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Introduction

Bien que les cancers demeurent la premiére cause de mortalité en France (150 000 décés
chaque année), ils sont également la cause de décés la plus évitable, sous réserve d’un diagnostic
suffisamment précoce. Les technologies de diagnostic et les stratégies thérapeutiques sont en
pleine révolution avec 'arrivée d’une médecine personnalisée. Le traitement est d’autant plus
efficace (et moins contraignant) que le diagnostic est précoce car la tumeur est encore petite et
localisée. De plus en plus performantes, les techniques actuelles (imagerie médicale, palpation,
analyse histologique) souffrent encore de limitations, qui entrainent parfois un diagnostic trop
tardif.

De nouvelles approches de diagnostic sont développées afin d’améliorer la sensibilité de détec-
tion et de facilité d’analyse, comme la quantification de ’ADN tumoral ou des cellules tumorales
circulant dans le sang. La présence de ce matériel biologique étant liée au développement de la
tumeur, elle est un biomarqueur non seulement & but pronostic mais aussi de suivi de traite-
ment. La détection de ces biomarqueurs émergents est devenue une voie de recherche activement
explorée. La plus importante limitation reste la difficulté & détecter efficacement ces cellules, a
cause de leur extréme rareté parmi les cellules sanguines (1 pour 1 milliard).

L’avénement de la microfluidique a permis le développement de nouvelles approches pour la
détection des cellules cancéreuses. En se basant sur les propriétés intrinséques des cellules, qui
évoluent lors de la cancérisation, il est possible de caractériser, d’identifier et méme d’isoler des
cellules cancéreuses par rapport & celles non cancéreuses. Les propriétés électrocinétiques des
cellules, mesurées avec des champs électriques appropriés, peuvent ainsi étre utilisées de par leur
capacité a détecter de faibles variations.

Pour exploiter au mieux les propriétés électrocinétiques des cellules, il faut comprendre leur
origine et les facteurs les influencant. Ce manuscrit s’inscrit dans cette démarche, en étudiant
la réponse des cellules lorsqu’elles sont soumises & un champ électrique non uniforme. La mem-
brane opposant une barriére au passage du courant dans la cellule, celle-ci a un role de premiére
importance dans les propriétés électriques. Des variations dans sa composition ou son aspect
impactent la réponse de la cellule au champ imposé.

L’objectif des travaux présentés dans ce manuscrit est d’analyser la réponse des cellules hu-
maines, témoins ou modifiées, dans différents champs électriques. La compréhension des pro-
priétés électrocinétiques des cellules ouvrirait la voie au développement de nouvelles méthodes
de caractérisation ou de discrimination de types cellulaires différents.

Le premier chapitre présente en premier lieu un état de I'art des différentes méthodes de ca-
ractérisation et de discrimination des cellules, basées sur les propriétés intrinséques des cellules.
Dans un second temps y sont décrites les forces électro-hydrodynamiques présentes lors de ’ap-
plication d’un champ électrique non uniforme et alternatif dans une suspension cellulaire. Enfin,
les méthodologies de caractérisation des propriétés diélectriques des cellules sont présentées.
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Le second chapitre explique tout d’abord les protocoles expérimentaux liés aux technologies de
puces et de plateforme microfluidique. La deuxiéme partie se consacre & la dimension biologique,
avec la culture de lignées cellulaires et les protocoles développés pour modifier la membrane
cellulaire.

Le troisiéme chapitre aborde I’électrocinétique de cellules dans son ensemble. La réponse expéri-
mentale des cellules & différentes conditions de champ électrique y est présentée, et est comparée
& une modélisation théorique. Les deux autres parties du chapitre détaillent deux méthodes de
caractérisation des cellules, en utilisant le comportement des cellules selon des conditions parti-
culiéres de champ électrique. La premiére permet de mesurer les propriétés diélectrophorétiques
des cellules, en mesurant les valeurs de la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti. La se-
conde se concentre sur la détermination de la fréquence de coupure par une méthode nouvelle,
basée sur la rotation des cellules dans un champ non tournant.

Enfin, le quatriéme chapitre exploite chacune de ces méthodes pour une caractérisation des
cellules humaines témoins ou modifiées. La signature diélectrophorétique de cellules humaines
est mesurée, via le facteur de Clausius-Mossotti, en fonction du type cellulaire. La derniére par-
tie exploite la méthode de détermination de la fréquence de coupure pour mesurer I'impact sur
la fréquence de coupure de la modification chimique de la membrane des cellules de degré de
cancérisation progressif.



CHAPITRE 1

Etat de D'art
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La cellule est la brique de base du vivant. Sa capacité a synthétiser et dégrader des molé-
cules pour vivre et se reproduire fait de la cellule une véritable usine, ot chaque compartiment
remplit une fonction donnée (figure 1.1). L'intérieur de la cellule est délimité par la membrane
plasmique, qui a pour fonction principale de réguler les échanges avec le milieu extra-cellulaire.
Dans le cas d’une cellule eucaryote, 'information génétique est contenue dans le noyau.

Que ce soit pour mieux comprendre le fonctionnement des cellules, de maniére fondamentale, ou
pour développer de nouvelles technologies de diagnostic ou de thérapie, les propriétés des cellules
sont étudiées depuis des décennies. Pour caractériser ces propriétés, différentes approches ont
été développées.

Ce chapitre aborde en premier lieu les différentes propriétés des cellules, et les moyens existants
pour les mesurer. Ce manuscrit étant orienté vers leurs propriétés diélectriques, la seconde partie
de ce chapitre se focalisera sur les forces électrocinétiques employées pour manipuler et carac-
tériser les cellules. Enfin, la derniére partie détaille I’état de ’art des applications développées
autour de I’électrocinétique.



1.1. Méthodes de caractérisation des propriétés intrinséques des cellules

(b) 6

f.x......”..{" 4

FIGURE 1.1 — Schéma d’une cellule eucaryote. (a) Vue globale : 1. Noyau, 2. Nucléole, 3.
Reticulum endoplasmique rugueux et lisse, 4. Microtubule, 5. Mitochondrie, 6. Appareil de Golgi,
7. Ribosome, 8. Centrosome, 9. Vésicule, 10. Lysosome. (b) Membrane plasmique : 1. Phospho-
lipide, 2. Protéine intracellulaire, 3. Cholestérol, 4. Protéine transmembranaire, 5. Glycolipide,
6. Glycoprotéine.

1.1 Meéthodes de caractérisation des propriétés intrinséques des
cellules

Il existe différentes techniques de caractérisation des suspensions cellulaires, qui peuvent étre
classées en deux grandes catégories :
— les méthodes conventionnelles, ot les cellules sont marquées spécifiquement.
— les méthodes sans marquage, dites label-free, permettant de manipuler les cellules di-
rectement, en s’affranchissant de ’étape de marquage.

Les techniques les plus connues de caractérisation de cellules avec marquage font intervenir une
étiquette fluorescente [8] ou magnétique [91] (connues sous le nom de FACS et MACS, pour
Fluorescent- ou Magnetic-activated cell sorting). Dans le cas de la cytométrie en flux, une pro-
téine est marquée chez les cellules d’intérét par un anticorps couplé a un fluorophore (figure
1.2(a)). Les cellules passent une par une devant un laser, et elles sont reconnues selon la fluo-
rescence émise, mais aussi selon leur taille et leur granularité. La vitesse d’analyse est élevée,
comptant de 10 & 1000 cellules par seconde [7].

Pour le MACS, les cellules d’intérét sont couplées & des micro- ou nano-particules magnétiques.
Des aimants sont placés le long du canal microfluidique, et seules les cellules non marquées
s’écoulent avec le flux (figure 1.2(b)7), avec un débit de plusieurs centaines de cellules par se-
conde [2]. Par élution, les cellules d’intérét sont récupérées en retirant le champ magnétique
(figure 1.2(b)it). Les différents échantillons sont ensuite analysés.

Ces deux techniques permettent surtout d’étudier 1’état de surface des cellules, et la composition
de la membrane externe. En effet, il est impossible de cibler des protéines du cytoplasme avec
des anticorps sans solubiliser la membrane. Cette étape ne peut se faire que sur des cellules
fixées (donc mortes). Bien que trés utilisée en recherche fondamentale, cette méthode trouve ses
limites dans I’étude sur cellules vivantes.

Plus récemment, de nouvelles techniques ont été développées, tirant parti des technologies
microfluidiques pour traiter de petits volumes d’échantillon, en se basant sur les propriétés in-
trinséques des cellules. De fait, ces techniques ne nécessitent pas de marquage préalable pour
pouvoir caractériser et séparer les cellules.



Chapitre 1. Etat de l’art
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FIGURE 1.2 — Tri de cellules avec marquage. (a) Fluorescent-activated cell sorting, les cellules
sont marquées par immunofluorescence. Adapté de [44]. (b) Magnetic-activated cell sorting, les
cellules sont marquées par des particules magnétiques.

1.1.1 Morphologie

La morphologie de la cellule regroupe des propriétés telles que la masse, le volume mais aussi

la déformabilité, ou la rugosité de la membrane cellulaire. Ces propriétés sont étudiées le plus
souvent pour le suivi de croissance des cellules. La masse des cellules peut étre par exemple mesu-
rée dans des microcanaux fabriqués en surface de micro-leviers. La fluctuation de ce "plongeoir"
est détectée optiquement, via sa fréquence de résonance, et reliée a la masse (figure 1.3(a)). Son
et al ont utilisé cette méthode pour observer la croissance de cellules pendant 1000 heures de
culture [92].
L’imagerie de phase quantitative permet I'estimation de la densité cellulaire (la masse "séche"),
en mesurant le décalage du chemin optique de la lumiére transmise [102]. Une derniére technique
pour évaluer la masse utilise des capteurs appelés pedestal resonant sensors, mieux adaptés pour
des cellules adhérentes. La sensibilité des micro-leviers n’est pas uniforme et dépend de la loca-
lisation de la cellule. La migration de cellules adhérentes le long d’un micro-levier est interprété
a tort comme une variation de masse. Les capteurs ici permettent de distinguer une variation de
masse ou de localisation. Park et al ont utilisé ce systéme pour démontrer que les cellules ont
un taux de croissance plus rapide si leur masse est plus élevée [79].

Le volume cellulaire quant a lui peut étre mesuré par des techniques variées : via un compteur
électronique (Coulter Counter [25]), par colorimétrie [38], par impédance [69], par vidéomicro-
scopie |21, 17] ou par mesure de pression contre les parois d’un capillaire [19].

Différents types de structure permettent d’étudier et de caractériser la déformabilité des cel-
lules, paramétre important lors du processus de métastase des cancers. Le groupe de Di Carlo a
mis au point une technique permettant un haut débit de caractérisation de cellules [22]. En uti-
lisant des flux microfluidiques dans différentes directions, le stress hydrodynamique imposé sur
la cellule entraine sa déformation (figure 1.3(b)). D’autres techniques existent, comme la mesure
du temps de passage a travers un canal constricteur |9, 1|, Paspiration par une micro-pipette



1.1. Méthodes de caractérisation des propriétés intrinséques des cellules

(@) Réservoir de
milieu de culture
Dechefs
(c)(i)

(b)(i)

Hydropipetting

Deformability
Cytometry

C T T

HéliumAéA

o 4h apres expoagithi‘on Iq

Controle

’é‘ Plasma Hélium §0,8
£Fq ol
0 29
E.q &g-

max

(i) (i
£

Diamétre 2

=

Cmin g

o

3

Déformabilité
= Cmax / Cmin

Déplacement vertical

&

Déplacement le Iong'

de I'axe optique (umP

i)

3
E o .-

5500 3 =
3500 (Y qq
4 1500
/ -500
i I 2o FQO O

3 2
QP \@6‘ &
&

FIGURE 1.3 — Mesure des propriétés mécaniques des cellules. (a) Masse. Schéma de
principe du micro-levier. (b) Déformabilité. (i) Principe et photographies de la déformation des
cellules par les flux hydrodynamiques, (ii) Calcul de la déformabilité, (iii) Relation entre la défor-
mabilité mesurée par le pipetage hydrodynamique (HA) ou a la jonction suivante (Deformability
Cytometry, DC). (c) Morphologie de la membrane. (i) Images de microscopie a force atomique
de la membrane aprés exposition a un plasma d’hélium et valeurs de la rugosité correspondantes,
(ii) Mesures de l'intensité (en coupe) a différents objectifs avec la topographie et la rugosité de
la membrane aprés traitement avec des fibres amyloides. Adapté de [92, 22, 68, 62, 78|
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[43], la microscopie a force atomique [39], les pinces optiques [40] ou la microscopie acoustique
[93]. Ces méthodes permettent de caractériser différents parameétres, comme la déformabilité, la
friction ou 1'élasticité (module d’Young) des cellules, mais n’atteignent pas les débits proposés
par la technique de Di Carlo.

La plupart des études de la morphologie des cellules sont basées sur I'immunofluorescence,
ou la coloration (histologie, immunohistochimie) et ne sont pas détaillées ici. Les morphologies
cellulaire et membranaire sont cependant étudiées pendant la migration cellulaire ou ’apoptose.
L’imagerie par microscopie & champ clair est utilisée pour observer la forme des cellules et quan-
tifier leur surface [14]. La déformation de la membrane peut étre suivie par diffusion de la lumiére
[24] ou par la turbidité de la suspension cellulaire [105]. Lunov et al ont analysé la membrane par
microscopie a force atomique aprés exposition a différents plasmas (figure 1.3(c)i, [68]). Pan et al
se sont orientés vers l'utilisation de la profilométrie pour caractériser la rugosité de la membrane
lorsque les cellules sont exposées a des peptides spécifiques des maladies neurodégénératives (fi-
gure 1.3(c)ii, [78]).

1.1.2 Susceptibilité magnétique

La susceptibilité magnétique des cellules est majoritairement étudiée chez les globules rouges,
qui contiennent du fer lié a I’hémoglobine, et ont donc une susceptibilité magnétique supérieure
au reste des cellules vivantes. Les études portent le plus souvent sur la variation de cette sus-
ceptibilité en fonction de I'état et la concentration de I’hémoglobine ou lors de I'infection par la
malaria. La susceptibilité magnétique se mesure dans un spectromeétre a résonance magnétique
nucléaire. Lorsque les cellules sont soumises & un rayonnement électromagnétique, elles absorbent
I’énergie du rayonnement, et la relachent & une fréquence donnée. Kuchel et al ont ainsi mesuré
la susceptibilité magnétique x de globules rouges provenant d’échantillons avec des hématocrites
différents [61]. Ils ont montré que les globules rouges sont généralement diamagnétiques (y < 0).
Il existe cependant une condition pour les rendre paramagnétiques (x > 0), si ’hématocrite est
au-dessus de 40 % et si la totalité de I’hémoglobine est oxydée sous forme de methémoglobine.
Kasheuvskii et al ont également mesuré la susceptibilité magnétique de cellules tumorales, en me-
surant leur déplacement prés d’un électro-aimant [58|. La susceptibilité est calculée par rapport
a celle du milieu utilisé.

1.1.3 Propriétés optiques

Les différentes propriétés optiques des cellules et tissus pouvant étre mesurées sont le coefli-
cient d’absorption, le coefficient de diffusion et 'indice de réfraction [53|. Ces propriétés peuvent
étre mesurées par microscopie de phase quantitative, ou par scattérométrie. Une autre technique
de microscopie utilisée est la microscopie par défocalisation [74]. En analysant des motifs obser-
vés en contraste de phase lorsque l'objet est défocalisé, il est possible de détecter et de quantifier
la courbure de la membrane.
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1.1.4 Propriétés électrocinétiques

Les cellules possédent aussi des propriétés électriques et diélectriques. Elles font 'objet de
cette theése et sont développées en détail dans le dernier paragraphe de ce chapitre (paragraphe
1.3).

Différentes solutions existent pour caractériser les propriétés des cellules. Elles peuvent
faire intervenir un marquage spécifique, le plus souvent avec des anticorps couplés a des
fluorophores. Mais de plus en plus de techniques cherchent & caractériser des populations
de cellules sans marquage, en étudiant leurs propriétés intrinséques.

Dans cette section, les principales méthodes de caractérisation des cellules ont été
détaillées, qui permettent de mesurer la masse, la déformabilité, la morphologie ou les
propriétés optiques et magnétiques des cellules.

1.2 Théorie de D’électrocinétique de cellules humaines dans un
champ non uniforme alternatif

Dans ce manuscrit, les propriétés diélectriques des cellules sont mesurées en utilisant un
champ électrique, plus particuliérement la force de diélectrophorése. La réponse des cellules au
champ va principalement dépendre des propriétés de leurs membranes et cytoplasmes, entre
autres (tailles de la cellule, conductivité du milieu,...).

On distingue deux types de forces qui apparaissent lors de 'application d’un champ électrique :
celles qui agissent sur le liquide de suspension, entrainant les cellules avec lui et celles qui agissent
directement sur les cellules.

Cette section aborde les différents aspects de la théorie de ’électrocinétique, en commengant par
la description des forces en jeu, puis en présentant ’exploitation de ces forces pour caractériser
les cellules.

