

Nous avons aussi constaté qu'avec deux (figuré.d)2u plusieurs (5 cellules sur la
figure 4.26.b) cellules capturées, il n'y a quasitngue des fusions bi-nucléaires produites.
En effet, 97% des fusions observées ne contienge@t2 noyaux (en se basant sur 91
événements). Le faible taux de fusions polynuobsa@st di a I'encombrement dans la zone
de piégeage. Cette derniére ne pouvant accueilirdgux cellules dans la direction du champ
électrique, en plus du fait que les cellules s’@igndans cette méme direction grace a la
DEP, cela conduit a un bon appariement. Enfinokeqtiel transmembranaire étant maximal
aux zénithsf = 0° etd = 180°), les cellules se perméabilisent a cesagisdet fusionnent le
plus souvent avec la cellule en face, et raremestt k& voisine de c6té. Nous avons méme pu

observer des fusions de cellules de tailles tiéérdntes (figure 4.26.c).
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Figure 4.26 :Dynamique de fusion dans une structure a plotdwtteurs de (a) une paire, (b) deux fusions
simultanées sur un méme pad (c) fusions en padllidiquées par les fleches blanches) avec un zowra
fusion d’une paire de cellules B16F10 de taillés wifférentes (barre d’échelle = 20 um) (Hamdile2013c)

Quant a la dynamique de fusion, elle est d’en mogedrsecondes (basée sur 83
évenements). En outre, plus de 85% des fusionsosklipent en moins de 12 s. Cette vitesse
de fusion est en accord avec les résultats trodaas la section 1V.2.2.b (tableau 4.7) pour
des fusions au bord de I'électrode. La différen@mteque les plots n'étant pas directement
connectés dans le cas présent diminue peut-éffetlge bord entrainant moins de pertes
cellulaires au moment du pulse. En appliqguant Iéses parameétres sur des cellules Jurkat
(avec des salves de 3 a 5 pulses au lieu de 1@)¢itae dynamique a pu étre observée (moins
de 12 s en moyenne). Aprés formation de I'hybridotaesignal de DEP est arrété et les
cellules relachées pour étre collectées pour dawdaractérisations (figure 4.27).
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Figure 4.27 :Capture et électrofusion d’une paire de cellul@6mBLO puis relargage de I'hybridome formé

Afin de valider la structure développée, il est artpnt de s’assurer de la viabilité des cellules
apres l'application des impulsions électriquestest de viabilité le plus couramment utilisé
est le test d’exclusion de bleu de trypan. Cependkams le cas de I'électroperméabilisation,
ce test est exclu car, du fait de I'état permésdbitie la cellule, le bleu entre dans toutes les
cellules sans exception, faussant ainsi le test. donc fallu trouver un autre moyen pour
I'évaluation de I'effet des impulsions sur la viéti des cellules.

Figure 4.28 :Tests préliminaires de culture aprés électrofusiorpuce, culture apres 3h et 24h et test de

viabilité au MTT sur cellules fusionnées et adhsrémages en contraste de phase avec magnificetin

1) Nous avons tout d’abord vérifié visuellemens kehangements d’'aspect de la
membrane aprés application des impulsions. Si uodifivation considérable est notée, la
cellule est considérée non viable. Comme indiquécédemment, I'augmentation de
'amplitude des impulsions entraine une augmentatonnombre de fusions ainsi qu’une
diminution de viabilité. Nous avons alors graduelmt augmenté I'amplitude afin de
déterminer la gamme de champ ou les paires fusirsans causer de lyse cellulaire. Nous
avons donc fixé un champ de 1,1-1,25 kV/cm danspiege pour les expériences
d’électrofusion. Dans cet intervalle, nous avonspte 3% d’hybridomes non viables (sur 91
évenements) et 8% de cellules considérées noregigklir 1043 cellules piégées).

2) Le second test de viabilité consiste a colleete hybridomes électrofusionnés puis
les mettre en culture dans du milieu complet (densas de B16F10: DMEM, 1%

antibiotiques et 10% de sérum fcetal de veau). Aut be 3h, les hybridomes avaient déja
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adhéré, confirmant leur viabilité (figure 4.28).sLeellules fusionnées contenaient deux
noyaux distincts ou un gros noyau (probablemenédeltat d’'une fusion nucléaire). Au bout
de 24h, les cellules continuaient a proliférer. t&las hybridomes étaient d’'une taille
anormalement grande avec de gros noyaux (proiiééragans division) ou polynucléaires
indiquant une division.

3) Enfin, afin de confirmer l'activité cellulairdes hybridomes, nous avons ajouté un
marqueur tétrazolium (utilisé en test MTT) aux alel$ proliférant 24h aprés I'électrofusion.
Cette molécule étant réduite en cristaux de formadans les mitochondries des cellules
vivantes, ces dernieres apparaissent violettes. ddstaux se sont bien formés dans les

hybridomes, confirmant leur activité métaboliqugyfe 4.28).

IV.4. Conclusion

En premiere partie de ce chapitre, nous avonsiétles différents parametres
importants a prendre en considération lors deld@ation d’'un milieu de fusion. Nous avons
ensuite étudié I'impact de ces difféerents pararsetsair les cellules, en particulier
laugmentation de taille, la viabilité et le changent de comportement diélectrophorétique.
Nous avons ensuite abordé I'effet d’'un champ ébpaodr sur la déformation des cellules, que
ce soit en AC (signal de DEP) ou en DC (impulsioégedtroperméabilisation/électrofusion).