1.2.1 Forces électro-hydrodynamiques

> AC electro-osmose

Lorsqu’un solide est en contact avec un électrolyte, I’état chimique de surface du solide se mo-
difie, en se ionisant, créant une double couche électrique. Comme l'illustre la figure 1.4(a), une
premiére couche, dite de Stern, se forme en contact immédiat avec la surface, et est composée
uniquement de contre-ions immobilisés sur quelques Angstroms d’épaisseur.
Au-dessus de la couche de Stern se trouve une couche diffuse d’ions mobiles, appelée couche
de Gouy-Chapman, dont I’épaisseur est plus connue sous le nom de longueur de Debye (A ~
1 - 200 nm dans ’eau). Le déséquilibre local des charges dans le liquide génére un potentiel
électrique, appelé potentiel ¢, qui décroit exponentiellement dans la profondeur de la couche de
Stern (figure 1.4(a)). Au niveau du plan de cisaillement présent a 'interface des deux couches, le
potentiel atteint une valeur spécifique, appelée potentiel zéta. Ce potentiel représente la charge
électrique qu’acquiert une particule lorsqu’elle est en solution.
Lorsqu'un champ électrique est appliqué dans un liquide, l'interaction entre le champ et les
charges présentes dans le milieu crée une force appelée force de Coulomb, mettant en mouve-
ment les charges libres. Cela crée un flux constant de charges si le champ est continu, mais le
mouvement effectif est nul si le champ est alternatif. Les charges se déplagant de maniére égale
dans une direction puis dans 'autre au cours d’un cycle, un équilibre est atteint si le champ
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FIGURE 1.4 — Principe de I’électro-osmose en champ alternatif. (a) Double couche élec-
trique formée entre une surface et un liquide électrolyte. (b) Champ électrique E et charges
induites lors de ’application d’un champ alternatif non uniforme. E, représente la tangente du
champ électrique a la surface des électrodes, F, la force appliquée. (¢) Représentation schéma-
tique des mouvements du fluide. (d) Visualisation expérimentale des lignes de flux par super-
position d’images du mouvement de particules (f = 10° Hz, Vpp= 2V) et comparaison avec
la simulation numérique des lignes de flux. (e) Modélisation de la vélocité moyenne du flux
électro-osmotique selon la conductivité du milieu. Adapté de |72].

est uniforme. Dans le cas d’'un champ non uniforme, il y a création d’un flux électro-osmotique
de lélectrolyte au-dessus de la surface chargée (ici I’électrode). Des charges de signe opposé a
I’électrode s’accumulent dans la couche diffuse, et sont soumises & ’action du champ tangent
donnant lieu & une force (et donc un mouvement de liquide) allant en direction de l’électrode
puis glissant sur sa surface, comme représenté dans la figure 1.4. L’électro-osmose produit donc
un glissement du liquide, le long de la surface, générant des rouleaux de convection du fluide.
Morgan et Green ont visualisé ces lignes de flux, avec des nanoparticules faisant office de mar-
queur (figure 1.4(d) [72]). La direction du mouvement n’est pas dirigée par le potentiel appliqué,
les contre-ions suivant aussi le changement de potentiel.

L’électro-osmose ne se produit cependant pas dans toutes les conditions, sa force est dépendante
de la taille et du type d’électrodes, mais aussi de la conductivité du milieu et surtout de la
fréquence appliquée.

La vitesse de déplacement du liquide se calcule selon I’équation 1.1]77], et qui est fonction d’une
fréquence adimensionnelle Q (équation 1.2). Elle est la plus forte a faible fréquence (< 10% Hz)
et faible conductivité (o, ~ 107 S/m, figure 1.4(e))).

m 292
(uacro) = (8776(1(?—(192)2) (1.1)
Q:%ﬂ'/{d(i—:)w (1.2)
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€m : permittivité du milieu 7 : viscosité dynamique
o : potentiel initial d : distance au centre du systéme
Q : fréquence sans dimension, définie dans l’équation « : inverse de la longueur de Debye

1.2 om : conductivité du milieu

> Effet électrothermique

Le passage d'un courant dans un fluide conducteur génére un effet Joule, dépendant de la
conductivité thermique du milieu x, défini dans I’équation 1.3. Le flux de liquide provient du
gradient de température ainsi créé dans la profondeur du milieu. Ce gradient entraine la for-
mation d’autres gradients locaux, notamment de conductivité (Vo,,) et de permittivité (Ve,),
représentés dans la figure 1.5a. Il en résulte une force volumique qui agit sur le fluide, selon
I’équation 1.4.

kVT?+ 0, E*=0 (1.3)
—
— E
(Ferp) =-05 (Wm - vE’”)_’ 0.5 E?| Ven
Om  E€m 1+ (wT) (1.4)

22
=0.5¢e, VT E~1I (w)
a-pf Q
IIw)=|————-— 1.5
@ (v 5) ()
ou « et [ représentent respectivement les gradients locaux de conductivité et de permittivité
(équations 1.6 et 1.7).

1 ve -
o= — —2 - _04%K! (1.6)
em VT
1 Vo -
B=— 2t =2%K (1.7)
om VT
VT : gradient de température 7 : temps de relaxation des charges
w : fréquence angulaire, w = 27 f
a) b) c)
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FIGURE 1.5 — Principe de la force électrothermique. (a) Représentation schématique du
gradient de température V1 généré par I'application d’un champ électrique non uniforme, et
des gradients locaux de permittivité Ve et de conductivité Vo (b) Représentation graphique du
facteur II en fonction de la fréquence du signal et de la conductivité du milieu (¢) Visualisation
expérimentale des lignes de flux par superposition d’images du mouvement de particules. [72]
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Le facteur II représente la dépendance fréquentielle de 1’électrothermie. Positif & basse fré-

quence, II devient négatif a haute fréquence, traduisant un changement de sens des rouleaux de
convection. L’ordre de grandeur de fréquence pour lequel le signe de II s’inverse dépend de la
conductivité du milieu, et se situe aux alentours de 10° Hz & o,,, = 107 S/m, jusqu’a 10° Hz a
om =10 S/m (figure 1.5(b)) [77].
De maniére plus générale, la force électrothermique est faible a basse conductivité, pour des
différences de potentiel faibles et augmente rapidement avec l’accroissement d’au moins un de
ces deux paramétres. Il existe une dépendance linéaire entre la vitesse du flux et la conductivité,
et une dépendance trés forte par rapport a la différence de potentiel.

1.2.2 Forces spécifiques sur la cellule

> Gravité et poussée d’Archiméde
Dans un canal microfluidique, la gravité a pour effet de faire sédimenter les cellules, selon
I’équation 1.8.

Fy=v(pp=pm)g (1.8)
v : volume de la cellule pm : densité du milieu
pp : densité de la cellule g : accélération die a la gravité

A contrario, la poussée d’ Archiméde est une force dirigée vers le haut du canal microfluidique.
Elle est exercée par le fluide sur les cellules, selon I’équation 1.9. Comme la pression du fluide sur
la cellule étant dépendante de la profondeur d’immersion, celle-ci est toujours plus forte sur la
moitié basse de la cellule que sur la moitié supérieure. Il en résulte donc une force dirigée vers le
haut du canal. La flottabilité des cellules dépend donc de leur densité par rapport a celle du fluide.

?A = _pml/? (1-9)

pm : densité du fluide g : pesanteur effective sur la cellule

v : volume de la cellule

1.2.3 Diélectrophorése

La diélectrophorese est une force qui apparait lorsque ’on applique un champ électrique non
uniforme, qu’il soit continu ou alternatif, sur une particule polarisable suspendue dans un milieu
polarisable. Découverte par Pohl en 1951 [84], elle est depuis largement étudiée pour manipuler
particules et cellules dans des domaines aussi variés que la purification de certains composés
de I'environnement ou la caractérisation d’échantillons biologiques ([32]). Morgan € Green ont
exploré les différentes facettes de la diélectrophorése, tant au niveau de la dynamique de mouve-
ment des particules, que de 'hydrodynamique du milieu ou de la fabrication des microsystémes
adaptés a son utilisation [71]. Pour bien comprendre 'origine de cette force, il est nécessaire de
détailler le phénomeéne d’apparition de la polarisation lorsqu’un champ électrique (uniforme ou
pas) est appliqué a une particule ou une cellule.

Lorsqu’un champ électrique, quelqu’il soit, est appliqué sur une particule non chargée, les charges
vont se mouvoir et s’accumuler a la surface de celle-ci, en s’orientant par rapport au champ (fi-

gure 1.6(a)). Cette polarisation varie en fonction des propriétés diélectriques de la particule,
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FIGURE 1.6 — Polarisation d’une cellule lors de 1’application d’un champ électrique
uniforme. (a) Schéma de répartition des charges. (b) Formation du moment dipolaire et si-
mulation numeérique des lignes de champ lorsque la cellule est (i) plus polarisable ou (ii) moins
polarisable que le milieu.

comme la permittivité et la conductivité. Pour rappel, la permittivité représente la capacité du
matériau a accumuler des charges & sa surface alors que la conductivité indique la facilité qu’ont
les charges a circuler & I'intérieur du matériau.

Sur des particules organiques comme des cellules, qui sont composées de nombreux groupements
chargés a leur surface, il existe une charge nette a la surface de la cellule globalement néga-
tive. Des ions de charge opposée sont attirés pour contrebalancer le déséquilibre des charges, et
forment une double couche. Quand le champ est appliqué, les charges se déplacent autour de la
cellule pour s’aligner dans le champ, entrainant la polarisation de la cellule.

L’accumulation de charges a linterface particule/milieu prédomine la plupart du temps d’un
coté de l'interface, selon la différence de polarisabilité entre les deux parties. Par exemple, si la
particule est plus polarisable que le milieu, I'accumulation de charges se fait préférentiellement
dans la particule, comme le montre la figure 1.6(b)i, et le moment dipolaire s’établit dans la
direction du champ électrique (et inversement).

Si le champ appliqué est alternatif, le dipdle s’éta-
blit dans une direction puis dans l'autre, en suivant
le changement de sens du courant. Le déplacement
des charges n’étant pas immédiat, il arrive une fré-
quence ou le dipdle ne peut se stabiliser suffisam-
ment rapidement avant que le sens du courant ne
change. A basse fréquence, c’est la conductivité de
la particule qui prédomine, et donc sa capacité a
faire circuler des charges, alors qu’a plus haute fré-
FIGURE 1.7 - Cas d’un champ élec- quence, on observe une dominance de la permittivité
trique non uniforme : diélectropho- (accumulation de charges a l'interface avec le milieu).
rése. Simulation numérique des lignes de  Une particule inorganique sera donc plus polarisable
champ lorsque la cellule est (a) plus po-  que le milieu a basse fréquence (figure 1.6(b)i), mais
lal'"i'sable ou (b) moins polarisable que le  qoiont moins polarisable & haute fréquence (figure
milieu. 1.6(b)ii).

DEP positive DEP négative
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FIGURE 1.8 — Modes d’application de la diélectrophorése. Schémas des électrodes et du
champ électrique lors de (a) la diélectrophorése, ou la magnitude (le long des lignes de champ)
varie spatialement. (b) la twDEP et 1’électro-rotation, ou la phase du champ varie. (i) Exemple
de configuration de 3 signaux déphasés de 120 ° (ii) Schéma d’électrodes dédiées a la twDEP,
avec 3 signaux déphasés de 60 ° pour produire un gradient de phase du champ électrique. (iii)
Schéma d’électrodes dédiées a 1’électro-rotation, avec 4 signaux déphasés de 90 ° pour créer un
champ tournant. Adapté de [106]

Cependant, le champ électrique étant uniforme, le mouvement effectif est nul, le dipole induit et
les contre-ions présents dans le milieu s’équilibrent pour conserver 1’électro-neutralité. Ce n’est
que dans le cas d’'un champ électrique non uniforme, continu ou alternatif, que ’on observe
un mouvement de la particule, car les forces exercées par les charges d’un c6té ou de I'autre de
la particule sont en déséquilibre . La figure 1.7 démontre clairement que la densité des lignes de
champ n’est pas identique de part et d’autre, entrainant une différence de pression électrosta-
tique [85]. Cet effet génére un mouvement de la particule et est appelé diélectrophorése.
Il existe plusieurs types de diélectrophorése, selon la forme des électrodes choisies. Dans le cadre
de la diélectrophorése dite conventionnelle, le champ électrique s’étend des électrodes actives
jusqu’a celles reliées & la masse. Il y a donc création d’'un gradient de champ, avec une ma-
gnitude la plus élevée au bord de I’électrode active et la plus faible au niveau de la masse. La
géométrie des électrodes est réalisée en fonction du but recherché (séparation, focalisation, etc).
Mais le champ peut aussi étre appliqué avec un décalage de phase, comme le montre la figure
1.8(b)i, ce qui est le cas de la traveling-wave dielectrophoresis (twDEP) et de 1’électro-rotation.
Dans le cas de l'électro-rotation, un champ tournant est appliqué (non uniforme en phase), in-
duisant un moment dipolaire circulant. Les tensions appliquées a deux électrodes adjacentes sont
déphasées de 90 ° pour chaque point de fréquence. Des électrodes successives peuvent également
permettre de transporter des cellules dans un canal microfluidique ou il n’y a pas d’écoulement
du milieu de suspension (d’ott le nom de travelling-wave dielectrophoresis).
C’est le gradient de phase créé qui entraine le mouvement des cellules, qui se déplacent dans
(diélectrophorése positive) ou contre (diélectrophorése négative) le sens du décalage de la phase
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(figure 1.8(b)ii).

La force et/ou le couple de diélectrophorése dépendent de plusieurs facteurs, dont la taille (a), le
gradient de champ électrique (|E?|), ou la différence de polarisabilité entre la cellule et le milieu
(équation 1.10). Ce dernier paramétre est exprimé par un facteur appelé facteur de Clausius-
Mossotti, détaillé dans le paragraphe suivant.

Lors de la diélectrophorése conventionnelle, la force appliquée sur la cellule suit ’équation 1.10.

(Fprp) = mem a® Re(w) V|E?| (1.10)
€m : permittivité relative du milieu w : fréquence angulaire (=27 f)
a : diamétre de la particule V|E?| : norme du champ électrique

Re(w) : partie réelle du FCM

1.2.4 Facteur de Clausius-Mossotti

Le facteur de Clausius-Mossotti représente la différence de polarisabilité entre la cellule et le
milieu dans lequel elle est plongée, calculé selon I’équation 1.11. Il est décomposé en une partie
réelle et une partie imaginaire. La cellule est ici représentée par une particule équivalente ep

(figure 1.9(b)).

[FCM(w)] = Re[FCM(w)] +i% Im[FCM(w)] = €ep +i0¢p (1.11)

Eep €t Ocp @ permittivité et conductivité de la particule équivalente

Selon le champ électrique appliqué, les parties varient (figure 1.9(a)). La partie réelle est domi-
nante lorsque la magnitude du champ électrique varie spatialement (donnant lieu & la diélectro-
phorése, figure 1.8a), puisqu’elle est dépendante de la fréquence appliquée. La partie imaginaire,
quant a elle, est différente de zéro lorsque c’est la phase du champ qui varie spatialement, dans le
cas de la twDEP et de I'électro-rotation (figure 1.8b). En effet, le couple imposé a la cellule résulte
de l'interaction de la partie déphasée du moment dipolaire induit avec le champ électrique. Par
conséquent, le couple est proportionnel & la partie imaginaire du facteur de Clausius-Mossotti
[35].

La mesure de Im[FCM (w)] par électro-rotation a été réalisée par Jones en 1995, puis par de
nombreuses équipes pour des particules [3] ou des cellules [36].

La partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti est calculée & partir de ’équation 1.12 et
peut étre modélisée a partir des paramétres diélectriques. Elle est représentée sur la figure 1.10,
pour des particules inorganiques et pour des cellules. On peut voir que la conductivité du milieu
dans lequel les particules sont en suspension présente une grande influence sur la réponse de
celles-ci a la diélectrophorése.

€p " Em . . o
Re(w)=——F_—oue =c—i— (1.12)
gy +2e5, w
Em/p : Permittivité relative du milieu et de la particule w : fréquence angulaire (=27 f)

o : conductivité
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FIGURE 1.9 — Facteur de Clausius-Mossotti et propriétés diélectriques.(a) Modélisation
des parties réelle (Repcys) et imaginaire (Impcoas) du facteur de Clausius-Mossotti de cellules.
(b) Modeéle ceeur-coquille et particule équivalente, et propriétés diélectriques correspondantes.

On distingue 3 régimes, dépendant de la fréquence :

— Lorsque Re(FCM) > 0, les particules sont plus polarisables que le milieu et sont donc
attirées vers les forts gradients de champ (i.e. le bord de I'électrode). Elles sont soumises
a une diélectrophorése positive (pDEP).

— Lorsque Re(FCM) < 0, les particules sont moins polarisables que le milieu et sont re-
poussées des forts gradients de champ. Ce régime est appelé diélectrophorése négative
(nDEP).

— Losque Re(FCM) = 0, les particules ne sont soumises a aucune force, et la fréquence pour
laquelle ce régime apparait est appelée fréquence de coupure fq.

L’allure de la courbe pour une particule inorganique et une cellule différe. Une cellule est électri-
quement représentée en "couches", contrairement & une particule inorganique dont la composi-
tion est uniforme. Le modéle coeur-coquille est le plus utilisé, ou la cellule est compartimentée en
deux couches : le cytoplasme (cceur) et la membrane plasmique (coquille, figure 1.9(b)). Cette
derniére joue un role important dans la formation du dipole. Etant hautement résistive, & basse
fréquence, les charges s’accumulent dans la membrane et le dipole se forme de maniére antipa-
rallele au champ (nDEP) [110]. La membrane oppose une "barriére" au champ électrique, qui
ne permet pas la polarisation du cytoplasme.

En augmentant la fréquence, la membrane se comporte comme un isolant comportant des fuites,
et le cytoplasme de la cellule commence & se polariser. Cette période correspond & la pente
de la courbe avant la premiére fréquence de coupure. L’intérieur de la cellule étant hautement
conducteur (» 1 S/m), la cellule devient rapidement plus polarisable que le milieu, et est soumise
a la diélectrophorése positive (sauf si le milieu est lui-méme trés conducteur, comme les milieux
de culture par exemple, représentés par la courbe verte dans la figure 1.10(b), o, = 1,38 S/m).
Le passage de la diélectrophorése négative a la diélectrophorése positive est appelé fréquence
de coupure (f). Pour les hautes fréquences (de I'ordre de 10®Hz), les porteurs de charges
ne peuvent de nouveau pas se stabiliser avant le changement de sens du champ électrique et
la cellule redevient moins polarisable que le milieu, en passant par une deuxiéme fréquence de
coupure frzo [16].

Finalement, & basse fréquence, le dipole dépend majoritairement des propriétés électriques
de la membrane, alors qu’il est plutét dominé par la conductivité du cytoplasme & haute
fréquence.
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1.2. Théorie de I’électrocinétique de cellules humaines dans un champ non
uniforme alternatif
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FIGURE 1.10 — Partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti. (a) Particules de polystyréne
de 1 um et (b) Cellules de la lignée HEK, en fonction de la conductivité du milieu.

Les propriétés diélectriques de la cellule, représentées dans la figure 1.9(b), peuvent étre ex-
traites par électro-rotation. Etant donné les faibles épaisseurs des membranes (quelques nm), la
conductivité et la permittivité de la membrane sont exprimées en capacité et en conductance
(équation 1.13). Comme précisé auparavant, la membrane plasmique est trés faiblement conduc-
trice par nature (da a la forte teneur en phospho-lipides), et Gem est négligeable devant Chyep,
[33]. C’est donc la valeur de la capacité électrique qui influe sur la premiére fréquence de coupure.

€0Emem Om

Cmem S —— Gmem = (113)
0 1)
€0 : permittivité du vide om : conductivité de la membrane
Emem : permittivité relative de la membrane d : épaisseur de la membrane

1.2.5 Mesure de la capacité électrique de la membrane

La membrane de la cellule se comporte comme un condensateur électrique. Elle peut étre

modélisée comme un isolant diélectrique entre deux conducteurs (le milieu et le cytoplasme). La
propriété qui caractérise un condensateur est la capacité électrique : elle représente la quantité
de charges qui peuvent étre stockées lorsqu’un champ électrique donné est appliqué.
La différence de polarisation entre la cellule et le milieu environnant est dictée par Ciuepm €t les
propriétés électriques du milieu (04, €,,). Avec le modéle cceur-coquille, le facteur de Clausius-
Mossotti d’une cellule, qui mesure cette différence de polarisabilité, s’exprime selon 1’équation
1.14.

FOM[w] = WA (T Tmem = TeytoTrem) = 1+ 9W(Them = Tm = Tmem) (1.14)

2 — W (TeytoTihem + 2TmTmem) + W (Them + 2Tm + 2Tmem.)

Em Ecyto R.Crem * R.Crem
Tm="Teyto= —  vTmem =~ sTmem = — (115)
Om Ucyto Ucyto Om
€0Emem Omem
Cmem =< Gmem = (116>
1) 1)
w : fréquence angulaire (= 27 f) Em,mem,cyto : Permittivité du milieu, de la membrane

Tm,mem,cyto . taux de relaxation du milieu, de la mem- et du cytoplasme, respectivement
brane et du cytoplasme, respectivement € : permittivité du vide
Om,mem,cyto : conductivité du milieu, de la membrane Chuem : capacité électrique de la membrane

et du cytoplasme, respectivement Gmem : conductance électrique de la membrane
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11 est possible d’expliciter la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti pour obtenir ’équa-
tion 1.17.

—a1a2w4 + (blbg + a9 + al)w2 -2+ ble

Re[FCM(w)] = (a2)2w? + bow? + 4 (A7
ou
a1 = Tm-Tmem — Tcyto-Tmem*
a2 = 2. T Tmem + Teyto-Tomem (1.18)

*
bl = Tmem — Tm — Tmem

*
b2 = Tpom + 2.Tm + 2. Tmem

On peut alors simplifier cette équation, si deux termes ont un écart d’au moins deux ordres de
grandeur. Ici, a; » 10_14, as ~ 10713 et by et by » 107°. La forme finale de la partie réelle du
facteur de Clausius-Mossotti est donnée par ’équation 1.19.

—a1a2w4 + b1b2w2 -2
(a2)2w* + bow? + 4

Re[FCM (w)] = (1.19)

A la premiére fréquence de coupure fyo, il faut résoudre 1’équation 1.20, ot wy = 2.7. fz0 . Pour
terminer, il est donc possible de calculer expérimentalement la capacité de la membrane & partir
de I’équation 1.21.

bibaw? =0

[2 on/2 (1.20)
Wl = _— =
blbg T-Cmem

S

Om

(1.21)

Cmem =
r.W1

Lorsque f,o est mesurée sur une méme lignée pour des conductivités différentes, la capacité
électrique est calculée selon I'équation 1.22, ou « est le coeflicient directeur de la droite obtenue
en tragant r.fo = f(opm).

1

Conem = ——— (1.22)
TN 2.«

Pethig et al ont par exemple utilisé cette méthode pour mesurer la capacité de la membrane sur
des cellules pancréatiques [81].
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1.3. Etat de I’art des méthodes de caractérisation des propriétés diélectriques des
cellules par les champs électriques

(a) (c)

Plus polarisable  Moins polarisable
que le milieu
== P

Effet Joule

FIGURE 1.11 — Récapitulatif des forces électrocinétiques et électro-hydrodynamiques.
Schémas récapitulatifs des déplacements induits par (a) diélectrophorése (b) Electro-osmose et
(c) Effets électrothermiques.

En résumé, lorsqu’on applique un champ électrique non uniforme, différentes forces
apparaissent et mettent en mouvement la cellule, résumées dans la figure 1.11.

La diélectrophorése agit sur la cellule en Dattirant ou en la repoussant des zones de
forts gradients de champ (i.e. le bord de Délectrode, figure 1.11a2). Le facteur de
Clausius-Mossotti représente la différence de polarisabilité entre la cellule et le milieu,
et est dépendant de la taille de la cellule, de la capacité électrique de la membrane et
de la conductivité du milieu. Pour Re[CMF(w)] < 0, le milieu est plus polarisable que
la cellule, et celle-ci présente une diélectrophorése négative (et inversement). A deux
reprises, Re[CMF (w)] est égal & 0, moment ou la force diélectrophorétique est nulle appelé
fréquence de coupure. Les propriétés diélectriques des cellules peuvent étre calculées a
partir du facteur de Clausius-Mossotti grace & un modéle coeur-coquille.

Les forces électro-hydrodynamiques, composées principalement de 1’électro-osmose
et des effets électrothermiques, agissent sur le milieu, et peuvent également entrainer la
cellule. L’électro-osmose est prédominante & faible conductivité (o, < 1072 S/m) et faible
fréquence (f < 5.10% Hz, figure 1.11b1 et b2). Les effets électrothermiques sont quant a
eux dépendants de la conductivité du milieu et de la différence de potentiel appliquée,
entrainant une élévation locale de température. Des rouleaux de convection se forment
au-dessus des électrodes diis au gradient de température généré. Le sens de rotation des
rouleaux dépend du signe du facteur II (le milieu se déplagant du bord des électrodes
vers le centre lorsque I > 0, figure 1.11cl et c2).

1.3 Etat de ’art des méthodes de caractérisation des propriétés
diélectriques des cellules par les champs électriques

La littérature présente plusieurs approches pour mesurer les propriétés électriques (conduc-
tance de la membrane et conductivité du cytoplasme) et diélectriques (capacité de la membrane
et permittivité du cytoplasme) des cellules. Cette partie détaille les différentes techniques de
caractérisation, ainsi que leurs applications sur des populations de cellules.

1.3.1 Techniques de caractérisation

La modélisation & partir des propriétés extraites par électro-rotation, est la méthode la plus
utilisée pour établir les parties réelle et/ou imaginaire du facteur de Clausius-Mossotti. Couram-
ment, le spectre d’électro-rotation est mesuré expérimentalement, puis les propriétés diélectriques
en sont dérivées [6, 11]. La réponse a la diélectrophorése est alors modélisée, & partir de Cpemn
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FI1GURE 1.12 — Simulation de facteur de Clausius-Mossotti et confrontation a la mesure
expérimentale. Les parties (a) imaginaire et (b) réelle du facteur de Clausius-Mossotti sont
mesurées expérimentalement (triangles noirs). Des modélisations sont faites a partir de la partie
imaginaire (tirets rouges), de la partie réelle (tirets bleus) ou des deux (ligne noire). Adapté de
[66]

et Gpmem, et la fréquence de coupure peut alors étre lue sur la courbe tracée (o Re[FCM(w)| =
0).

Cependant, il a été montré trés récemment par Lo et al que la modélisation de la partie réelle
a partir du spectre de la partie imaginaire (et inversement, méme si cela est moins répandu) ne
représente pas efficacement les valeurs attendues expérimentalement. En effet, lorsque la partie
imaginaire est mesurée expérimentalement, la modélisation de celle-ci s’accorde parfaitement
avec le tracé (triangles noirs et tirets rouges, figure 1.12(a)). Lorsque les propriétés diélectriques
sont extraites a partir de Repcys et utilisées pour simuler Impeyy, la courbe (tirets bleus) ne
concorde pas avec les valeurs expérimentales.

Et inversement, pour la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti (figure 1.12(b)). Les tracés
de la modélisation de la partie réelle a partir des valeurs expérimentales (triangles noirs et tirets
bleus) correspondent. Alors que la simulation a partir de valeurs extraites par électro-rotation
(tirets rouges) n’arrive pas a prédire les résultats obtenus expérimentalement. Il est donc préfé-
rable de réaliser expérimentalement les mesures des propriétés diélectriques d’intérét.

La mesure de la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti est une des techniques les plus

pointues, qui permet d’évaluer directement la réponse des cellules & la diélectrophorése. Bien
que ’électrocinétique représente une méthode communément utilisée, elle montre ses limites
pour mesurer les valeurs expérimentales de I’ensemble du facteur de Clausius-Mossotti. Plu-
sieurs approches ont été développées pour mesurer Re[ FCM (w)], en équilibre avec des forces
hydrodynamiques ou pendant une phase de diélectrophorése pure.
Wu et al ont montré en 2012 qu’il était possible de calculer Rerpcys & partir du spectre de la
tension de capture [104]. Des cellules sont entrainées dans le canal et passent au-dessus d’élec-
trodes transversales, 4 une fréquence et un flux donnés. Il existe une tension critique, appelée
"tension de capture", ou les forces de diélectrophorése et de Stokes s’équilibrent. Cette valeur
est reliée directement a la valeur de Re[ FCM (w)] (figure 1.13(a)).
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cellules par les champs électriques
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FIGURE 1.13 — Mesures expérimentales de ReFCM. (a) Tension de capture. (i) Schéma
des différentes forces : F, . : diélectrophorése dans l'axe X et Z; Fy : force d’entrainement
de Stokes;Fy g, : poussée d’Archimeéde, force de gravité et de réaction, (iii) Re[FCM (w)] de
cellules HT-29. (b) Distance d’équilibration. (i) Schéma du systéme et des différentes forces :
Firqg : force d’entrainement; Fpgp : diélectrophorése, (iii) Re[ FCM (w)] de cellules HL-60.
(¢c) Champ radial. (i) Schéma du systéme et des différentes forces : F.ppp : diélectrophorése
(négative ici) ; Fp : force d’entrainement ; Fy,pgp : diélectrophorése liée au substrat isolé; Fy :
gravité, (ii) Re[FCM (w)] de cellules Colo205. Adapté de [104, 94, 67|

Su et al ont également utilisé une méthode basée sur la balance des forces hydrodynamiques

et diélectrophorétique [94]. Cette fois, deux électrodes traversent le canal en diagonale (figure
1.13(b)). Lorsque les cellules passent au-dessus des électrodes, elles subissent une diélectropho-
rése négative et sont donc a la fois repoussées des électrodes et poussées dans le canal par le flux,
en se déplacant au final le long de ’électrode sans la franchir. A flux et différence de potentiel
constants, la distance d’équilibration § mesurée entre la cellule et 1’électrode est dépendante de
Re[FCM(w)].
La derniére méthode décrite dans la littérature a été publiée récemment par Lo et al, en utilisant
un champ radial entre deux électrodes circulaires [67]. Les structures autres que les électrodes
sont isolées électriquement et repoussent les cellules (diélectrophorese a effet de bord, Fy,prp),
les maintenant en "lévitation" dans le canal (figure 1.13(c)). Les électrodes générent, elles, un
champ radial, avec une diélectrophorése conventionnelle (F.pgp), pouvant déplacer les cellules
dans le sens du flux ou a l'inverse (en les attirant ou en les repoussant). Repcas est calculé a
nouveau & partir de la balance entre la force d’entrainement et F.pgp.

Au laboratoire, la méthode développée a été appliquée a l'origine & des particules inorganiques
[46]. Elle n’est pas basée sur la compétition de forces entre le flux et la diélectrophorése, mais
sur la vitesse de déplacement des particules lorsqu’elles sont dans un régime de diélectrophorése
pure (figure 1.14). Cette vitesse est enregistrée juste aprés 'application de la fréquence d’intérét,
aprés avoir préalablement concentré les particules vers 1’électrode.

20



Chapitre 1. Etat de l’art

(a) (b) (c

grad(|E[")

) 4 oF
0,8f
3 0,6}
0,4f
0,2r
0,0f
-0,2}
-0,4}

el 4

e L pDEP

Re(CMH o nDEP

Re[FCM(w)]

105107 10° 106 107
Fréquence (Hz)

FIGURE 1.14 — Mesure de ReFCM. (a) Procédé expérimental avec des particules de polysty-
réne de 1 pm, (i) schéma (ii) photos en fluorescence. (b) Modélisation du gradient de champ
au-dessus des électrodes. (¢) Repcps de particules de polystyréne de différentes tailles (en pm)
dans I’eau désionisée (0, ~ 5.1072 S/m). Adapté de [46].

La mesure du facteur de Clausius-Mossotti n’est pas la seule technique disponible pour déter-
miner les propriétés électriques ou diélectriques des cellules. Il existe de nombreuses approches
dans la littérature, qui sont résumées dans la figure 1.15.

Au plus simple, la fréquence de coupure peut étre expérimentalement observée comme le mo-
ment ot la cellule n’est plus soumise & la diélectrophorése, ie le moment ou la cellule n’est ni
repoussée ni attirée vers les électrodes en diélectrophorése conventionnelle [64]. Sinon, en appli-
quant le champ depuis un bord du canal, la fréquence de coupure correspond & la fréquence ou
les cellules sont uniformément réparties dans la largeur du canal [90, 88].

La partie imaginaire du facteur de Clausius-Mossotti peut étre mesurée par électro-rotation,
afin de calculer les propriétés diélectriques des cellules [55, 41|. Les cellules sont soumises a un
champ tournant, et le couple induit sur les cellules (vitesse et sens de rotation) est dépendant
de Im[FCM(w)].

La force de diélectrophorése peut aussi étre mesurée par la différence d’intensité optique [50,
52, 73]. Avec une électrode annulaire, l'intensité optique transmise dépend de la localisation des
cellules. Lorsque soumises & la diélectrophorése positive, ces derniéres sont attirées vers les parois
de I’électrode, laissant la lumiére passer a travers 1’électrode.

Flanagan et al mesurent et comparent la fréquence de piégeage de différentes lignées [27|. Cette
fréquence correspond au moment ot 100 % des cellules sont en diélectrophorése positive, ce qui
se traduit par I’observation de I'arrét de I’écoulement d’une suspension cellulaire dans un canal
a flux constant, les cellules étant toutes attirées par les électrodes.

Vahey et al ont développé un systéme permettant de mesurer le point isodiélectrique d’une cel-
lule, en plongeant celle-ci dans un canal microfluidique ayant une conductivité variable dans la
largeur du canal [96, 97|. Une électrode a une fréquence constante parcourt le canal en diago-
nale, repoussant la cellule tant que celle-ci est en diélectrophorése négative. Au lieu de mesurer
la fréquence a laquelle le dipole devient plus polarisable que le milieu, ce systéme mesure la
conductivité a laquelle ce changement s’effectue (& une fréquence donnée).

Pour terminer, les propriétés diélectriques des cellules peuvent étre mesurées par spectroscopie
d’impédance, en mesurant la résistance des cellules & un courant alternatif [34].
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1.3.2 Application a la caractérisation de populations de cellules

Chacune de ces techniques a été utilisée pour caractériser et comparer des populations de
cellules. Les conditions de comparaison ont été classées en trois groupes :

— si les cellules sont de type différent (lignées différentes, sous-populations de cellules san-
guines, etc.)

— si les cellules sont de méme type, a différents stades (différentiation de cellules souches,
stades de cancérisation)

— si les cellules sont de méme lignée, au cours de la vie cellulaire (mitose, apoptose, etc.)