En seconde partie, la structure de piégeage & olants a été exploitée afin
d’étudier I'effet de la concentration du champ #&igae sur le rendement et la dynamique
d’électrofusion. Cette partie montre que la strieeta plots isolants, bien qu’elle soit peu
pratique pour la parallélisation sur puce, est duar@me tres intéressante pour I'étude du
phénomene de fusion.

Enfin, dans la derniere partie de ce chapitredisx structures de parallélisation du
pieégeage cellulaire (pieges fluidiques et piégestafjues) ont été testées et comparées. Le
fait que la derniére structure présente plus d'aaged que le piégeage fluidique (simplicité
de mise en ceuvre, récupération des hybridomediedaté), cela nous a poussés a exploiter
d’avantage cette structure. Les résultats d'élagtions binucléaires paralléles nous
permettent d’envisager I'emploi de plots condugdeumon connectés pour
I'électrofusion/électroporation tres haute densitépuce.
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Conclusions et perspectives
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Conclusions :

L'étude présentée dans ce manuscrit avait pourtieocade montrer la pertinence de
I'utilisation des microtechnologies dans le domaieda fusion cellulaire. Le premier objectif
a consisté a développer une structure d’appariedentllules en vue de leur fusion. D’autre
part, le nombre d’hybridomes étant un paramétre rtapb pour les applications de la fusion
cellulaire, le second objectif de cette these élaitconcevoir et de réaliser une structure
novatrice pour la parallélisation de la fusion aklire sur puce.

A ces fins, nous avons tout d’abord étudié lestdiffites techniques de fusion ; il nous
est apparu que, bien que les mécanismes mis @rejsoient pas encore cernés avec certitude,
I électrofusion était la voie la plus prometteuse. Les microtetigies permettant de
concevoir des micro-dispositifs dédiés et de cdatrid topologie du champ électrique, elles
présentent un fort potentiel dans ce domaine. Aémreplacer notre travail dans le contexte
actuel du développement de biopuces pour I'élagsioh, une étude bibliographique a été
proposée.

Dans le chapitre Il, nous avons effectué une apatgmparative des différentes forces
exercées sur la cellule durant I'application d’uramp électrique. L’évaluation analytique
puis numérique des déplacements induits a confgqoe pour une cellule plongée dans un
milieu faiblement conducteur, la diélectrophorétst éa force dominante, en considérant nos
conditions expérimentales de fréquence et d'intérdii champ électrique. Dans un second
temps, nous avons optimiseé, a l'aide de simulatjpaséléments finis, les dimensions des
structures. La premiere architecture se base sigft@mation des lignes de champ électrique
a l'aide de plots isolants créant ainsi une foreed@électrophorése. Dans cette structure, le
champ électrique est amplifié dans la zone de pige entre les plots. A l'aide de
simulations numeériques, nous avons analysé I'éarlutu potentiel transmembranaire de
paires cellulaires dans cette structure d’électiofu Grace a cela, nous avons pu constater
gue la concentration du champ électrique au pantahtact pouvait améliorer le rendement
de fusion. Néanmoins, ce type de dispositif n’éfzad adapté a I'électrofusion parallélisée a
grande échelle, nous avons en paralléle développg adutres architectures. La premiére se
base sur un piégeage fluidique, et la seconde sysiégeage électrique a l'aide de plots
conducteurs. La présence des plots non connecté&s ldaderniére structure permet de
s’affranchir de I'adressage électrique des électode

En utilisant un protocole de fabrication simple reproductible, commun aux
différentes biopuces présentées, nous avons puseeallifféerents dispositifs pour

I'électrofusion cellulaire. Afin d’étre en mesure thettre sous flux les dispositifs, nous avons

157



développé puis caractérisé une meéthode de scellemi@compatible et reproductible, du
PDMS sur les canaux en SU8 par silanisation. Qettenique a par la suite été appliquée
dans le cadre de plusieurs autres projets darlabdesatoires respectifs liés a ces travaux de
these. Ayant observé des difficultés de rincagecsttaines structures complexes, nous avons
en parallele commencé a développer et caractélesertypes de scellement réversible.

Afin de valider les différentes structures, il étaécessaire d’évaluer la capacité a
produire des hybridomes par électrofusion sur noguzes. Pour cela, nous avons commencé
par étudier I'effet de certaines caractéristiquesrdlieu sur les cellules afin d’optimiser ce
dernier. L’'osmolarité du milieu s’est alors révélene importance capitale car elle peut
influencer la viabilité des cellules, leurs carastéues électriques, leur électrodéformation
et le rendement de fusion.

Nous avons ensuite exploité la structure de piégeaglots isolants afin d’étudier
l'effet des impulsions électriques sur les carasti@ues électriques. Ces expériences,
confrontées aux calculs numériques, ont permiséeodtrer qu'un champ électrique pulsé
augmentait la conductivité cytoplasmique. En expltila méme structure de piégeage, nous
avons pu étudier I'effet de la concentration duncpalectrique sur la fusion cellulaire. Ainsi,
nous avons prouvé que, comme le laissaient peresrsimulations numeériques, la
concentration du champ au point de contact favibrlaafusion et produisait un meilleur
rendement d’hybridomes viables. Par ailleurs, n@wwns observé que dans cette
configuration, le temps de fusion membranaire ptadtee divisé par 2.

Enfin, nous avons confronté les deux structurepatallélisation. La structure a plots
conducteurs s’est révélée plus efficace que latstre fluidique, tant au niveau du piégeage
gue du point de vue de I'électrofusion. Nous avpasatteindre un rendement de fusion de
75% entre les plots conducteurs, dont plus de 9Z%islons binucléaires. Nous pensons que
cette structure est tres prometteuse pour I'életion sur puce hautement parallélisée.

Ainsi, trois principaux objectifs ont été atteiais terme de ces travaux de thése :

- Le développement d'une méthode de packaging PDM&-S¥€productible et
biocompatible,

- La réalisation et la comparaison des performanote elusieurs microdispositifs (a plots
isolants ou a plots conducteurs) pour I'électrafusiellulaire,

- La conception et la réalisation d'un microdispdgtbur 'appariement et I'électrofusion
parallélisée de cellules sur puce, tout en s’affie@sant de 'adressage électrique.
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Perspectives :
Nous avons montré que les biopuces développéesamivconstituer un outil d'étude de

cellules biologigues (dynamique et rendement deiofys évolution des paramétres

électriques). Ainsi, de multiples axes de rechergeeivent étre développés dans le

prolongement de ces travaux de thése, et ce désedis domaines :

» Développements technologiques :

Afin de réduire I'effet de sur-gravure des éleca®@n or, les masques des dispositifs
doivent étre améliorés en ajoutant des motifs émurtyne autre voie concernerait la
mise au point du micromoulage d’or.

Par ailleurs, le développement des procédés dageoliéversible par PDMS et par
DMPMS sont poursuivis. Les résultats tres promestebtenus avec le DMPMS sont
particulierement intéressants. L'optimisation etdaactérisation compléte du procédé
pouvant demander beaucoup de temps, nous envisagasesi une troisieme voie : le
scellement par aspiration. Cette derniere méthaal@mant pas la surface des canaux,

elle permettrait de réutiliser un grand nombreais les biopuces.

» Aspects biologiques :

La validation des dispositifs concernant I'éleaiibn a été effectuée sur des
échantillons homogenes (un seul type cellulairétape suivante consisterait bien sar
a utiliser des échantillons hétérogénes. Il est t&rnque les cellules de lignées
différentes présentent des caractéristiques é&eesi et biologiques différentes. La
détermination des parametres de piégeage et d@figsion de paires hétérogenes
peut donc s’avérer difficile et nécessite une étadesoi. Les biopuces présentées

peuvent aussi étre utilisées pour cette étuderspsecel.

» Evolution des systemes:

Le dispositif a électrodes non connectées a praaovéefficacité quant aux fusions
binucléaires. Néanmoins, dans le cadre de fusioriérdu&nes, il est possible
d’améliorer la structure par un systemepdé-placemenen amont de la structure,
Beaucoup de questions restent ouvertes concerrantéleloppement et la
prolifération des cellules post-électrofusion. Plaucollecte des cellules (hybridomes)
apres I'expérience, l'interface doit étre améliop&air intégrer un changement rapide

de milieu afin de limiter le stress d a la suspmnen environnement hypotonique.
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Annexe 1

Le systeme immunitaire :

Le systéme immunitaire est la machinerie qui p®tégtre corps des agressions
endogenes et exogenes. Néanmoins, nous allonscdtaspartie en donner une vue, certes
trés simplifiée, mais globale (figure A1.1).

L'immunité est basée sur le principe de reconnaissalusoi (ce qui vient de notre
propre corps) et dmon-sa. Pour cela, toute cellule présente des molécalda surface
externe de sa membrane afin de permettre cett@maissance par le systeme immunitaire.
Ces molécules (antigenes) sont présentées via mplere majeur d’histocompatibilité
(CMH). Les sentinelles pouvant détecter puis pré&seles antigénes au reste de la
machinerie sont appelées «cellules présentatricegigénes ». Les cellules les plus efficaces
ayant cette fonction sont les cellules dendritiq@3).

Dans la moelle osseuse, a partir de cellules ssugiesieurs types cellulaires sont
produits dont les monocytes et certains autresupséars de CD. Ces cellules migrent ensuite
a travers les vaisseaux sanguins vers les tissudeweennent des cellules dendritiques
immatures. Ces cellules parcourent constammene rmoganisme a la recherche d’antigenes
du non-soi

A travers divers signaux, ces CD immatures sontutées au niveau du site
inflammatoire (inflammation causée, par exemple, ygra agent pathogéne). Elles capturent
alors les antigénes présents puis les traiteny/ssial. Dans le cas ou un danger est détecté
(antigene dunon-soiou dusoi modifi§, la CD s’active et se différencie en CD mature
pouvant présenter les antigénes aux autres celhalesinitaires et secréter des molécules de
stimulation. Les CD matures migrent de nouveadus ioette fois-ci vers I'organe lymphoide
le plus proche stockant les lymphocytes B (B pdone marrowou moelle osseuse, lieu de
leur production et maturation) et lymphocytes T timant dans le Thymus). Ces lymphocytes
matures mais naifs (non activés) vont alors éttiwescpar les signaux émis par les cellules
dendritiques matures qui leur présentent les ambigi@oncernés afin de reconnaitre la menace

a combattre.
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Figure Al.1: Schéma simplifié représentant le systeme immugittison action

Une fois les antigenes présentés aux lymphocytes Broduction d’'anticorps (ou
immunoglobulines) spécifigues d’antigene est landges anticorps se fixent de fagon
spécifigue aux antigénes extracellulaires commdriagments de microbes, toxines, etc. lls
vont alors inhiber leur toxicité et permettre lertgement de cellules phagocytaires qui
élimineront cet objet.