> Entre différents types de cellules

Les méthodes de mesurer présentées précédemment ont été utilisées pour caractériser et séparer
différents types de cellules. Seules quelques publications ont été sélectionnées pour représenter
ce type d’étude. Zhao et al ont par exemple mesuré la capacité électrique de la membrane de
cellules cancéreuses de poumon, provenant d’un carcinome non a petites cellules (CRL-5803) et
d’un adénocarcinome (CCL-185) [107]. En faisant passer la cellule dans un canal constricteur, la
mesure d'impédance peut étre réalisée sur différentes portions de la membrane cellulaire. Ils ont
montré que la capacité de la membrane et la conductivité différent entre les deux lignées (figure
1.16(a)). Ces propriétés étant indépendantes de la taille de la cellule, la différence est basée sur
la composition intrinséque de chacune des lignées.
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FIGURE 1.16 — Caractérisation de cellules de lignées différentes. (a) (i) Capacité de la
membrane Cp,er, et conductivité du cytoplasme pour les lignées CRL-5803 (en haut) et CCL-
185 (en bas) en fonction du segment de la membrane observé, (ii) Comparaison des deux lignées
pour le segment 11. (b) (i) Courbe d’intensité lumineuse pour les lignées SAOS-2 et MG-63, (ii)
propriétés correspondantes. (c) (i) fréquence de coupure a différentes conductivités pour chaque
sous-catégorie de leucocytes, (ii) Capacités électriques des membranes correspondantes. Adapté
de [107, 52, 100).
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1.3. Etat de ’art des méthodes de caractérisation des propriétés diélectriques des
cellules par les champs électriques

Ismail et al ont comparé deux lignées différentes d’ostéosarcomes (MG-63, SAOS-2) et d’une

lignée isolée a partir de cellules souches osseuses primaires (STRO-1) [52]. En modélisant la
courbe via un modéle coeur-coquille, ils ont dérivé les propriétés diélectriques & partir des va-
leurs moyennes obtenues sur trois mesures différentes. Les valeurs respectives de conductivité
du cytoplasme, de conductance et de capacité de la membrane ont été calculées (figure 1.16(b)),
ainsi que le pourcentage de différence entre chacune des lignées. Les lignées d’ostéosarcome ont
une apparence distincte en culture : la lignée MG-63 a une morphologie caractéristique en po-
lygones, par rapport aux cellules SAOS-2, qui ont une morphologie plus classique de cellules
épithéliales. La morphologie de la lignée STRO-1 est proche de celle des cellules dont la lignée a
été isolée (fibroblastes de moelle osseuse). Les cellules les plus petites (SAOS-2) ont la conducti-
vité cytoplasmique la plus élevée, qui pourrait étre expliquée par la concentration des électrolytes
dans un volume plus petit. Mais chacune des lignées a des caractéristiques diélectriques qui lui
sont propres. Il serait donc possible, par diélectrophorése, de détecter et d’isoler une population
dans un échantillon hétérogeéne, en 'occurrence un échantillon de moelle osseuse.
Vykoukal et al ont, eux, observé la fréquence de coupure des sous-populations de leucocytes a dif-
férentes conductivités afin de calculer la capacité électrique de la membrane [100|. Les différents
groupes de cellules primaires ont été isolés par des techniques immunologiques et par tri magné-
tique avant d’étre étudiés. Les globules blancs se divisent en trois grandes classes (lymphocytes,
granulocytes et monocytes), structurellement distinctes et ayant un role immunologique précis.
Les fréquences de coupure (et donc les propriétés diélectriques) de chacune de ces classes sont
différentes (figure 1.16(c)). Ils ont également réussi a distinguer les lymphocytes T et B, qui pré-
sentent des propriétés clairement différentes. Les trois sous-classes des granulocytes (basophiles,
neutrophiles et éosinophiles) ont été étudiées séparément. Elles ont des propriétés proches entre
elles, mais distinctes des autres sous-populations de leucocytes. La diélectrophorése permet donc
d’identifier différents types de cellules au sein de la famille des globules blancs.

> Entre différents stades de différentiation ou cancérisation

Si I’étude des propriétés diélectriques sur des cellules de type différent existe depuis longtemps,
ce n’est que plus récemment que des équipes ont suivi les propriétés des cellules au cours de la
différentiation ou la cancérisation. Durant les vingt derniéres années, le perfectionnement des
techniques a permis de raffiner les mesures, et de tenter d’étudier les propriétés des cellules au
cours d’événements d’évolution de la cellule.
Flanagan et al ont par exemple étudié des cellules souches neuronales (NSPC, pour neural stem
/ precursor cells) et leur descendance, en mesurant leurs fréquences de piégeage respectives [27].
Ils ont montré que les cellules souches ont des propriétés diélectriques différentes des astrocytes
et des neurones différenciés (figure 1.17(a)). Pour aller plus loin, il est possible de suivre les pro-
priétés des cellules souches dans le temps. Leur évolution au cours de la différentiation permet
de déterminer leur destin et de prédire le type de cellules différenciées vers lequel la cellule se di-
rige. Ils ont démontré que les cellules précurseurs ont non seulement des propriétés diélectriques
différentes en fonction de leur voie de différentiation, mais aussi que ces propriétés coincident
avec le type de cellules obtenues aprés différentiation : les cellules E12 NSPC, qui se différen-
cient préférentiellement en neurones ont une fréquence de piégeage plus élevée que les cellules
E16 NSPC (qui se différencient préférentiellement en astrocytes), tout comme les neurones ont
une fréquence de piégeage plus élevée que les astrocytes. De plus, ces cellules précurseurs ont
des caractéristiques de culture similaires et ne présentent pas de différence dans ’expression de
marqueurs classiquement suivis au cours de la différentiation.
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FIGURE 1.17 — Caractérisation de cellules 4 des stades de différentiation différents.
(a) Cellules neuronales. Fréquences de piégeage de (i) les cellules souches (NSPC) et les cellules
différenciées, (ii) les cellules précurseurs engagées dans des voies de différentiation différentes.
(b) Cellules souches adipeuses. Courbes d’impédance lors de la différentiation & (i) court terme,
(ii) long terme. Adapté de [27, 5.

La diélectrophorése est donc suffisamment sensible pour détecter des changements mineurs dans
le phénotype de la cellule, qui se reflétent dans ses propriétés diélectriques.

Bagnaninchi et al ont également suivi en temps réel la capacité de la membrane de cellules
souches adipeuses au cours de leur différentiation en cellules adipeuses ou osseuses [5]. Aprés
induction de la différentiation, les mesures d’impédance varient suivant la voie de différentiation
suivie (figure 1.17(b)). Ils ont montré que la capacité électrique de la membrane est un marqueur
de différentiation suffisamment précoce pour la détecter aprés 12h de stimulation. A plus long
terme (17 jours), les deux types cellulaires conservent des propriétés différentes.

Sur le méme principe, Salmanzadeh et al ont étudié une lignée de cellules de souris (MOSE,
pour mouse ovarian surface epithelial) qui a la particularité de se transformer spontanément
en cellules cancéreuses [88, 87]. Ce type cellulaire évolue de cellules tumorigéniques prémalignes
en un phénotype hautement malin et agressif, en fonction de la durée du maintien des cultures
cellulaires. En mesurant la fréquence de coupure & plusieurs stades de cancérisation, ils ont dé-
montré que celle-ci diminue avec ’augmentation de 'agressivité et de la malignité des cellules
(figure 1.18(a)). La capacité électrique de la membrane, inversement reliée a la fréquence de cou-
pure, est la plus élevée chez les cellules les plus transformées. Ils ont également observé 'effet de
sphingolipides, impliqués dans la croissance et la mort cellulaire, entre autres [29]. Ils ont montré
leffet de la sphingosine (So) et de la sphingosine-1-phosphate (S1P) sur des cellules ovariennes
de souris peu cancéreuses (MOSE-E) ou trés cancéreuses (MOSE-L)[87]. Les cellules les plus
cancéreuses ont une fréquence de coupure plus basse, mais le traitement & la sphingosine leur
permet de retrouver une fréquence de coupure similaire aux MOSE-E.
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1.3. Etat de ’art des méthodes de caractérisation des propriétés diélectriques des
cellules par les champs électriques

€)0) (it) (bXi) (it)
3 —1 3
2.5 0
(/2] : .
£ o . E25 r.vZZ,O D 1,0/~ 2D
Nis N o2 §1,6m13D [ 2 08"3D —
s . 215 L 12 ge 06 |
< -1 =08 £5 04
3 L B eV I N U,
g_ , = _oo.O,g 020,4 I ©~ 02 J
= I Ctrl SoSP1iCtrl SoSP1 0 0
érﬁ MOSELE | MOSEL nOK aOK nOK aOK

FIGURE 1.18 — Caractérisation de cellules a des stades différents. (a) Cancérisation.
Ratio fréquence de coupure : conductivité cytoplasmique pour des cellules (i) a différents stades
de cancérisation (E :early, I :intermediate, L :late), (ii) aprés traitement a la sphingosine (So)
et sphingosine-1-phosphate (SP1). (b) Environnement de culture. (i) capacité électrique, (ii)
conductivité cytoplasmique de kératinocytes normaux (nOK) ou cancéreux (aOK) aprés culture
en 2D ou 3D. Adapté de (88, 87, 73|.

Outre la différentiation et la cancérisation, ’environnement de culture influe sur le développe-
ment des cellules. Mulhall et al ont étudié les propriétés diélectriques des kératinocytes (cellules
de la peau) en fonction de la géométrie de culture (en 2D ou 3D, [73]|). En deux dimensions,
ces cellules ne se différencient pas, et croissent en monocouches. Mais ces cellules épithéliales,
nativement, sont organisées en organes en trois dimensions, ou le stade de différentiation dé-
pend de leur position dans la couche : les cellules du co6té basal sont peu différenciées, proches
d’un phénotype de cellules souches, alors que les cellules coté apical sont fortement différenciées
(squames). Sans surprise, la capacité électrique différe entre les cellules non cancéreuses et cancé-
reuses (figure 1.18(b)). Mais ils ont montré que, pour des cellules cancéreuses, ’environnement
de culture influe sur la conductivité cytoplasmique. La taille n’ayant pas varié, ils supposent
que la croissance des cellules de maniére organotypique modifie la composition ionique du cyto-
plasme. Si leur étude est vouée a démontrer I'importance de bien choisir un modéle représentatif
lors d’étude in vitro, elle permet ici d’appuyer l'utilisation des propriétés diélectriques comme
marqueur sensible de la composition des cellules.

> Suivi de vie cellulaire

En mesurant les propriétés diélectriques des cellules au cours de la vie cellulaire, des études
ont montré qu’il était possible de suivre des événements comme la mitose ou ’apoptose.
Wang et al ont observé la fréquence de coupure & différentes conductivités de milieu aprés in-
duction de lapoptose par la génistéine [101]. Ils ont observé une augmentation de la fréquence
de coupure dés la premiére heure de traitement, avant Pactivation des caspases (enzymes im-
pliquées dans le processus d’apoptose). Encore une fois, les propriétés diélectriques sont un
marqueur précoce, et peuvent potentiellement servir de marqueur diagnostic de I'apoptose. Ils
ont aussi démontré que les cellules nécrotiques ont une réponse a la diélectrophorése typique,
qui permet de les différencier des cellules apoptotiques.
Huang et al ont également étudié les changements des propriétés diélectriques de cellules cancé-
reuses lors de I'induction de I’apoptose [48]. En combinant la diélectrophorése pour positionner
les cellules et 1’électro-rotation pour mesurer leurs spectres de rotation, ils ont observé la di-
minution de la capacité de la membrane (concordante avec I'augmentation de la fréquence de
coupure rapportée par Wang et al), mais aussi 'augmentation de la conductivité membranaire.
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FIGURE 1.19 — Caractérisation de cellules lors d’événements de la vie cellulaire. (a)
Observation de la fréquence de coupure aprés induction de I'apoptose par génistéine sur des
cellules HL-60. (b) Mesure de Cpem €t Giem aprés induction de apoptose par bufaline sur des
cellules HL-60. (¢) Mesure de Cyen aprés stimulation de lymphocytes T primaires. Adapté de
[101, 48, 49].

Les caractéristiques diélectriques des cellules sont étroitement reliées a leurs fonctions biologiques
et & leur état physiologique. Ils ont relié ces observations a des clichés de microscopie électro-
nique montrant 1’évolution de la morphologie de la membrane, qui devient plus lisse au cours
de 'apoptose. Ils supposent que la diminution de la fréquence de coupure refléte cette perte des
replis membranaires, entre autres choses (réduction de la surface de la membrane, diminution
de l'eau liée & la membrane, etc), tout comme 'augmentation de la conductance membranaire
est diie a laltération du transport d’ions & travers la membrane.

Le lien entre la morphologie de la membrane et les propriétés diélectriques a aussi été étu-
dié par Pethig et al [83, 82]. En étudiant un plus grand nombre de cellules que Wang et al
(7300 cellules contre 20), ils ont observé une diminution de la capacité électrique plus tardive et
plus réduite. Les molécules induisant I’apoptose étant variées, elles agissent différemment sur le
métabolisme cellulaire.

Outre I'apoptose, il est possible de suivre d’autres événements de la vie cellulaire comme la
mitose (mécanisme de division cellulaire). Huang et al ont stimulé des lymphocytes T primaires
et suivi leurs paramétres diélectriques [49]. La capacité électrique de la membrane augmente
aprés stimulation, phénomeéne qui n’est pas lié a4 la modification de la taille de la cellule. En
effet, une augmentation de la surface de la membrane sans modification de la capacité totale de
la membrane aurait plutét entrainé une baisse de Cjpem. Des images de microscopie ont montré
I'augmentation de la complexité de la morphologie de la membrane, avec ’augmentation de la
taille et de la densité des microvilli, ce qui corrobore les études précédentes sur 'impact de la
morphologie de la membrane sur ses caractéristiques diélectriques. Kim et al ont montré qu’il
était possible d’utiliser ses propriétés différentes au cours de la mitose pour sélectionner et sé-
parer les cellules suivant leur phase dans le cycle [59].

Pour terminer, Zhuang et al ont suivi les propriétés électriques et diélectriques de la membrane
avant et aprés électroporation [109]. Ils ont montré qu’aprés 5 minutes d’exposition a des champs
pulsés, la conductivité et la permittivité de la membrane ont augmenté, et continuent de pro-
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gresser 30 minutes aprés exposition. De plus, & dose égale, I'utilisation de champs micropulsés
ou nanopulsés entraine des effets différents. Dans leur cas, le suivi des propriétés diélectriques
permet d’estimer la perméabilisation de la membrane, et donc la réussite de 1’électroporation
(largement utilisée pour faciliter le passage de larges molécules a travers la membrane, impos-
sible lorsque l'intégrité de la membrane n’est pas compromise).

Au cours de cette partie, les différentes méthodes de caractérisation des propriétés diélec-
triques ont été synthétisées. La mesure de la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti
est réalisée en équilibre avec des forces hydrodynamiques ou dans des phases de diélec-
trophorése pure. Les propriétés diélectriques peuvent également étre reliées a d’autres
parameétres mesurés expérimentalement, comme le spectre d’électrorotation, le point iso-
diélectrique ou la spectroscopie d’'impédance, entre autres.

Ces propriétés sont spécifiques du type cellulaire, ce qui permet de séparer deux types
cellulaires différents [37], mais aussi d’identifier et d’isoler un type de cellules parmi un
échantillon hétérogéne [86, 15|. Les technologies basées sur 1’électrocinétique sont suffi-
samment sensibles pour détecter un changement des propriétés diélectriques au cours de
la cancérisation ou de la différentiation, mais aussi au cours de ’évolution de la vie cellu-
laire comme ’apoptose ou la mitose.

L’utilisation de ces propriétés diélectriques comme marqueur de nombreux événements
au cours de la vie cellulaire fait d’elles un composant physique & part entiére du phéno-
type cellulaire. Les technologies existantes permettant la mesure de ces propriétés étant
sans marquage, rapides, et sans contact, elles ouvrent la voie & de nouvelles perspectives
d’étude et de diagnostic.

1.4 Conclusion

Ce chapitre d’introduction a permis de présenter les différentes propriétés des cellules, et
leurs méthodes de caractérisation respectives. Les technologies label-free permettent d’étudier
ces propriétés sans étape préliminaire de marquage (immunologique ou magnétique).

Parmi ’ensemble des propriétés intrinséques des cellules, nous avons choisi de traiter les pro-
priétés diélectriques. Elles sont propres a chaque type cellulaire, et les technologies existantes
permettent de les mesurer suffisamment finement pour détecter deux types cellulaires proches.
La capacité des propriétés diélectriques a refléter I’état physiologique de la cellule en font un
marqueur de choix pour le suivi de cancérisation, de différentiation, d’apoptose ou de mitose.

Ces propriétés diélectriques des cellules sont caractérisées lorsqu’elles sont soumises a la di-
électrophorése. L’application d’un champ électrique non uniforme sur une suspension cellulaire
entraine un mouvement des cellules, dépendant de leurs propriétés diélectriques. De nombreux
travaux présentent la manipulation et la séparation de cellules par la diélectrophorése. Mais
Iapplication d’'un champ électrique entraine l'apparition de forces hydrodynamiques, qui in-
duisent des mouvements de fluide. La compétition de forces existant entre la diélectrophorése,
I’électro-osmose en champ alternatif et 1’électrothermie crée une large gamme de comportements
cellulaires observables et rend parfois difficile la compréhension de I'implication des propriétés
diélectriques.
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Cette thése a pour but d’étudier et d’expliquer la réponse des cellules & de tels champs
électriques dans une puce microfluidique, afin de faciliter leur caractérisation. Basé sur des
technologies développées pendant cette thése, la réponse des cellules a la diélectrophorése sera
caractérisée. Une meilleure compréhension du comportement des cellules permetta ainsi d’ou-
vrir de nouvelles perspectives quant & 'implication de certains facteurs membranaires sur les
propriétés diélectriques.
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Technologies électro-microfluidiques et
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Ce chapitre présente les matériels et protocoles utilisés au cours de cette thése. Dans un

premier temps, la fabrication des puces électro-microfluidiques est décrite, ainsi que le banc de
diélectrophorése sur lequel se sont déroulées les expérimentations.
Une deuxiéme partie de ce chapitre est consacrée au matériel biologique utilisé dans ce travail :
lignées choisies, culture de cellules et milieu de suspension pour la diélectrophorése. Les mem-
branes plasmiques de certaines lignées cellulaires ont été modifiées par des agents chimiques ou
biologiques. Le protocole de modification des membranes est présenté a la fin de ce chapitre.

2.1 Dispositif Expérimental

Cette premiére partie regroupe les différents protocoles liés aux puces et a la plateforme
électro-microfluidiques.

Le procédé de fabrication des puces servant a la diélectrophorése est présenté en premier lieu.
Comme le montre la figure 2.1, les électrodes (en violet) peuvent étre co- ou biplanaires. Dans
le premier cas, les électrodes sont sur le méme plan, et sont fabriquées sur une lame de verre
standard. Le canal microfluidique qui apporte la suspension cellulaire au-dessus des électrodes
est fermé en haut. Dans le second cas, les électrodes se trouvent sur deux niveaux, au-dessus et
en-dessous du canal, ouvert sur chacun des niveaux.