Dans le cas d’'une infection a germes intracelle&a{échappant aux anticorps), ce sont
les lymphocytes T qui se révélent plus efficaces CD matures activent (entre autres) deux
types de lymphocytes T: les T cytotoxiques (CD8&t les T auxiliaires (CD3. Les T
cytotoxiques (LTc), comme leur nom l'indique, penwegir directement sur les cellules
(efficaces méme sur des infections a germes irludatees). Quant aux T auxiliaires (LTa),
ils jouent un réle de coordination de la réponsmume, qu’elle soit a médiation cellulaire via
les LTc ou a médiation humorale par le biais des LB
Une fois activés par les cellules présentatricastijenes, les LTa spécifiques secrétent des
cytokines qui leur permettent, d'une part de s'astimuler et, d’autre part, de stimuler les
LTc pré-actives par les cellules dendritiques. Hesx types de lymphocytes T proliferent

donc avant de migrer vers le site inflammatoires L&c reconnaissent la cellule infectée puis
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secretent des enzymes qui perforent et détruisemtesnbrane. De leur coté, les LTa recrutent
des macrophages pour digérer les résidus.
Bien que ce systeme soit trés efficace, il n'est mfaillible. En effet, les microbes,

virus et autres organismes nuisibles peuvent nesddur structure (antigenes).

Comment les cellules peuvent échapper au systenmeunitaire:

Nous venons de voir comment une grande partie ides, \oactéries et cellules doi
porteuses de mutations génétiques, se voit élimgnéee au systeme immunitaire (figure
Al.1). Néanmoins, certains types d’invasions échaippea vigilance de cette machinerie.
C’est le cas des cellules cancéreuses. L'OrgaaisMiondiale de la Santé estime que chaque
année, le cancer fait environ 15 Millions de madss le monde, dont 150.000 en France. Il
est possible de dire que les tumeurs dérivent dammamalie génétique (innée, acquise ou
aggravée par certains facteurs). La mutation d’'unde plusieurs genes d'une cellule
originairement seine du corps va modifier ou inhibertaines de ses fonctions cellulaires la
rendant cancéreuse. Elle va alors proliféerer amgwelment et contaminer les cellules
environnantes induisant un cancer. Les principal@gicularités des cellules cancéreuses

sont :

- Immortalité car elles réussissent a « déprogranmer systeme d’apoptose (mort
programmeée) présent en chaque cellule

- Recrutement de vaisseaux sanguins pour irriguéunteeur en développement. Cette
néo-vascularisation permet aux cellules tumoralesniger vers les autres organes
(métastases) et au cancer de se généraliser.

- A noter que le classement des cancers est renficileiflu fait du nombre élevé de
mutations génétiques possibles.

- Faisant a la base partie dwi, leurs antigenes sont tres proches des antigenes
normaux, les rendant difficiles a détecter

- Furtives, elles vont développer plusieurs techrsqueour leurrer le systeme
immunitaire comme la diminution drastique de laduation d’antigenes. D’autre
part, elles secrétent plusieurs molécules afinedeuter des macrophages et certains

lymphocytes immunorégulateurs freinant la réponsatnitaire anticancéreuse.
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Ainsi, d’'un point de vue immunologique, les celkileancéreuses développent des techniques
de camouflage afin d’échapper au systeme immueitdlitiles expriment peu ou pas
d’antigenes ou de CMH a leur surface. D’autre partmajorité des antigenes cancéreux sont
associés auwsoi et donc peu immunogenes. Enfin, les cellules cansés s’attaquent
directement au systeme immunitaire en recrutantase=urs (macrophages, LT régulateurs)
en secrétant des immunosuppresseurs. C'est aiesadalérance immunitaire s’installe.
Pourtant il a été prouvé que le systeme immunitaingvait se réactiver et combattre
la tumeur. La premiére observation dans ce sené taie par le pére de I'immunothérapie
anti-cancéreuse, le Dr William Coley, vers la fin HF™ siécle. Il avait en effet remarqué
gue dans plusieurs cas de cancers, les patientaipati voir leur tumeur rétrécir a chaque
poussée de fievre suite a une infection bactériemxaogiéne. Il a alors entrepris plusieurs
essais cliniques ou il infectait des patients pes Hactéries. Les patients qui survivaient a
l'infection, répondaient favorablement au traitempar une diminution de la tumeur. Bien
gu’'on ne le sache pas avec certitude a ce momeo®lait la premiere preuve que s'il était
débloqué (par l'infection bactérienne en l'occurendée systeme immunitaire arrivait a

combattre le cancer.
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Annexe 2

« Vaccins » anti-tumoraux :

Durant le 26™ siécle, les tumeurs ont essentiellement été éifgar chirurgie,
radiothérapie ou chimiothérapie, voire une comisioiai des trois. Efficaces, ces thérapies
s’accompagnent néanmoins d’effets secondaireddueds. Bien que la théorie de Coley ne
fOt pas totalement oubliée, les vaccins anticanpémair le principe du réveil du systeme
immunitaire, ne voient le jour que vers la fin demées 80 avec le lancement d’'un essai
cliniue. Des lymphocytes infiltrant les tumeurdTLet pouvant les combattre avaient été
observés. L'idée était de les prélever, les angplifiuis les réinjecter en grande quantité chez
les patients. L'essai n'a pu étre lancé que lordgumolécule pouvant pousser les LIT a se
multiplier (I'lL2 pour Interleukine 2 a été découverte. Les premiers essais sont tres
encourageants (régression de la tumeur chez 50% patents). Néanmoins, les LIT sont
rares ou inexistants chez la majorité des pati€itst pour cela que des recherches sont en
cours dans le but de transformer des lymphocytdassiques en LIT.

Certains chercheurs se sont intéressés, quant, aexixellules dendritiques. Dans le
cas des cancers, les CD ne voient malheureuserasriemanger et ne passent donc pas a
I'état mature (présentateur d’antigenes). L’idég d&ccins anti-tumoraux a base de CD est de
contourner le probleme dimmaturité en chargeameatément les CDs avec l'antigéne
tumoral. Ces derniéres passent alors a l'état maéir peuvent déclencher la réponse
immunitaire en activant les lymphocytes. Le chargenues antigenes tumoraux peut se faire
in vivo par injection en utilisant des protéines bactérisnme des adénovirus comme
vecteurs. Cette voie reste quand méme tres linditéause de I'état de fatigue des CD. Un
moyen de s’affranchir des contraintes du corps uneat de charger les CD avec les
antigenesex vivo(in vitro), ce qui ouvre la voie a plus de techniques degement. Aprés
'activation, la CD mature est réinjectée au pati@m général prés ou dans un organe
lymphoide secondaire comme les ganglions) pour iredwne réponse immunitaire
lymphocytaire antitumorale.

Pour ce genre de traitement, il faudrait pouvoiup@rer des CD immatures (iCDs) chez les
patients, principalement localisées dans les tigsesqui rend leur extraction difficile). A

noter également que leur quantité dans le sangra@stfaible pour envisager cette source
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d’'iCDs (< 0,5% des cellules mononucléaires circidantFort heureusement, une majorité de
cellules dendritiques immatures dotées des caistigies fonctionnelles essentielles
(phagocytose, présentation d’antigénes, etc) peugaet produitesin vitro a partir de
monocytes (Bohnenkamp and Noll, 2003).

Difféerentes techniques de chargemeint vitro des antigenes tumoraux sont
investiguées comme la mise en contact d'iCD elpetnméabilisées avec des peptides, des
protéines, des cellules cancéreuses apoptotiguedysses, la transfection d’ARNm,
I'utilisation de vecteurs virauru encore la fusion compléte de cellules cancéseas€D.
Toutes ces techniques nécessitent des recherareaggrofondies pour régler certains freins
technologiques et biologiques. Bien que l'efficAale ces méthodes n’ait pas été directement
comparée, des études comparatives d'une partierd’adiles semblent prouver que le
chargement par fusion cellulaire (par voie chimigueélectrique) est une des voies les plus
intéressantes. En effet Galea-Laurakt(2002), Goddard etl. (2003),Trevor etal. (2004) et
Kao etal. (2005) ont tous vu que des vaccins obtenus morig induisent une meilleure

réponse immunitaire.

Fusion et vaccination anticancéreuse :

Le chargement par fusion présente deux potentiglatages importants par rapport

aux autres vaccins a CD :

- Les hybridomes sont supposés garder la fonctiondridigue de présentation
d’antigenes. Ainsi, contrairement aux techniques dbkargement exogene
(greffage/adsorption), I'expression de I'antigedans les approche®llule tumorale
entiere (fusion, transfection ADN/ARN), se fait de facondegéne par I'hybridome.
Cette expression naturelle des antigénes est pmhabt plus efficace et plus stable.
De plus, les antigenes présentés de facon endegandétre sur les deux classes de
CMH : molécules de classe 1 (présentées aux lynybd®Cl cytotoxiques) et de
classe 2 (présentées aux lymphocytes T auxiliairéési les deux types de
lymphocytes T peuvent étre activés rendant la répdmmunitaire plus efficace
(Parkhurst eal. 2003).
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- L’applicabilité de la méthode ne dépend pas d’'utigane spécifique. En effet, la
majorité des autres méthodes sélectionnent et sgegant sur un seul antigene (y
compris pour les autres approcleeiule tumorale entiéde Or, une cellule cancéreuse
en contient une variété, incluant des antigenesidemtifies ou spécifiques a chaque
patient. La fusion permet d’intégrer tout le réped antigénique de la cellule

cancéreuse (figure A2.1) élargissant considérabieftapplicabilité de la technique.

CMH 2 Hybridome
Cellule cancéreuse/Cellule dendritique

— .
Molecules de ¥ %
stimulation &
Cellule dendritique

Fusion

Cellule cancéretise

Figure A2.1 : Schéma représentatif d’'un hybridome (CD maturé@mlb par fusion cellulaire, en supposant que
I'nybridome acquiert les fonctions de présentatiantigenes de la cellule cancéreuse sur les CMElabse 1
et 2.