Les puces microfluidiques sont ensuite traitées contre I’adsorption des cellules sur le verre. La
plateforme d’expérimentation qui accueille les puces et permet d’appliquer un champ électrique
et de visualiser la réponse des cellules est détaillée en derniére partie.
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FI1GURE 2.1 — Schémas des puces microfluidiques. (a) en 2D, avec des électrodes sur le méme plan.
(b) En 3D avec deux niveaux d’électrodes.

2.1.1 Fabrication des puces

> Puces 2D : électrodes coplanaires

Les puces électro-microfluidiques sont fabriquées selon des procédés standards de microfa-
brication, sur des lames de microscope en verre (76 x 26 x 1,1 mm, Fisher Scientific), comme
schématisé dans la figure 2.2. Les puces 2D avec des électrodes coplanaires sont celles qui ont
été majoritairement utilisées pour ces travaux.
La premiére étape correspond & la réalisation des électrodes. Ces derniéres peuvent étre com-
posées d’or ou d’ITO (pour Indium Tin Ozide). L’ITO est un oxyde conducteur composé d’
Ins03 et de SnO32 (90 % - 10 %) et qui est transparent (figure 2.3). L’opacité de ’or peut poser
probléme au cours de certaines expériences, I'illumination de 1’échantillon étant par transmission
(comme décrit juste aprés dans le paragraphe 2.1.3). Les lames de microscopes standards sont
couvertes d’or par dépdt métallique (135 nm, avec une couche d’accroche de Titane de 15 nm)
dans le cas des électrodes d’or. Les lames couvertes d'ITO sont disponibles commercialement
(150 nm, 12 /O, VisionTek Systems Ltd). Les électrodes sont fabriquées par gravure ionique
(ion beam etching, Plassys), a travers un masque en résine. Ce masque est réalisé en lithographie
optique a l'aide d’un aligneur de masque (MJB4, sUSs MicroTech) sur résine positive. Aprés
gravure, la résine est ensuite retirée pour découvrir les électrodes et permettre le passage du
champ électrique. Les électrodes utilisées au cours de ces travaux ont une largeur de 10 pum.
Le protocole détaillé des étapes de lithographie et de gravure est détaillé en annexe (Annexe A).

Un bassin en polydiméthyl-siloxane (PDMS) permet de contenir une goutte de suspension
cellulaire au-dessus des électrodes. Le PDMS (Sylgard 184, Dow Corning) est un polymére ther-
moréticulable, ce qui permet de lui imposer une forme avant durcissement. L’élastomére siliconé
(monomeére) est mélangé a un agent réticulant avec un ratio 10 :1 (en masse). Aprés mélange des
deux composants, il est nécessaire d’éliminer les bulles d’air emprisonnées, en placant la solution
sous vide pendant quelques minutes. Le mélange est ensuite coulé dans un moule en aluminium
et chauffé a 110 ° C pendant 5 min. La taille du puits est de 6 x 6 x 1,5 mm, soit environ 100
pL de suspension cellulaire.

Une fois réticulé, le carré de PDMS est scellé au niveau des électrodes d’intérét sur la lame
de verre. Aprés avoir déposé une goutte de suspension cellulaire, le bassin est refermé par une
lamelle de verre (18*%18 mum), en prenant garde de ne pas coincer de bulles d’air.
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FIGURE 2.2 — Schéma des étapes de fabrication des électrodes sur lame de verre. La
résine est déposée puis lithographiée sur la lame de verre couverte de métal (Or ou ITO). Les
parties découvertes sont gravées par IBE puis la résine restante est retirée pour découvrir les
électrodes.

> Puces 3D

Dans le cas des puces 2D, le champ s’établit entre les électrodes sur le méme plan. Mais il
est aussi possible de créer un champ électrique dans la profondeur du canal microfluidique, de
maniére verticale. Ces puces 3D possédent des électrodes en haut et en bas du canal microflui-
dique. Ce dernier doit alors étre ouvert (sans couche résiduelle) pour éviter des atténuations du
champ électrique dans la suspension cellulaire.
Le méme procédé que précédemment est utilisé pour les électrodes. Puis, un canal microfluidique
de 50 pum de haut est fabriqué dans une résine par lithographie optique au-dessus des électrodes
de la lame du bas. Aprés avoir préalablement percé la lame du dessus pour permettre I'entrée
et la sortie du fluide, celle-ci est alignée et scellée sur la premiére (figure 2.4(a)).
Le scellement du canal microfluidique avec la lame du haut est une étape critique, pour per-
mettre & la suspension de s’écouler dans le canal uniquement sans fuites qui causeraient des
perturbations hydrodynamiques. La solution adoptée au cours de cette thése a été d’apposer
une fine couche de résine utilisée comme colle, déposée sur le canal microfluidique par transfert
pour éviter de recouvrir les électrodes au centre du canal. Aprés alignement et mise en contact,
le scellement est achevé par exposition de la totalité de la puce aux UVs et recuit.

Protocole détaillé :

Un promoteur d’adhésion est indispensable a la tenue de la SU8 50 sur du verre. De ’Omnicoat (Mi-
croChem) est donc étalé sur la lame a 3000 rpm pendant 30 s, puis recuit & 200 ° C pendant 2 min. La
SUS8 50 est étalée lorsque la résine est & température ambiante & 500 rpm pendant 10 s puis 3000 rpm
pendant 30 s. Un recuit pour évaporer le solvant est fait & 65° C pendant 5 min puis a 95° C pendant
20 min. Ce recuit & deux températures permet d’éviter que la résine ne craquelle sous U'effet d’une éléva-
tion de température trop rapide. La lame est ensuite alignée avec le masque grace a des motifs de type
"croix-carrés" présents sur le niveau d’électrodes et le masque puis exposée pendant 10 s & un flux de
18 mW.cm™2 @365 nm et de 32.9 mW.cm™2 @405 nm. La SU8 étant une résine trés visqueuse, elle ne
peut étre mise en contact avec le masque. La lame est donc approchée manuellement au plus proche du
masque. Etant une résine négative, ’exposition aux UVs va initier la polymérisation des chaines époxy,
dont la réticulation est accélérée par la chaleur. Un recuit post-insolation est nécessaire, en chauffant la
lame 1 min a 65 ° C puis 5 min a 95° C. Les motifs sont révélés en plongeant la lame dans le dévelop-
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FIGURE 2.3 — Observation des puces aprés gravure et retrait de la résine. (a) Electrodes
en or et (b) en ITO. Une photo globale de la puce est montrée (i) ainsi qu'une image sous mi-
croscope en illumination par transmission (ii). Les électrodes d’or apparaissent opaques (noires)
tandis que seuls les contours sont observables pour les électrodes en ITO.

peur de la résine (SU8 developer, MicroChem) pendant 6 min sous agitation constante. La réaction est
stoppée dans un bain d’isopropanol, puis 1’échantillon est séché sous flux d’azote.

La lame du haut est percée par une fraiseuse numérique, qui permet un percage fiable et précis a partir
d’un fichier réalisé sur un logiciel de Conception Assistée par Ordinateur (SolidWorks, Dassault). Le
protocole de transfert de la couche servant de glu entre les deux niveaux est basé sur les travaux de Salvo
et al[89] et est illustré dans la figure 2.4(b).

Un échantillon de silicium est clivé & la taille du canal microfluidique. Une couche de polydiméthylsi-
loxane (PDMS) est étalée a 3000 rpm pendant 60 s puis recuite & 100 ° C pendant 2 h pour assurer une
polymérisation totale. Une feuille de polyimide (film Kapton 75 pm, Dupont) est déposée avec précau-
tion pour ne pas former de bulles sur le PDMS. Ce dernier assure une adhésion réversible du film. La
hauteur visée de SUS8 sur le polyimide est d’environ 15 um, et est réalisée en étalant de la résine SU8
2050 diluée a 17 % dans du cyclopentanone (SU8 2000 Thinner, MicroChem) a 3000 rpm pendant 30 s.
Le recuit est fait & 65 ° C pendant 50 s, pour évaporer partiellement le solvant. Le but ici est de pouvoir
transférer la résine sur le canal, et donc qu’elle ne soit pas trop "séche". Mais avoir une quantité de
solvant trop importante rend la résine trop fluide et cette derniére a tendance a s’écouler dans le canal
microfluidique et couvrir les électrodes lorsque les deux lames sont scellées ensemble. 11 faut donc trou-
ver ’équilibre optimal pour que la résine conserve ses propriétés adhésives tout en n’étant pas trop liquide.

L’alignement entre la lame du bas (composée des électrodes et du canal microfluidique couvert par
la résine) et la lame du haut (percée) se fait sur l'aligneur de masque, en fixant par capillarité la lame
du haut sur un masque de quartz vierge. Une fois les deux niveaux alignés (par des motifs croix-carrés),
ils sont mis en contact (pression 1,5 bar), et la totalité de I’échantillon est soumise aux UVs pendant 3,5
s. Un recuit post-insolation est réalisé pour sceller définitivement les deux niveaux ensemble pendant 5
min & 65° C.

34



Chapitre 2. Technologies électro-microfluidiques et protocoles biologiques

(@) }L}

\

Etalement de

la résine et Développement  \, Dépot de SU8 Alignement
insolation DN et scellement
(b)
&
Etalement de Adhesion Dépot de Prélévement Transfert
PDMS sur d'une feuille SU8 200( polyimide + SU8
siliciumhhh de polyimide
Lame de verre ITO ou Ti/Au Résine SU8 50 W Masque Quartz et Chrome
B Silicium PDMS Feuille de Polyimide 75 ym M Résine SU8 2002

FIGURE 2.4 — Schéma des étapes de fabrication d’une puce 3D. (a) Fabrication et assem-
blage de la puce. (b) Détail du scellement de la puce entre le canal microfluidique et la lame du
haut. Un canal microfluidique de 40-50 um est fabriqué dans la résine SU8 50, puis la lame du
haut préalablement percée est scellée grace & la présence d’une fine couche de SU8 2002 déposée
par transfert sur le canal microfluidique.

2.1.2 Traitement de surface

De par leur taille, les cellules tendent a sédimenter rapidement et a s’adsorber sur le verre qui
compose la puce électro-microfluidique. Une fois en contact avec la surface, les forces d’adhésion
sont plus fortes que celles imposées par le champ électrique généré par les électrodes, et il n’est
plus possible de déplacer les cellules par diélectrophorése. Il est donc important de prévenir
I’adsorption en traitant la surface par une molécule anti-adhésive. Les puces sont donc plongées
dans un bain d’albumine de sérum bovin a 0.1 % (BSA, pour bovine serum albumin) pendant
une nuit, a température ambiante. Aprés un ringage avec un tampon phosphate salin (PBS, pour
phosphate buffered saline), les puces sont séchées sous flux d’azote et prétes a étre employées.
Elles sont utilisées en diélectrophorése entre une et trois fois avant d’étre traitées de nouveau.

2.1.3 Banc de diélectrophorése

La plateforme sur laquelle sont réalisées les expériences de cette thése a été montée précé-
demment & mon arrivée [45]. Elle permet la connexion électrique avec la puce et I'observation
de I’échantillon. Elle est composée de deux modules principaux (qui sont plus détaillés dans
I’Annexe B) :

— Module électrique (Module 1, en rouge, sur la figure 2.5) : la puce électro-microfluidique
est insérée dans un connecteur ZIF, qui assure le maintien mécanique d’une part et
la connexion électrique d’autre part. Les connecteurs sont reliés aux générateurs par
des nappes électriques, en passant par un boitier électronique qui permet d’adresser de
maniére individuelle ou collective les électrodes.
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FIGURE 2.5 — Vue d’ensemble de la plateforme. 1- Modules électrique et de redirection du
courant, 2- Connexion électrique, support et visualisation de 1’échantillon et 3- Module micro-
fluidique.

— Module de visualisation (Module 2, en bleu) : les connecteurs ZIF sont montés dans un
support en aluminium, fixé a une platine motorisée (Markhauser) permettant de déplacer
le champ d’observation lorsque 1’échantillon est connecté électriquement. Une caméra
CCD couleur (Manta G201C, Allied Vision Technologies) permet la capture d’images
a une résolution de 1624*1234 px et une fréquence d’enregistrement de 14 images par
seconde.

L’intégralité de la plateforme est pilotée par un logiciel développé sous Labview (National Ins-
truments). Ce dernier permet le contréle du module électrique, en choisissant le voltage et la
fréquence de sortie de chaque générateur. Il est également possible d’entrer une séquence de
potentiels sur une ou plusieurs électrode(s) dans un temps imparti, via un fichier texte écrit ma-
nuellement. L’activation des électrodes est également contrélée via ce logiciel, avec pour chacune
le choix d’étre raccordée au premier ou au second générateur. Par défaut, toutes les électrodes
non activées sont reliées a la masse.

L’interfacage de la caméra avec Labview permet de visualiser et d’enregistrer des images ou des
vidéos a partir de I'image totale ou d’une région d’'intérét. Le temps d’acquisition de la caméra
peut étre ajusté, en essayant d’obtenir ’équilibre optimal entre 1'acquisition d’une image claire
et une fréquence d’enregistrement correcte (au moins 10 ips, ie images par seconde).

2.1.4 TIlluminations et observation de la puce

Sur le microscope du banc d’expérimentation, plusieurs types d’illuminations sont dispo-
nibles, et s’accordent plus ou moins bien a la visualisation de cellules en suspension. La plus
utilisée est la microscopie en champ clair, par transmission. Elle permet de distinguer le contour
des cellules et de superposer une deuxiéme illumination, par fluorescence notamment.
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Le microscope est équipé pour visualiser de la fluorescence dans un seul spectre ou dans plusieurs
(multi-fluorescence en direct). Le dernier type d’illumination est I’éclairage en champ sombre,
mais qui est peu adapté & la visualisation de cellules, ces derniéres étant peu réfringentes. Les
différents principes d’illumination ainsi que l'observation des cellules sont détaillés en annexe
(Annexe C).

2.2 Matériel Biologique

En premiére partie, nous traiterons le milieu de suspension utilisé pour la diélectrophorése.
Ensuite, nous détaillerons les lignées choisies, ainsi que leurs protocoles de culture respectifs.
Pour terminer, nous présenterons les protocoles de modification des membranes plasmiques des
cellules, que ce soit par voie chimique ou biologique.

2.2.1 Choix des milieux de suspension pour la diélectrophorése

La diélectrophoreése s’applique ici sur des cellules en suspension. Comme il a été mentionné
au chapitre 1, la conductivité du milieu a une grande importance sur la réponse des objets en
suspension : plus faible est la conductivité, plus importante est la force de diélectrophorese (a
voltage égal). Les cellules doivent donc se trouver dans un milieu & faible conductivité, ce qui
exclut les milieux de culture (o = 1,38 S/m pour le DMEM).
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FIGURE 2.6 - Evolution de la conductivité et de la pression osmotique en fonction du
milieu. (a) Conductivité du PBS aprés dilution. (b-d) Photos des cellules aprés une minute en
suspension dans (b) du PBS, (c) du PBS dilué au /5¢, (d) du saccharose-glucose a 8,5 - 0,3 %

(p/v).
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FIGURE 2.7 — Viabilité cellulaire selon le milieu de suspension. (a) Dans du DMEM. (b)
Dans du saccharose-glucose a 8,5 - 0,3 % (p/v), aprés 5h a température ambiante.

Cependant, la pression osmotique doit étre similaire au cytoplasme pour empécher les cellules
de gonfler ou de s’effondrer. Par exemple, en cas de pression osmotique du milieu plus faible que
celle de la cellule, cette derniére va augmenter son volume (figure 2.6(c)) en faisant entrer du
milieu, afin de diluer la salinité de son cytoplasme pour conserver un équilibre osmotique avec
le milieu environnant (et inversement).

La dilution du PBS, tampon de conservation des cellules, méme au 1/ 1000¢, ne permet pas d’at-
teindre une conductivité inférieure & 1072 S/m, et entraine le gonflement systématique des cel-
lules & partir de faibles dilutions (figure 2.6(a,c)). Un tampon composé de saccharose et glucose
dans de I'eau déionisée a été préféré (8,5 et 0,3 %, respectivement, rapport poids/volume, [42]).
Dans ce milieu, la pression osmotique est conservée, et donne accés a des conductivités de I'ordre
de 107 S/m (figure 2.6(a,d)).

Afin de comparer la viabilité cellulaire, les cellules ont été placées & température ambiante dans
du milieu de culture et dans le tampon saccharose-glucose pendant 5h. La concentration en
cellules est mesurée avant et aprés grace & une pipette électronique de comptage (ScepterTM,
Millipore, figure 2.7). Dans le milieu de culture, le nombre de cellules augmente, passant de 280
000 cellules/mL a 292 000. Le milieu de culture étant un milieu riche et parfaitement adapté, les
cellules poursuivent leurs cycles de division cellulaire. Dans le tampon sucré, la concentration
initiale est de 250 000 cellules/mL contre 135 500 cellules/mL aprés 5h, soit une diminution de
54 %. La pauvreté du milieu, composé uniquement de deux glucides, n’en fait pas un milieu op-
timal pour la vie cellulaire. Cependant, I’avantage apporté par une faible conductivité surpasse
la survie moyenne des cellules dans ce milieu, d’autant que le temps d’expérience n’excédera pas
30 minutes. La perte de cellules sera négligeable a 1’échelle de notre temps de travail.