En 1997, Gong efal. proposaient l'utilisation d’hybridomes fusionné€ellule
dendritique / Cellule cancéreuse) comme traiteragtitancéreux contre des tumeurs murines
établies (Gong edl. 1997). Trés rapidement aprés ces premieres expétations (3 ans), le
premier test clinique ephase 1fut lancé (Kugler eal. 2000). Environ une dizaine d’essais
cliniques utilisant des hybridomes fusionnés (pBGPou électriquement) ont été effectués
(dont : Kugler etal. 2000, Kikuchi etal. 2001, Marten etl. 2003, Avignan etl. 2004,
Trefzer etal. 2004, Barbuto al. 2004, Wei etl. 2007). Le mode opératoire est quasiment le

méme pour tous (figure A2.2) :

- Préléevement de cellules cancéreuses et de précside@D

- Amplification des CD immatures

- Fusion des cellules cancéreuses autologues et Desm@atures (autologues ou
allogéniques)
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- Irradiation de la suspension non filtrée (conterded hybridomes hétérologues, des
fusions homologues CD/CD et cellules cancéreusaesécauses) pour éliminer les
risques de prolifération des cellules cancéreuses

- Injection intradermique du vaccin prés du ganglioairchnt la tumeur

- Le traitement est renouvelé sur plusieurs moisg@réral 4 mois a raison d’'une dose

par mois).

Pour la majorité des patients, le traitement pasridpmes fusionnés a induit une
réponse immunitaire. Dans certains cas, il a mémeaigaé une réponse anti-tumorale
partielle ou totale (exceptionnellement). Le secarsliltat important découlant de ces études
concerne les effets secondaires : quasiment auftemnirdésirable n’a été noté. En effet, a
part une rougeur a I'endroit de l'injection et gquets poussées de fievre, aucune réaction
auto-immune contre les CMH n’a été observée cesguun bon signe pour la sécurité d’'un
traitement anti-tumoral.

CD immature
Monocyte

F —
S
cellule cancéreuse Fusion
Injection -—A Irradiation
CD mature

Figure A2.2 : Schéma de principe d’un traitement par fusiorélguement de monocytes (allogéniques ou
autologues) et de cellules tumorales, productiocelleles dendritiques (CD) immatures, fusion atégétion de

CD matures, irradiation de I'échantillon et enfijeiction du vaccin.

En général, des CD autologues (issues du patigaitér) sont utilisées. Néanmoins, il
peut étre difficile de produire des CD dans le @agatients trés immunodéprimés suite a de

multiples traitements (ce qui était le cas desepadi dans les essais cliniques précités car ils
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avaient tous préalablement subi les traitementssiclaes sans succes). Les médecins ont
donc souvent eu recours a des CD issues de donsaims (CD allogéniques). Malgré le
risque de rejet dans ce dernier cas (réponse intamenidirigée contre les CMH non
compatibles), certaines études sur souris ont prqueél’utilisation de CD allogéniques ou
semi-allogéniques pour des hybridomes fusionnésiraxf une meilleure protection
anticancéreuse (Yasudaatt2007, Siders el. 2003).

En ce qui concerne la méthode de fusion, la médiathimique (PEG) est bien
connue des biologistes, cliniciens et industrialsae produit est utilisé depuis plus de 30 ans.
Pourtant, il présente plusieurs inconvénients nigjeBremierement, il peut avoir un effet
cytotoxique entrainant de faibles rendements deriug0,5% a 4,5 %) (Jantscheff at
2002). De plus, cette molécule induit la productiagrégats cellulaires pouvant fausser
'analyse par FACS (poufluorescence Activated Cell Sortinden effet, I'appareil ne pourra
pas distinguer un hybridome cellule tumorale/CDnd&imple agrégat cellule tumorale/CD,
entrainant ainsi un artéfact de mesure. Il y asalwre incertitude sur le rendement. Il est donc
important de coupler la mesure FACS avec une anéthode d’'analyse. Enfin, la fusion par
PEG n’est que partiellement contrélable et diféicil standardiser (Karstenadt 1988). Par
ailleurs, I'électrofusion, de par son caractere mosasif, n’introduit aucune toxine dans la
cellule. Elle est facile a standardiser et présdatbien meilleurs rendements (jusqu’a 20% en
cuvettes, et beaucoup plus en microsystemes, nsegaré-ACS et méthode optique).

Bien que les résultats des tests cliniques surnife soient pour I'instant un peu
décevants (trés peu de rémissions), ils prouvependant I'applicabilité de la méthode sans
dangers pour les patients. Les faibles taux desiteupeuvent étre expliqués par la forte
immunodépression induite par les multiples traitetm@nticancéreux antérieurs. De plus, trés
peu de CD matures (moins de 5%) injectées en imragee migrent vers les organes
lymphoides (De Vries etl. 2003). Cette méthode nécessite donc des études pl
approfondies. De nombreuses équipes continuemetderches afin d’améliorer le protocole
sur modeles animaux. Il a par exemple été prouve lguigmentation de la dose injectée
d’hybridomes avait un fort impact sur la qualité lderéponse immunitaire et augmentait

considérablement le pronostic vital (Figure A2.3).
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Figure A2.3: Effet de la dose d’hybridomes injectés. Des ceflilmorales rénales (Renca) furent injectées a 8
souris au jour 0 avant d’étre traitées par desimaa@ontenant 2x10e6 ou 5x10e5 hybridomes irradiés
(électrofusion de cellules cancéreuse/dendritique)jours 3, 7 et 14. Des souris non vaccinéesvfNai
représentent le contr6le négatif. Plus la quadet€D matures par injection est élevée, plus langp au vaccin

est importante (Siders at. 2003)
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Annexe 3

Rappels de calcul thermique :

Cette annexe vise a rappeler le déeveloppement derda électrothermique, effectué par

'équipe de Ramos (Ramosadt 1998, Castellanos at. 2003).