2.2.2 Culture de cellules

Une collaboration avec le laboratoire Biomics (CEA /iRTSV) a été établie tout au long de ces

travaux pour 'approvisionnement et la culture de cellules. Celle-ci se fait au sein d’un laboratoire
de sécurité biologique adapté (niveau L2). La température dans l'incubateur est régulée a 37° C,
avec b % de COy afin de maintenir le pH du milieu de culture. La manipulation des cellules
durant les phases d’entretien des cultures et de prélévement se fait en milieu stérile, sous un
poste de sécurité microbiologique.
Les cellules adhérentes se cultivent en monocouches (figure 2.8(a-b)), sur une surface plastique
traitée pour 'adhésion cellulaire jusqu’a couvrir entiérement la surface de la flasque (confluence).
Lorsque les cellules couvrent 80 % de la surface ou plus, elles sont décollées puis diluées avant
d’étre remises en culture dans du milieu neuf (passage). Les cultures sont arrétées au passage
20, pour limiter la dérive génétique.
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FIGURE 2.8 — Culture cellulaire. Photographies de cellules en culture : (a et b) Cellules
adhérentes, de lignée HEK (a) ou LnCap (b). (c¢) Cellules en suspension de la lignée JURKAT.
Les cellules adhérentes recouvrent la surface de la flasque en adoptant une forme aplatie et étirée,
suivant les lignées, tandis que les cellules en suspension conservent leur forme sphérique, et se
développent en amas tridimensionnels.

Les cellules JURKAT doivent étre cultivées en suspension. En effet, étant des cellules circulantes
dans le corps humain (cellules sanguines), elles ne s’ancrent pas sur un support pour croitre. Le
passage des cellules se fait lorsque celles-ci forment des amas de 15-20 cellules (figure 2.8(c)). Les
amas sont cassés par pipetage dynamique, et les cellules sont remises en culture aprés dilution
dans du milieu neuf.

Afin de pouvoir cultiver et conserver des cellules sur le long terme, des échantillons de culture sont
congelés lors des premiers passages et conservés a -80 ° C(quelques mois) ou dans 1’azote liquide
(-200 ° C, plusieurs années). Les cellules sont congelées dans du sérum de veau feetal auquel est
ajouté un agent cryoconservateur (le diméthylsulfoxyde, DMSO, Sigma-Aldrich). Le protocole
de congélation/décongélation est détaillé ci-aprés. Briévement, pour une survie optimale des
cellules, la descente en température doit se faire le plus lentement possible, et la remontée en
température lors de la décongélation le plus rapidement possible.

> Lignées HEK, PC3, LnCap, PC3 et DU145

Tous les liquides utilisés pendant la culture cellulaire sont préalablement chauffés & 37 ° C pour éviter
un choc thermique. Les cellules sont ensemencées a une concentration de 5.10° cellules/mL dans une
flasque de 25 ¢m? (Produit 353109, Corning Life Sciences) avec 5 mL de milieu : pour les HEK, dans
du DMEM (pour Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco®)) ; pour les autres lignées, le milieu est du
RPMI 1640 GlutaMax™(Gibco®)). Les deux sont supplémentés par 10 % de sérum de veau foetal (SVF)
et des antibiotiques (Pénicilline-Streptomycine, 1%) pour prévenir une contamination bactérienne.
Lorsque la confluence est égale ou supérieure a 80 % de la flasque (généralement atteinte en 2 jours), le
milieu est retiré et la monocouche cellulaire est rincée deux fois avec du PBS (pour Phosphate Buffered
Saline) sans calcium ni magnésium. 500 pL de Trypsine-EDTA (0,25 %, Sigma-Aldrich) sont ajoutés et
la flasque est incubée a 37 ° C jusqu’a décollement total des cellules (~» 5 min). Les cellules sont ensuite
resuspendues dans du DMEM ou du RPMI ¢sp 5 mL, comptées puis centrifugées pendant 5 min a 1500
rpm. Le surnageant est éliminé et les cellules sont de nouveau resuspendues dans leur milieu indiqué
avant d’étre ensemencées & 5.10° cellules/mL.
Si 80 % de confluence ne sont pas atteints au bout de 2 jours, le milieu usagé est remplacé par du milieu
neuf par simple pipetage, pour conserver un apport nutritif suffisant et éviter une éventuelle toxicité liée
a une trop forte concentration de déchets relargués par les cellules.
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> Lignée JURKAT

Les cellules sont ensemencées a une concentration de 5.10° cellules/mL dans une flasque de 25 cm? dans
5 mL de RPMI 1640 GlutaMax™, supplémenté par 10 % de SVF et un mix d’antibiotiques (Pénicilline-
Streptomycine, 1%). Comme les cellules ne forment pas de tapis cellulaire mais des grappes, il est plus
délicat de suivre leur division. Lorsque les agrégats atteignent environ 20 cellules, ils sont cassés par
pipetage dynamique, puis les cellules sont comptées et centrifugées 5 min a 1500 rpm. Le surnageant est
éliminé et remplacé par du milieu neuf, puis les cellules sont réensemencées a une concentration de 5.10°
cellules/mL.

> Lignées RWPEL1 et dérivées (WPE1-NA22, WPE1-NB11, WPE1-NB26) Les li-
gnées RWPEL et ses dérivées sont cultivées dans une flasque T75 dans du milieu KSMF (Life Technolo-
gies), qui contient de la L-glutamine, de facteur de croissance (EGF, pour epidermal growth factor) et de
Pextrait de glande pituitaire (BPE, pour bovine pituitary extract). Le milieu est complémenté avec 1%
de pénicilline-streoptomycine. A 80% de confluence, le tapis cellulaire est rincé avec du PBS, et 1,5 mL
de Trypsine-Lonza est ajouté. Aprés 10 min d’incubation & 37 °C, 3 mL de solution de neutralisation
(TNS, pour Trypsine Neutralisation Solution) sont ajoutés pour stopper la réaction. Les cellules sont
centrifugées 5 min a 1400 tours/min maximum avant d’étre réensemencées & une concentration de 8.10°
4 1,2.10° cellules/mL (pour deux ou trois jours de culture sans passage).

> Congélation et décongélation de lignées

La décongélation des cellules avant la mise en culture doit se faire le plus rapidement possible, afin
d’éviter une cytotoxicité induite par la concentration de DMSO. Le cryotube (Nunc) est immédiate-
ment placé dans le bain-marie a4 37 ° C, pendant quelques minutes jusqu’a décongélation quasi-totale. Le
contenu du tube (1 mL en général) est ensuite pipeté et placé dans 9 mL de milieu de culture, préala-
blement chauffé a 37 ° C.
Les 10 mL sont ensuite centrifugés pendant 5 min a 1500rpm. Le surnageant est éliminé et remplacé par
du milieu neuf. Si les cellules sont sensibles, il est possible de répéter cette étape afin d’éliminer la totalité
du DMSO. Les cellules sont ensuite comptées et ensemencées dans une flasque T25. Le milieu est changé
aprés 24h pour étre remplacé par du milieu neuf. Il est préférable de laisser les cellules se développer
pendant 48 ou 72 h aprés décongélation, avant de les manipuler de nouveau, pour leur permettre de
reprendre leur cycle de division normal.

Pour la congélation, les cellules sont décollées, comptées puis centrifugées pendant 5 min a 1500 rpm. Les
cellules sont resuspendues dans du SVF contenant 10% de DMSO & une concentration de 106 cellules/mL.
L’ajout de DMSO doit se faire dans du SVF froid (5 ° C), la réaction étant exothermique. Les échantillons
sont ensuite aliquotés par 1 mL dans les cryotubes et placés dans une boite de congélation. Cette boite
contient de l'isopropanol, et permet une descente graduelle en température lorsque celle-ci est placée a
-80 ° C. Quand les tubes sont congelés (aprés 24 ou 48h), ils peuvent étre conservés a -80 ° C pendant
quelques mois ou placés dans ’azote liquide pour une conservation a plus long terme.

2.2.3 Modification chimique de la membrane

Des molécules affectant le fonctionnement des canaux ioniques ont été ajoutées aux suspen-
sions cellulaires. Dans un cas, l'activité des canaux ioniques est augmentée (ionophore), dans
Pautre elle est stoppée (bloqueurs des canaux ioniques). Les concentrations utilisées et le proto-
cole de préparation est adapté a partir de publications scientifiques [18, 108, 70].

Les solutions de valinomycine, quinine et de vérapamil (Sigma-Aldrich) sont préparées dans
I’éthanol absolu a des concentrations de 0.1, 200, et 70 mM , respectivement. 5 uL sont ensuite
ajoutés a 5 mL de milieu de culture et incubés avec des cellules HEK pendant 1, 2 ou 8h, a
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37° C, sous agitation légére. La concentration finale en éthanol ne doit pas excéder 0,1 % du
milieu, afin de ne pas endommager les cellules.

2.2.4 Modification biologique de la membrane

La membrane des cellules a aussi été modifiée, par un processus d’extinction de géne via
interférence ARN, sur des cellules HEK et des cellules LnCap. Les cellules sont cultivées dans
des plaques 6 puits traitées pour la culture cellulaire (Falcon), dans un milieu sans antibiotiques.
La transfection est réalisée 24 h aprés la mise en culture. Les ARN utilisés sont de petits ARN
interférents, appelés siARN (pour small interfering RNA, FlexiTube®), Qiagen). Plusieurs ont
été sélectionnés :

— témoin négatif de transfection : AllStars Negative Control
— témoin positif de transfection : AllStars Cell Death

— siARN SK3

— siARN TRPV6

— siARN TRPMS

Les ARN sont mélangés a un agent permettant le passage a travers la membrane plasmique
(Lipofectamine® RNAiMax(®), Life Technologies), dans un milieu optimal pour la transfection.
Apreés incubation, les complexes ARN-Lipofectamine sont ajoutés a la culture cellulaire, & une
concentration de 20 nM pour les ARN témoins et de 10 ou 20 nM pour les ARN d’intérét.
Aprés 72 h de transfection, les cellules sont collectées et analysées.

La transfection de siARN requiert un soin particulier de la part de ’expérimentateur. Les cellules
étant cultivées sans antibiotiques, elles sont extrémement sensibles aux contaminations (notam-
ment bactériennes). De plus, les ARN sont dégradés par la ribonucléase (RNases), présente en
abondance sur les surfaces et sur la peau. La préparation des cultures et des ARN doit donc se
faire avec rigueur.

Le protocole détaillé de transfection est le suivant :

80 000 cellules sont ensemencées par puits dans une plaque 6 puits le jour 1, dans 2 mL de milieu dé-
pourvu d’antibiotiques. (DMEM pour HEK, RPMI 1640 pour LnCap, complémentés par 10% de SVF).
Un seul puits est rempli avec du milieu avec antibiotiques (Pénicilline-Streptomycine, 1 %), afin de com-
parer la division des cellules dans les autres puits & partir d’un controle dans des conditions classiques
de culture.

24 h plus tard, les ARN sont ajoutés dans chaque puits. Pour cela, ils sont au départ remis en solution
dans 500 L (ARN témoins, 5 nmol/tube) ou 100 uL (ARN d’intérét, 1 nmol/tube) d’eau certifiée sans
RNase (Qiagen), pour une concentration de 10 puM.

Des tubes A et B sont préparés et incubés séparément avant d’étre mélangés. Le tube B peut étre préparé
dans un seul tube, en préparant un volume suffisant pour étre réparti ensuite dans chaque puits.

La composition du tube A (pour chaque ARN) est :
— Pour les ARN témoins : 4 uL de solution mére d’ARN , pour une concentration dans le tube de
200 ou 400 nmol/L
— Pour les ARN d’intérét : 2 ou 4 uL de solution mére d’ARN , pour une concentration dans le
tube de 200 ou 400 nmol/L
— milieu OptiMEM g¢sp 100 puL

La composition du tube B (pour chaque ARN) est :
— 1,5 uL de Lipofectamine
— OptiMEM gsp 100 pL
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2.3. Conclusion

Le milieu OptiMEM (Gibco) favorise la complexation des ARN avec I’agent de transfection. Les tubes A
et B sont incubés séparément pendant 10 min a température ambiante. 100 pL du tube B sont ajoutés
a chaque tube A, homégénéisés par aspiration/refoulement a la pipette. Le tube final est incubé 15 min
a température ambiante pour laisser se former les complexes Lipofectamine-ARN.

Pour terminer, le milieu de culture des cellules est retiré et remplacé par les 200 pL de solution et 800 L
de milieu frais, toujours sans antibiotiques. La microplaque est agitée manuellement afin d’homogénéiser
la composition de chaque puits et incubée a 37 ° C.

Apreés 72 h de transfection, les puits sont observés au microscope, et les cellules sont décollées selon un
protocole classique de passage : 2 ringages au PBS, 5 min d’incubation avec 200 pL de Trypsine-EDTA
a 37° C, resuspension dans du milieu de culture et centrifugation avant resuspension finale dans le milieu
désiré (milieu de culture ou de diélectrophorése).

2.3 Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons vu les différents matériels et protocoles utilisés tout au
long de ce manuscrit.

La fabrication des puces électro-microfluidiques se fait par des procédés standards de photo-
lithographie, sur des lames de verre couvertes d’or ou d’ITO, qui apporte 'avantage de la trans-
parence des électrodes. Les puces subissent un traitement anti-adhésif pour éviter ’adsorption
des cellules a leur surface. La plateforme d’expérimentation comporte un module électrique qui
permet de rediriger le courant vers I'une des 56 électrodes disponibles, et un module de visualisa-
tion qui permet d’observer la réponse des cellules en temps réel. Leur forte réfringence empéche
de les observer en champ sombre, illumination utilisée auparavant pour les études sur des micro-
particules. La visualisation se fait par transmission, et peut étre doublée d’une illumination par
fluorescence, si les cellules possédent un marqueur fluorescent (protéine de fusion fluorescence,
intercalant des acides nucléiques, etc).

Les cellules doivent également étre placées en suspension dans un milieu de faible conductivité,
conductivité qui ne peut étre atteinte en diluant du milieu de culture ou du PBS. L’équilibre
osmotique devant étre préservé, les cellules sont placées dans un milieu composé de saccharose
et glucose (8,5 et 0,3 %, respectivement). La conductivité du milieu est ajustée en ajoutant
du milieu de culture (opprrppr = 1.36 S/m). Les lignées utilisées au cours de ce manuscrit sont
diversifiées, allant de cellules non cancéreuses circulantes & des cellules mimant I’évolution du
cancer de la prostate.

La culture de telles cellules se fait selon des protocoles standards, en respectant le rythme
de passage selon la confluence de la monocouche cellulaire. Enfin, des modifications ont été ap-
portées aux membranes plasmiques des cellules, par voie chimique (ionophores, agents bloqueurs
des canaux ioniques) ou par voie biologique (extinction de géne par interférence ARN).
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CHAPITRE 3

Electrocinétique de cellules humaines
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Dans ce chapitre, des cellules humaines ont été soumises & un champ électrique alternatif
dans une large gamme de fréquences, de différences de potentiel et de conductivités de milieu.
Les différentes réponses des cellules en fonction du champ électrique appliqué sont rapportées.
Un modeéle de compétition de forces est développé pour expliquer ces comportements.

Dans une seconde partie, deux méthodes sont présentées pour caractériser les propriétés di-
électriques des cellules. La premiére méthode est basée sur une caractérisation électrique dans
I'intégralité de la gamme de fréquences, alors que la seconde se concentre autour de la fréquence
de coupure. Les deux méthodes et leurs avantages et inconvénients respectifs sont caractérisés.

3.1 Reéponse de cellules humaines au champ électrique non uni-
forme en canal microfluidique

Un champ électrique non uniforme appliqué dans une suspension génére plusieurs forces élec-
trocinétiques (présentées au chapitre 1, paragraphe 1.2), qui vont agir sur le milieu et sur les
cellules. Les forces électro-hydrodynamiques, comme 1’électro-osmose et les forces électrother-
miques, mettent en mouvement le liquide : les charges présentes dans la double couche électrique
entre I’électrode et le milieu sont mises en mouvement par un champ électrique (électro-osmose)
et/ou un gradient de température est formé par application d’un champ électrique (électrother-
mie). Dans les deux cas des rouleaux de convection se forment au-dessus de 1’électrode, rouleaux
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FiGURE 3.1 — Plages de fréquences étudiées. La réponse des cellules HEK est étudiée sur
une gamme de fréquences allant de 10% 4 10° Hz. Le comportement observé peut étre décrit en
5 plages indépendantes.

dont la direction, la position et 'amplitude sont propres a chacune des forces. La diélectropho-
rése est induite par la différence de pression électrostatique entre les cellules et le milieu, et met
en mouvement les cellules elles-mémes.

Le comportement des cellules soumises & un tel champ résulte de la compétition de ces trois
forces. Pour les particules inorganiques, ces phénoménes ont été étudiés pour des champs élec-
triques en 2D [77] ou en 3D [47]. Cependant, les cellules présentent des comportements qui leur
sont propres, observés expérimentalement mais dont ’origine physique reste imprécise [13].
Dans cette partie, nous aborderons une étude compléte de la réponse de cellules au champ élec-
trique (figure 3.1). La gamme de fréquences étudiée varie entre 10% et 10° Hz. Elle peut se
découper en 5 plages fréquentielles, oli un comportement général différent peut étre décrit pour
chacune :

— 10% < £ <2.10° Hz : basse fréquence,

— 2.10% < f < fpo0 Hz : fréquences inférieures a la fréquence de coupure,
— f =~ fgo : autour de la fréquence de coupure,

— fz0 < f < frzo : entre les deux fréquences de coupure,

— [ > fheo : au-dela de la deuxiéme fréquence de coupure.