L’application d’'un champ électrigue E dans un nuilee conductivité électrigue provoque
un échauffement di & I'effet Joule. La puissanosiajénérée par unité de volume vaff.

Pour évaluer la variation de température qui emulég I'équation de bilan d’énergie doit étre

résolue :
0
pa
Convection Chgngement Conduction Source de chaleur

différentiel de T

ou v est la vitesse @, C, (4,18*103 J kg K™) et k (0,6 J rif s* K™) respectivement la
densité volumique, la chaleur spécifique a press@rstante et la conductivité thermique du
fluide. Le temps de diffusion du front de températpeut étre estimé par :
Ly = ,Ome|2

k

Avec une distance caractéristique | = 20 pm, nousnaims & ~ 10° s. C'est-a-dire que le

(A3.2)

systeme atteint un équilibre thermique en 1 ms. Dpoar des fréquences supérieures a 1

kHz, le changement différentiel de températurenégtigeable.

D’autre part, la convection est négligeable compaéla conduction. Nous obtenons en

analyse dimensionnelle:
10,C,0T| p.Cvil
ko K

(A3.3)

D’apres les expériences de Ramosakt (1998), la vitesse de billes en latex dans des
microstructures a haute fréquence est de I'ordré dd.0 um/s. En considérant que la vitesse
du fluide est du méme ordre de grandeur, et poerdistance caractéristique | = 20 um nous
obtenonsmep.v.I/k~103<<1. C’est ainsi que I'équation (A3.1) est sim@dipar:
KIO’T+0[E*=0 (A3.4)
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Notons que lintensité lumineuse appliquée lors I'dbservation sous microscope peut
entrainer I'échauffement des électrodes, qui atiewr créent un gradient de température dans
le fluide (gradient inverse a I'échauffement életttermique). Néanmoins, le mouvement

provoqué par cette source est négligeable (@h 2009).

Expression de la force ETE :

La force électrique par unité de volume dans umdpeut s’exprimer comme suit (Straton
1941):

~ 1-, - 1- _
f_=pE -ZEfll0e+=0 p.—E? A3.5
E pq 2 2 (pm apm J ( )

avecpq la densité de chargeja permittivité efpr, la masse volumique du milieu. Dans le cas
d'un fluide incompressible, le dernier terme degliation (A3.5) n'a pas d’effet sur la
dynamique. Il sera donc négligé dans la suite deldppement (Straton 1941). La densité de

charge du fluide s’exprime comme suit :
p, = 0(eE) (A3.6)
La force électrique par unité de volume s’écrit sitor
f. =(0eE+eE)E —%EE e (A3.7)
Par ailleurs, considérons I'équation de consermad® la charge :
L - _0p,
] 0E+,0qV+F =0 (A38)

La divergence de la convection de la chargev() est négligeable devant la divergence du
courant Ohmique :

‘ﬁ(pq\”/l A :‘ﬁ(gtﬁ)v‘ :%
‘i(a[ﬁl ‘J[E‘ ‘O'EE‘ %

<<1 (A3.9)

car le temps de parcours de la distance ‘I’ (typigant 20 um) a la vitesse ‘v’ (un maximum
de 200 um/s) est de 0,1 s, ce qui est bien supérietemps de relaxation de charge du milieu
(t = elo = 23,6 ns, pous=80+*8,85*10*? m™ kg' s* A2 ets = 0,03 S/m). La divergence de la
convection de la charge peut donc étre négligée deguation (A3.8), permettant d’exprimer
le gradient du champ électrique et de simplifiégliation (A3.7). La moyenne temporelle de

la force électrique par unité de volume dans leddas champ électrique réel est alors :
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} (A3.10)

Force de Coulo Force diélectrique

En basses fréquences, la force de Coulomb domars gl’'en hautes fréquences, c’est la
force diélectrique qui prend le pas. Dans le cadedel, nous avongo/(cdT) = +2% par
degré ebe/(edT) = -0,4% par degré (Lide 1994). La fréequenceagpare est dans ce cas :

e = 27F oy = 2| 21 LT = f e = 20MHz (A3.12)

7
(2],

"\ e

Approximation de I'expression de la force ETE :

Le champ électrigue dans le cas d'électrodes napks faiblement écartées peut étre

approximeé a :E(r) = !lug (Zahn 1979). De plus, les électrodes métalliquastdortement
nr

conductrices, leur température est considérée aotest Ces hypothéses associées a
I'équation (A3.4) permettent alors d’exprimer Eriation de température comme suit :

22 (319

aT(o)= 2k \m 7

Cette derniere équation conduit a exprimer la féteetrothermique (A3.10) en fonction de la

tension appliquée :

S o 20
<fE>- M(co,T)(—SkﬁgTJ(l njug (A3.14)