Les cellules utilisées sont des cellules HEK, qui sont des cellules épithéliales non cancéreuses
classiquement utilisées pour tester l'efficacité et la reproductibilité de méthodes (cf la fiche
ATCC™ correspondante 1)

De maniére générale, la réponse des cellules dépend de la fréquence, de la magnitude du
champ appliqué et de la conductivité du milieu. Une magnitude plus grande (¢e la différence
de potentiel augmente et/ou si 'espace inter-électrodes diminue) tend & intensifier le résultat

1. www.lgcstandards-atcc.org/products/all/CRL- 1573. aspx?$geo_country=$§fr#generalinformation
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FIGURE 3.2 — Observation de 1’électro-osmose sur les cellules HEK. A basse fréquence
(f=1-10.10° Hz, oy = 2.107* S/m), PACEO peut étre couplée aux effets électrothermiques

suivant la magnitude du champ : (a) magnitude modérée (V' = 2 Vpp) ou (b) magnitude forte
(V =8 Vpp).

observé : si les cellules sont attirées par les électrodes, elles se déplaceront plus rapidement.
Cependant, dans certains cas, comme & basse fréquence, ’'augmentation de la magnitude modifie
la réponse des cellules. C’est pourquoi, pour bien identifier 'impact de la magnitude, nous
intégrerons donc I'influence des fortes différences de potentiel pour chaque gamme de fréquences.

3.1.1 Plage 1 : 1-10 kHz - Electro-osmose AC

A basse fréquence (f = 103 Hz), les cellules tournent sur elles-mémes autour de I'axe ¥,
qu’elles soient isolées ou en contact avec d’autres cellules, pour toutes les conductivités testées
(2.107% < oy, < 2.1071 S/m, figure 3.2(a)). L’électro-osmose est prédominante autour de ces fré-
quences, surtout a basse conductivité ot les effets électrothermiques sont faibles (1.2). La figure
3.2(a) montre les cellules entrainées dans des rouleaux de convection, qui ont tendance & les
rapprocher du centre de I’électrode. La largeur des électrodes et la taille des cellules sont du
méme ordre de grandeur (~ 10 pm), et ces derniéres se retrouvent le plus souvent au bord de
I'électrode plutét qu’au centre. Les mouvements de convection du milieu entrainent les cellules,
qui tournent sur elles-mémes (autour de I’axe y) ou qui parfois se déplacent en suivant le rouleau.
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Lorsque la différence de potentiel augmente (jusqu'a 8 V},,), le déplacement des cellules devient
plus anarchique et les cellules tendent & se détériorer, méme & basse conductivité (o, = 2.107
S/m). En effet, a plus forte magnitude, les effets électrothermiques s’intensifient, causant la for-
mation de rouleaux de convection dont le sens est donné par le facteur II. Dans ces conditions
d’expérimentation, II est positif, et donc le milieu se déplace du centre de 1'électrode vers le
bord (paragraphe 1.2.1). Les rouleaux de convection tendent & repousser les cellules des élec-
trodes, comme observé sur la figure 3.2(b). Ces déplacements rapides et brusques appliquent des
contraintes de cisaillement sur la membrane de la cellule, qui finit par se déchirer. La destruction
des cellules & o, =2.107* S /m et V =8 V], est observée en quelques secondes.

3.1.2 Plage 2 : f < f, - diélectrophorése négative

Dans les plages 2 et 4, la diélectrophorése est la force dominante. Les cellules sont alors soit
repoussées (plage 2), soit attirées (plage 4) des zones de forts gradients de champ (i.e. le bord de
Pélectrode). Ces deux plages couvrant presque 90 % des fréquences appliquées avec le générateur,
I’attraction et la répulsion des cellules sont les mouvements les plus facilement observables.

Entre 10% Hz et f,0, les cellules sont soumises a la diélectrophorése négative. Pour rappel, la
membrane des cellules se charge en réponse au champ appliqué et agit comme une barriére. Le
dipole induit réagit en fonction de la différence de polarisabilité entre la membrane et le milieu.
Méme a faible conductivité, le milieu de suspension a une plus grande conductivité que la mem-
brane, car il comporte plus de charges libres, et ce dernier est plus polarisable que la cellule.
Re[CM F(w)] est donc négatif et la cellule est moins polarisable que le milieu dans lequel elle
est plongée. A basse fréquence, la membrane accumule les charges environnantes et le dipole
s’oriente dans le sens inverse au champ électrique. Lorsque la fréquence augmente, la membrane
ne fait plus écran au champ électrique, permettant aux charges contenues dans le cytoplasme de
réagir au champ appliqué. La cellule atteint alors la fréquence de coupure.
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FIGURE 3.3 — Evolution de la vitesse de rotation et de Re[FCM] des cellules HEK
en fonction de la fréquence. La vitesse de rotation est mesurée sur le nombre de cellules
Neells POUr chaque point et le facteur de Clausius-Mossotti moyen est mesuré sur 10 cellules, a
o =2.1072 S/m pour des fréquences proches de la fréquence de coupure.
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La réponse des cellules dans cette plage de fréquences est détaillée dans la figure 3.7, en méme
temps que la diélectrophorése positive, les deux réponses étant homologues, seul le sens du
mouvement est différent selon la plage de fréquences appliquée.

3.1.3 Plage 3 : Autour de la fréquence de coupure - Rotation des cellules

Dans la gamme de fréquences entourant la fréquence de coupure, le comportement des cel-
lules dépend de la conductivité du milieu. On observe la rotation des cellules pour toute la
gamme de conductivités testée. A basse conductivité (o, < 2.107* S/m), la fréquence de cou-
pure est inférieure & 5.10% Hz et la rotation des cellules est principalement due aux phénoménes
d’électro-osmose, majoritaires a ces fréquences-la. Pour les conductivités plus élevées, lorsque la
fréquence de coupure se situe hors du champ d’action de I’électro-osmose, la rotation des cellules
semble induite par la compétition entre la diélectrophorése et les forces électrothermiques.

A trés basse conductivité (., < 2.107* S/m), la fréquence
de coupure se situe a basse fréquence (< 5.10% Hz), pour
les cellules eucaryotes avec une membrane plasmique sans
paroi additionnelle. Les cellules ont alors une rotation si-
milaire & celle détaillée dans le paragraphe 3.1.1. Dans
cette gamme de fréquence, 1’électro-osmose est dominante
et il est difficile de discerner la fréquence exacte corres-
pondant & la fréquence de coupure.

Pour des conductivités supérieures (o,, > 5.107* S/m),
la fréquence de coupure, qui varie avec la conductivité
du milieu, se trouve au-dela de la fourchette d’électro-
osmose. A Om = 5.107% S /m, les cellules ne présentent pas FIGURE 3.4 — Photographies de cel-
de rotation, ou alors trés faible (< 5 rpm, 3.5(b)). Dans lules au bord d’une électrode (en noir).
cette gamme de conductivités, il est possible de détermi- Mise en évidence d’une cellule apres dé-
ner visuellement la fréquence de coupure, en observant le térioration (fleche rouge).

moment ot la cellule n’est ni attirée ni repoussée par les

électrodes. Méme si cette technique est subjective et applicable uniquement cellule par cellule,
elle permet tout de méme de déterminer approximativement la fréquence de coupure et est
souvent utilisée pour séparer ensuite différents types cellulaires avec une fréquence de coupure
statistiquement différente |20, 99, 63].

Pour les conductivités comprises entre 1072 S/m et 1071 S/m, les cellules ont tendance & tourner
sur elles-mémes autour de I’axe y (selon la figure 3.5) pour les fréquences entourant la fréquence
de coupure pour des différences de potentiel supérieures a 2 V,,, comme décrit dans la figure
3.5(a). La vitesse de rotation a été mesurée en fonction de la fréquence et de la différence de
potentiel & o, = 1072 S/m dont les valeurs sont tracées sur le graphique 3.5(c). La vitesse de
rotation augmente avec la différence de potentiel, allant de 3 rpm a2 V (f = 45.10% Hz) jusqu’a
28 rpm a 10 V. 1l existe une différence de potentiel optimale o les cellules ont une vitesse
de rotation maximum sans étre endommagées (ici, 10 V},). Pour des différences de potentiel
supérieures (15 V,,), la vitesse de rotation diminue a nouveau. Sans observer la destruction de
la cellule, on peut observer une détérioration de la membrane, comme présenté dans la figure 3.4.
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FIGURE 3.5 — Rotation des cellules HEK. (a) Photos de la rotation des cellules. La cellule
effectue un tour complet en environ deux secondes, a o = 2.1072 S/m, f = 45.10° Hz, et V = 10
Vpp- (b et c) Vitesses de rotation en fonction de (b) la conductivité du milieu, & f~ fyo, V =3
Vyp €t (c) la fréquence et la tension, a o = 1072 S/m.

La fréquence est également un paramétre modifiant la vitesse de rotation. En observant la
vitesse de rotation a 10 Vpp, la vitesse est maximale a 45.10° Hz puis de plus en plus faible
pour les fréquences suivantes, respectivement : 40, 50 et 55-60 .10® Hz. Dans ces conditions
d’expérimentation, la fréquence de coupure a été déterminée expérimentalement en observant la
fréquence pour laquelle la cellule n’est ni attirée ni repoussée, en appliquant une différence de
potentiel inférieure a 2 Vpp, pour éviter I'apparition de la rotation induite par les effets électro-
thermiques. Ici, la fréquence de coupure est estimée a 45.10% Hz, fréquence a laquelle les cellules
tournent le plus vite. En mesurant la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti (1.3.1) des
cellules HEK, il apparait évident que la force de diélectrophorése a une influence sur la vitesse
de rotation des cellules. Comme le montre la figure 3.3, plus la force de DEP est faible (ie plus
Re[FCM] est proche de 0), plus la rotation est importante.

Des particules de polystyréne fluorescentes de 1 pum et des cellules ont été soumises au champ
électrique, afin de visualiser les mouvements du milieu diis & des forces électro-hydrodynamiques,
les particules agissant comme un traceur du fluide. Lorsque la cellule est en rotation, les col-
loides de polystyréne sont entrainés dans des vortex plus petits formés au-dessus du bord de
’électrode (figure 3.6). La présence de tels vortex indique la présence d’effets électrothermiques.
Les particules suivent le mouvement de rouleaux de convection attractifs.

L’hypothése concernant la rotation des cellules dans ces conditions est la compétition entre la
diélectrophorése et les effets électrothermiques, diie a la dépendance en fréquence et en diffé-
rence de potentiel, respectivement. En effet, les effets électrothermiques créent des vortex locaux
centrés aux bords des électrodes et ont une vitesse de rotation d’autant plus importante que la
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FIGURE 3.6 — Observation des lignes de champ pendant la rotation des cellules. (a)
Photos de la rotation des cellules (en rouge) et des particules de polystyréne 1 pum (en vert)
(f =45 kHz, V = 3 Vp, 0 = 21072 S/m. (b) Représentation schématique de la rotation de la
cellule (qui tourne sur elle-méme) et des particules (qui sont entrainées dans des rouleaux de

convection au-dessus de I’électrode. (c) Représentation schématique en coupe.

différence de potentiel est grande. Les vortex apparaissent clairement lorsque des particules de
plus petite taille que les cellules sont ajoutées au milieu. De plus, la diélectrophorése reste une
force rapidement prédominante par rapport aux effets électrothermiques, expliquant pourquoi
la rotation n’apparait qu’autour de la fréquence de coupure, la ou la force diélectrophorétique
chute (démontrée par une modélisation mathématique, paragraphe 3.1.6). D’ailleurs, la vitesse
de rotation est maximale & f = fzo, lorsque Re(FCM) est minimal. Cette compétition de forces
est développée plus loin dans un modéle, explicité au paragraphe 3.1.6.

3.1.4 Plage 4 : f,0< f < freo - diélectrophorése positive

Aprés la fréquence de coupure, l'intérieur de la cellule se polarise en réponse au champ ap-

pliqué. La conductivité du cytoplasme étant plus élevée que celle du milieu de suspension, la
cellule devient plus polarisable que le milieu et est soumise a la diélectrophorése positive.
Comme on peut le voir sur la figure 3.7, la force de diélectrophorése dépend de la conductivité
du milieu. A basse conductivité, les forces électro-hydrodynamiques, et plus particuliérement les
effets électrothermiques, sont faibles (pour des différences de potentiel inférieures & 5 Vpp) et
n’ont pas d’influence sur le mouvement de la cellule.
Lorsque o, augmente, la vitesse de déplacement de la cellule diminue dans les mémes condi-
tions de fréquence et différence de potentiel. La vitesse passe par exemple de 21,5 pum/sec a
om = 2.107% 4 13,2 pm/sec & 2.107 S/m. (Figure 3.7(a); et (a):). La valeur du facteur de
Clausius-Mossotti pour une méme fréquence est plus basse a conductivité croissante, ce qui tra-
duit une force diélectrophorétique plus faible.
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(i) on=2.10*S/m (i) oy, =2.10%S/m (iii) o,y = 2.102 S/m
(@)

7

régime nDEP

v=132pym/s b—di
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[

régime pDEP

V=428 um/sS p—i V=242 um/s b=

—— déplacement normalisé au cours de 300 ms

FIGURE 3.7 — Réponse de cellules HEK a la diélectrophorése. Pour différentes conductivi-
tés de milieu : (i) (oy, = 2.10™ S/m), (ii) (2.1072), (iii) (2.1072). (a) Régime de diélectrophorése
négative, f = 10°> Hz. (b) Régime de diélectrophorése positive, f = 200.10° Hz. La fleche re-

présente le déplacement de la cellule en 0.3 seconde, la photo étant la position finale. La barre
d’échelle vaut 10 pm.
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FIGURE 3.8 — Réponse des cellules aux hautes fréquences. (a) Photo de la connexion
électrique de la puce sur la plateforme radio-fréquences associée. (b) Réponse des cellules a des
fréquences de 3, 3.7 et 4.10° Hz (0., = 2.1072 S/m) aprés 3 minutes d’application du champ.

3.1.5 Plage 5 : fizo - Deuxiéme fréquence de coupure et diélectrophorése
négative

Lorsque f > 100 M H z, la polarisation du cytoplasme des cellules, malgré une conductivité

élevée (de 'ordre du S/m), ne peut se stabiliser avant le changement de sens du courant. La
cellule devient donc moins polarisable que le milieu qui 'entoure, et connait une deuxiéme fré-
quence de coupure fpzo-
Les cellules ont été soumises a un champ haute fréquence sur un équipement particulier, per-
mettant ’application de champs radio-fréquences (en collaboration avec le laboratoire DACLE,
du CEA-LETI). Cette fréquence de coupure a été simplement observée sur les cellules HEK,
a la fréquence ot les cellules ne sont ni attirées ni repoussées par 1’électrode. A oy, = 2.1072
S/m, cette fréquence se trouve & 3,7.10% Hz, comme le montre la figure 3.8(b). La vitesse de
déplacement des cellules est plus lente que pour les fréquences testées auparavant. Il faut at-
tendre plusieurs minutes avant de pouvoir observer le déplacement des cellules par rapport a
leur position initiale. A f = 3.10% Hz, les cellules sont attirées par 1’électrode (diélectrophorése
positive), et elles sont repoussées & partir de f = 410° H z(diélectrophorése négative).

3.1.6 Explication du comportement des cellules par un modéme de compé-
tition de forces

A partir du modéle de Castellanos et al.,qui décrit la compétition de forces entre la diélectro-
phorése et les forces électro-hydrodynamiques pour la modélisation du mouvement de particules
colloidales [10], un nouveau modéle a été établi pour les cellules.

Pour cela, différentes hypothéses de départ sont posées :

— Le champ électrique s’établit de fagcon semi-circulaire entre I'électrode active et les élec-
trodes a la masse. La longueur des électrodes étant considérablement plus grande que
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leur largeur (et l'espace inter-électrodes), cette dimension peut étre négligée pour ne
considérer qu’une représentation en deux dimensions (en coupe).

— Lorsque les cellules sont en suspension, elles adoptent une forme globale ronde (comme
le montrent les figures précédentes), malgré les formes variées qu’elles adoptent en étant
adhérées sur un support. Le modéle est donc valide pour des cellules de forme sphérique,
mais pour des objets de géométrie différente, comme des bactéries, il doit étre adapté,
selon des principes abordés par Gagnon et al. [28].

Pour permettre ’approximation des dipoéles,
I'ordre de grandeur du gradient doit étre
plus grand que celui des cellules, ie 'espace
entre les électrodes doit étre plus grand que }

la taille des cellules. Pourtant, dans la plu- ‘\\E]cc(rodm o
N R FIGURE 3.9 — Schéma en coupe des conditions
part des cas, cette hypothése ne peut étre

L . ) N du modéle, r étant la distance entre la cellule
validée, puisque lintervalle est du méme | a0 ot 1o centre du systeme [10].
ordre de grandeur que la taille de la cellule;
par exemple, I'espace inter-électrodes peut étre de 10 ou 20 um, et les cellules ont un
diameétre entre 15 et 30 um. Il faudrait donc utiliser un modéle a multipoles pour prendre
en compte la polarisation réelle de la cellule, modéle décrit par Jones et al. Cependant,
ce modéle n’a pas d’influence sur la fréquence de coupure ni sur le comportement global
observé [54]. Il n’est donc pas nécessaire de complexifier le modéle, puisque les paramétres
d’intérét ici n’en seront pas modifiés.

v
——cos(wrf)
5

+v 0s(r)
—cos|
2

'

On ne tiendra compte ici que du modéle coeur-coquille présenté dans le chapitre 1 (paragraphe
1.2.4). La cellule est représentée comme une particule de conductivité oey, et de permittivité
Ecyto, €ntourée d’'une membrane de permittivité ;e et de capacité électrique Cyep, . Finalement,

la vitesse de déplacement d’une cellule soumise a la diélectrophorése peut s’exprimer comme suit
[57] :

2
Ema
UDEP = 77;—3Re[C'MF(w)] (cV)?t (3.1)
6m*nd
a : diamétre de la cellule V : différence de potentiel créte-a-créte
c= Q/\/T+Q2 t : durée de I'expérience

ol
2 * . *
_ _ 1 + _ _
RG[CMF(W)] = Re w (72-m7-1 7-m7—3) Z'lU(7—1n T1 Tm) ] (32>
2 —w2(7,13 = 2T1T) + 1w (T + 271 + Tin)
Cimem : capacité de la membrane plasmique, T3 — ECyt"/ Oeyto
— 805mem/6 Ty = aCmem/Ucyto

™ — 87n/0"m T;’L — aCmem/Um

Il faut également prendre en compte le déplacement de milieu dii aux forces électro-hydrodynamiques.
En effet, I’électro-osmose et les effets électrothermiques influent sur le milieu, et donc sur le dé-
placement de la particule. Ces forces hydrodynamiques s’ajoutent ou s’opposent avec la force de
diélectrophorése, perturbant le déplacement des cellules.
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FIGURE 3.10 — Réponse théorique de cellules HEK & I'application d’un champ électrique non
uniforme pour oy, = 5.107* S/m et Vpp = 3 V. (a) Vitesse de déplacement de la cellule di &
la diélectrophorése (en vert) ou aux forces électro-hydrodynamiques (en rouge) (b) Partie réelle
du facteur de Clausius-Mossotti.