To TMoe
T o¢
avec :M(w,T) = U?I(wrg)?-r t oot

a 7 T - y ‘b
) | Electrothermal
¢ h I Flow Latex
5 '\\ beads /\\
! l! Subatrate
M{mT) o \
| HIE Latex
2 R beads
i H @ Electrathermal @
1 \ L i ™ Flow :
I BRI L ]
§ | b
1] - - i H .
i B Substrate
10" 10° i 0 10"
Frequency(Hz)
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Figure A3.1 : a. Evolution du facteur M en fonction de la frégee pour T=300°K e4=0,01 S/m (Ramos at.
1998). b. Mouvement du fluide a basse fréquencééeih force Coulombienne donc M positif), et ateau
fréquence (en bas) (Chenatt 2006)

M est un coefficient sans unité. Il est positif do&quences inférieures a une fréquence de
transition proche de fge (A3.12). Pour des fréquences inférieures a la #age de coupure

(ew/o <<1) on prendra M = 6,6. Dans le cas contraires M),6. Ainsi la vitesse maximale

d’une particule est estimée par (Castellanas. 2003):

4
£ 1 : U, =~5x10% Y _[199
o knr \|o0T
& _4 80\/4 €
s : U, = 25x10 9 A3.16
o ETE r [QTJ ( )

Il est a noter que pour obtenir ces approximati@estellanos eal. (2003) se sont placés

dans le cas ou r est compris entre la distance éhetrodes typique (25 pum) et la hauteur de

la frontiere supérieure (200 um).
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« Interaction champ électrique cellule : Conceptiorde puces microfluidiques pour I'appariement
cellulaire et la fusion par champ électrique puls®

Résumé :La fusion cellulaire est une méthode de généralrtellules hybrides combinant les propriétés
spécifiqgues des cellules meres. Initialement dégde pour la production d’anticorps, elle est neaiant
aussi investiguée pour I'immunothérapie du cant&flectrofusion consiste a produire ces hybrides en
utilisant un champ électriqgue pulsé. Cette techmiguésente de meilleurs rendements que les fusions
chimiques ou virales, sans introduire de contamina@électrofusion est actuellement investiguéecene
d’électroporation ou le champ électrique n’est pastrélable avec précision et le placement celelai
impossible, produisant de faibles rendements béauas. Afin d’augmenter le rendement et la quali&é
fusion, la capture et I'appariement des cellulesérent alors nécessaires.

Notre objectif a été de développer et de réalissr lmlopuces intégrant des microélectrodes et desuga
microfluidiques afin de positionner et d’apparies kcellules avant leur électrofusion. Une premsédnacture

de piégeage se basant sur des plots isolants tédis#tion de la diélectrophorése a été réalisétin A
d’'effectuer des expérimentations sous flux, unehoe de scellement des canaux, biocompatible etlitaa
été développée. Puis, le milieu d’expérimentatiogt@ adapté pour I'électrofusion. En confrontars le
résultats des expériences biologiques aux simagtmmeériques, nous avons pu démontrer que |'stjic
d’'impulsions électrigues induisait la diminution ldeconductivité cytoplasmique. Nous avons ensualalé

la structure par I'électrofusion de cellules. Undement de 55% avec une durée de fusion membrataie

s a été obtenu. Dans un second temps, nous avam®sgr deux microstructures de piégeage pour
I'électrofusion haute densité. La premiéere se lmageun piégeage fluidique, alors que la secondiseuta
diélectrophorése sans adressage électrique a taigots conducteurs. Jusqu'a 75% des cellulésrfuoent
dans cette derniére structure. Plus de 97% desdoybes produits sont binucléaires. Le piégeaget étan
réversible, les hybridomes peuvent ensuite étleaték pour des études ultérieures.

Mots-clefs :Laboratoire sur puce/Biopuce, microfluidique, éte@ision, électroperméabilisation, packaging,
diélectrophorese.

« Electric field-cell interaction: Conception of mcrofluidic biochips for cell pairing and fusion by
electric field pulses »

Abstract : Cell fusion is a method to generate a hybrid cethbing the specific properties of its progenitor
cells. Initially developed for antibody productioit,is now also investigated for cancer immunotpgra
Electrofusion consists on the production of hybmdousing electric pulses. Compared to viral or éhaim
methods, electrofusion shows higher yields and $lgigem is contaminant free. Actually, electrofasis
investigated in electroporation cuvettes, where éhectric field is not precisely controllable anellc
placement impossible, resulting in low binucledsritioma yields. To improve the fusion quality aridld,

cell capture and pairing are necessary.

Our objective was the development and realizatibbiachips involving microelectrodes and microfligid
channels to place and pair cells prior to elecsioin. A first trapping structure based on insulsamd the use
of dielectrophoresis has been achieved. In ord@etéorm fluidic experiments, a biocompatible ireesible
packaging was developed. Then, the experimentalumedas optimized for electrofusion. Confronting th
biological experiments and the numerical simulatjome showed that the application of electric pulsads

to a decrease of the cytoplasmic conductivity. mtierostructure was validated by cell electrofusiaryield

of 55%, with a membrane fusion duration of 6 s hasn achieved. Secondly, we proposed two trapping
microstructures for high density electrofusionse Tinst one is based on a fluidic trapping while gecond
one uses dielectrophoresis, free of electric wijrthgnks to conductive pads. Up to 75% of pairdl$ egere
successfully electrofused with the conductive padsre than 97% of the hybridoma were binuclear. The
trapping being reversible, the hybridoma can b&ct#d for further analysis.

Keywords : Lab-On-Chip/Biochip, microfluidics, electrofusion, electropermeabilizatj packaging,
dielectrophoresis.