Dans le modéle, la vitesse de déplacement globale du milieu correspond a la somme des dépla-
cements induits par 1’électro-osmose (équation 3.4) et I’électrothermie (équation 3.6).

UEHD = WACEO + UETE (3.3)
2 2
EmV Q
uaceo = 0.1A t 3.4
o (1+Q2)2 (34)
WERTT c e o
Q:AQO’m D,TUhBTEA:ﬁ,CD:E,/\D:1{Da (35)
EmOm 4
uptEg = ——= (w) (cV )" ¢ 3.6
Samr(nr)? (w) (V) (3.6)
Q) : fréequence non dimensionnelle Cs : capacité de la couche de Stern, Cs ~ 0.007F.m™*
t : temps d’observation Cp : capacité de la couche diffuse

Le comportement du fluide soumis & 1’électro-osmose peut étre prédit en introduisant une
fréquence non dimensionnelle 2. 11 dépend également du facteur A, qui décroit lorsque la conduc-
tivité augmente (la capacité de la couche diffuse Cp augmentant). Les effets électrothermiques
sont quant & eux dépendants du facteur II, (comme expliqué dans le paragraphe 1.2.1).

Le comportement théorique de cellules HEK, en fonction de la fréquence est présenté sur la
figure 3.10(a). La vitesse de la cellule soumise & la diélectrophorése (figure 3.10, en vert) s’ef-
fondre 4 deux endroits, correspondant aux fréquences de coupure fro et frzo que 'on retrouve
sur la figure 3.10(b).

Globalement, les forces électro-hydrodynamiques (en rouge) sont toujours plus faibles que la
diélectrophorése (en vert), mais on peut tout de méme identifier trois zones d’intérét. Aux alen-
tours de 5.10% Hz, les forces électro-hydrodynamiques surpassent la diélectrophorése. La force
prédominante est 1'électro-osmose qui induit des rouleaux de convection qui attirent la cellule
au bord de I’électrode. Dans cette étude, les fréquences inférieures & 103 Hz ne sont jamais
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appliquées pour ne pas endommager les cellules. A 103 Hz, les vélocités induites par la diélec-
trophorése et les forces électro-hydrodynamiques sont trés proches (6, 5.1073 et 5,2.1072 m.sec™!,
respectivement), ce qui montre une compétition de forces a ces fréquences. L’électro-osmose est
toujours la force dominante des forces électro-hydrodynamiques, méme si ’électrothermie s’in-
tensifie avec la différence de potentiel.

Le second point d’intérét se trouve au niveau de la premiére fréquence de coupure [, ou la
vélocité induite par la diélectrophorése diminue de 3 ordres de grandeurs (passant de 1073 &
107 m.sec™1). Les forces électro-hydrodynamiques deviennent & nouveau prédominantes devant
la diélectrophorése. L’électro-osmose est trés faible aprés 103 Hz a ces conductivités-ci (para-
graphe 1.2.1, figure 1.11(Db)).

Finalement, le dernier point & soulever se trouve & 10° Hz, avec une chute de la vélocité. Aprés
10° Hz déja, la vélocité induite par les forces électro-hydrodynamiques est 10000 fois plus faible
que celle induite par la diélectrophorése. Ce pic n’a donc pas d’effet direct sur le mouvement des
cellules, mais il correspond au moment ol les rouleaux de convection induits par les effets élec-
trothermiques changent de sens (changement de signe du facteur II). Les rouleaux de convection
formés par les effets électrothermiques qui étaient attractifs lorsque I < 0 (c’est-a-dire que le
fluide se déplace de 'extérieur des électrodes vers le centre) deviennent répulsifs. On peut voir
leffet de ces rouleaux attractifs ou répulsifs lorsque des particules de polystyréne de 1 um par
exemple sont en suspension [47].

La réponse des cellules & un champ électrique non uniforme résulte d’'une compétition de
forces entre la diélectrophorése et les forces électro-hydrodynamiques (ACEO, ETE). Elle
dépend donc trés fortement des paramétres influencant ces forces, a savoir la fréquence
et la différence de potentiel du champ appliqué, mais aussi la conductivité du milieu.

A basse fréquence, 1’électro-osmose est la force prédominante, entrainant la cellule
dans des rouleaux de convection qui tendent & attirer vers le centre de 1'électrode. A
différence de potentiel élevée (V. = 8 V), les effets électrothermiques s’ajoutent de
maniére significative & 1’électro-osmose et contribuent & la destruction des cellules.

Autour de la premiére fréquence de coupure f,9, la cellule présente une rotation
pour des conductivités supérieures a4 107 S/m. La vitesse de rotation dépend de la
fréquence et de la différence de potentiel, laissant supposer une compétition entre la
diélectrophorese et les effets électrothermiques.

Pour toutes les autres fréquences (2.10% et 2.107 Hz), la cellule est en diélectro-
phorése négative, (ie repoussée des forts gradients de champ), quand Re[FCM(w)| < 0, et
en diélectrophorése positive (attirée) quand Re[FCM(w)] > 0. La vitesse de déplacement
de la cellule dépend de la différence de potentiel et de la conductivité du milieu, avec une
vitesse plus élevée & basse conductivité (2.10™* S/m). Les forces électro-hydrodynamiques
ne sont pas prédominantes, et ne perturbent pas le comportement des cellules, dans la
gamme de différences de potentiel étudiée.
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FiGURE 3.11 — Tableau récapitulatif des réponses cellulaires sur la gamme de fré-
quences étudiée. Photographies et schémas des comportements observés en fonction de la
fréquence, de la magnitude et de la conductivité du milieu.
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3.2. Méthode de détermination expérimentale du facteur de Clausius-Mossotti

Un modéle a été établi pour calculer et comparer la vélocité de cellules HEK induite par
la diélectrophorése et par les forces électro-hydrodynamiques. La diélectrophorése est la
force majoritaire dans tous les cas sauf dans deux gammes de fréquences ou les forces
électro-hydrodynamiques surpassent la diélectrophorése :

— Autour de 10 Hz : dans cette gamme de fréquences, I’électro-osmose est prédomi-
nante, formant des rouleaux de convection au-dessus de I’électrode. Les expériences
confirment le modéle prédit.

— Autour de f,q :les forces électrothermiques dominent. Des rouleaux de convection
locaux sont formés, confirmant ’hypothése émise dans le paragraphe 3.1.3 selon
laquelle la rotation des cellules est diie a& une compétition entre la diélectrophorése
et les effets électrothermiques.

La figure 3.11 reprend les différents comportements observés ainsi que les forces en jeu
pour chaque condition.

3.2 Meéthode de détermination expérimentale du facteur de Clausius-
Mossotti

Deux nouvelles techniques ont été développées & partir de I’analyse du comportement des
cellules pour caractériser leurs propriétés diélectriques.
La premiére méthode est basée sur la mesure de la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti
en exploitant la diélectrophorése sur l'intégralité de la gamme de fréquences du champ appliqué
disponible (103 -5.10° Hz).
La mesure de la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti est basée sur 1’équilibre des
forces hydrodynamiques (paragraphe 1.3.1). Dans cette thése, une nouvelle méthode a été éla-
borée, pour mesurer Re[ FCM (w)] sur des cellules, lorsque celles-ci se trouvent dans un régime
de diélectrophorése pure (sans interférence avec des forces hydrodynamiques). La valeur de
Re[FCM (w)] est alors reliée a la vitesse de déplacement de la cellule, selon I’équation 3.7.La
norme du champ électrique est modélisée sous Comsol 4.0a, et la valeur est injectée dans I’équa-
tion 3.7.

31
Re[FCM (w)] = a.Upgrt o0t Upgrt = ———— 3.7
|: ( )] par par CL2€mV|E|2 ( )
7 : viscosité du milieu de suspension €m : permittivité du milieu
a : diamétre de la cellule V|E| : norme du champ électrique

Pour atteindre ce régime particulier, la différence de potentiel appliqué ne dépasse pas 3 V,,
et la conductivité du milieu est faible pour limiter les effets électrothermiques. Les cellules sont
suspendues dans du milieu saccharose-glucose (o, = 2.107 - 5.107* S/m). La fréquence de cou-
pure est déterminée approximativement, puis les fréquences sont appliquées depuis les fréquences
extrémes vers la fréquence de coupure, alternativement entre nDEP et pDEP : de 10% Hz & 5.10°
Hz, le plus souvent (figure 3.12(a). Ainsi, le déplacement des cellules est enregistré a chaque
changement de fréquence, lorsque les cellules sont soumises uniquement a la diélectrophorése.

Le traitement vidéo est réalisé avec ImageJ, grace au module Mosaic dédié a la détection et au suivi
de particules. Avec 'objectif utilisé sur le microscope, les cellules apparaissent trop grandes pour étre

détectées a part entiere par ImageJ. Mais il est possible de venir détecter une partie de la cellule (souvent
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(a) Balayage en fréquence de 10% 4 5.10° Hz
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f>fx0

f < fxO
(b) Mesure de la vitesse de déplacement

Extraction des Calcul de la vitesse de
coordonnées deplacement

FIGURE 3.12 — Protocole de mesure de Re[FCM(w)] pour des cellules. (a) Schémas
et photographies de cellules HEK assujetties a différentes fréquences pour la mesure du fac-
teur de Clausius-Mossotti. (b) Mesure de la vitesse de déplacement via ImagelJ. (c) Calcul de
Re[FCM(w)].

Suivi du déplacement

au niveau de la membrane), partie qui est suivie tout au long de la vidéo (figure 3.12(b)). Les coordon-
nées de déplacement sont récupérées, et la vitesse de déplacement est mesurée en fonction de la distance
parcourue sur le nombre d’images étudiées. Selon la fréquence d’enregistrement du film, la vitesse est au
final ramenée en pm/sec (dans 'exemple donné ici, Ueey = 4,58 pm/sec).

Le facteur de Clausius-Mossotti est mesuré ainsi pour chaque fréquence d’intérét, pour une méme
cellule, et 'opération est répétée sur 5 ou 10 cellules d’'une méme lignée pour obtenir une valeur
moyenne (figure 3.13). La répartition des fréquences de coupure est tracée sur la figure 3.13(c).
On obtient la valeur moyenne, mais également 1'écart-type (SD, pour standard deviation). Les
cellules présentent une réponse diélectrophorétique classique, négative a basse fréquence et posi-
tive a haute fréquence. La réponse des cellules, et principalement la fréquence de coupure, étant
trés sensible & la conductivité du milieu, cette derniére est maintenue faible et constante pour
toutes les mesures (o, = 5.10™% S/m). Le milieu est composé de saccharose-glucose (8,5 - 0,3
%, p/v) dans I'eau déionisée (0equps ® 2.107* S/m). La conductivité est ajustée en ajoutant du
milieu de culture RPMI (orparr = 1,38 S/m) et mesurée précautionneusement avec un conduc-
timeétre.
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FIGURE 3.13 — Facteur Clausius-Mossotti de cellules HEK. (a) Mesuré pour une seule
cellule, de 10 & 2.10° Hz. (b) Dispersion des facteurs de Clausius-Mossotti pour 10 cellules
HEK (en gris clair) et moyenne (en noir, en gras), & oy = 5.107% S/m. (c) Répartition des
fréquences de coupure, calcul de la moyenne et de la déviation standard.

En se basant sur la totalité de la gamme de fréquences, la partie réelle du facteur de
Clausius-Mossotti des cellules a été mesurée, en exploitant la diélectrophorése et plus
particuliérement pendant des phases de diélectrophorése pure, sans interférence avec les
forces hydrodynamiques. La mesure est faite pour chaque cellule et permet d’obtenir un
facteur de Clausius-Mossotti moyen pour une population donnée, dans des conditions
établies de conductivité du milieu.

Aprés attraction ou répulsion des cellules pour chaque fréquence d’intérét, le facteur de
Clausius-Mossotti pour chaque fréquence est calculé i partir de la vitesse de déplacement
des cellules (mesurée par traitement vidéo) et reporté sur une courbe. La fréquence de

coupure correspond a la fréquence ot Re[FCM ] =0.

3.3 Meéthode de détermination de la fréquence de coupure

3.3.1 Deéveloppement d’une nouvelle méthode pour déterminer la fréquence
de coupure

La seconde méthode développée est basée sur la rotation des cellules observée autour de la

fréquence de coupure. Les mesures se concentrent donc autour de la fréquence de coupure. De
plus, cette méthode fait intervenir un équilibre entre la diélectrophorése et les forces électro-
hydrodynamiques.
Briévement, la rotation des cellules est observée autour de la fréquence de coupure & o,, = 2.102
S/m, et la vitesse de rotation est mesurée par traitement vidéo (figure 3.14). Les paramétres
pour la détermination de la fréquence de coupure par rotation des cellules seront aussi décrits,
et ses performances évaluées.

3.3.2 Mesure de la vitesse de rotation par traitement vidéo

La rotation des cellules est enregistrée pour chaque différence de potentiel et conductivité.
Le champ de vision du microscope a l'objectif 20x permet d’acquérir la rotation de plusieurs
cellules en méme temps (une dizaine) & une résolution suffisante. Pour mesurer leur vitesse de
rotation, un traitement d’images automatisé a été développé sous Matlab (MathWorks).
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(a) Balayage en fréquence autour de f,,
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V=3 Vpp

(b) Mesure de la vitesse de rotation
Répétition pour toutes les images du film
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FIGURE 3.14 — Détermination de la fréquence de coupure par la rotation des cellules.
La rotation des cellules est enregistrée autour de la fréquence de coupure (a), la vitesse de
rotation est ensuite mesurée par traitement vidéo (b), la fréquence de coupure correspondant a
la fréquence ou la vitesse de rotation est la plus élevée (c).

Le déroulement du traitement de la vidéo se fait par étapes successives :

— Calcul des vecteurs de déplacement de chaque pixel par rapport a I'image précédente
— Détection des cellules en rotation et segmentation de chaque cellule
— Traitement des vecteurs de déplacement pour chaque cellule détectée

A la fin de cette boucle, la vitesse de rotation pour chaque cellule a été calculée entre deux
images. Ces étapes sont donc répétées pour toute la vidéo, pour au final calculer la vitesse
moyenne de rotation des cellules pour chaque condition expérimentée.

> Tracé des vecteurs de déplacement

La premiére tache du programme est de détecter le déplacement des cellules en rotation, en
effectuant un suivi du déplacement des organites de la cellule. Pour cela, la vidéo est convertie
en niveaux de gris et la totalité du champ de vision du film est analysée image par image. Le
déplacement des motifs est calculé & partir des différences locales entre deux images successives.
Les vecteurs de déplacements sont affichés par-dessus l'image de départ, comme sur 'image
3.15(a).
Un filtre peut étre appliqué pour augmenter le ratio signal-sur-bruit, si celui-ci est en-dessous
d’'un seuil donné. D’autres filtres permettent d’éliminer les valeurs aberrantes. Ce module s’ap-
puie sur des algorithmes de détection et de suivi de particules existants (MatPIV).
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3.3.

Méthode de détermination de la fréquence de coupure

(@)

FIGURE 3.15 — Traitement d’image sur les cellules en rotation. (a) Calcul et affichage
des vecteurs de déplacement en bleu, 'intensité est proportionnelle a la longueur des fléches (en

bleu). (b) Détection des bords des cellules et conversion de I'image.

Plus localement, sur une zone de quelques pixels de c6té, chaque vecteur significativement dif-
férent de ces voisins est également exclu (différence ajustable également).

> Détection des bords des cellules
Apreés avoir enregistré la trajectoire des vecteurs de déplacement, le programme segmente les

cellules en rotation. Un algorithme dédié permet la détection du contour des cellules en localisant

des

transitions d’'intensité dans Iimage. Selon la méthode Sobel, utilisée ici

7

le gradient d’intensité est mesuré selon un masque ver-
tical et un masque horizontal, pour finalement donner

une image ol seules les valeurs dépassant un seuil d’in-
tensité sont affichées. La combinaison des images ver-
ticale et horizontale permet la reconstitution des bords
de I'image originale.

L’image est ensuite affichée en bleu pour les cellules sur

o

Unité arbitraire
.

un fond blanc, comme le montre la figure 3.15(b). 2t L5
. . 0 S
> Calcul de la vitesse de rotation 48 50 52 54 56 58 60
Lorsque les cellules sont correctement délimitées, le Fréquence (.10° Hz)

centroide de chaque cellule est calculé et suivi tempo-

rellement. La vitesse de rotation moyenne est mesurée,
pour chaque centroide détecté, sur I'ensemble du film.

FIGURE 3.16 — Exemple de la représen-
tation graphique de la rotation des cellules
aprés traitement vidéo.

Plusieurs paramétres peuvent étre ajustés pour éviter
I'obtention de valeurs aberrantes.
La taille maximale de la zone a délimiter ne peut étre
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FIGURE 3.17 - Evaluation de la rotation des cellules HEK. En fonction (a) de la fréquence
(V =3 Vpp, o =2.1072 S/m) , (b) de la différence de potentiel (f =80 kHz, o, = 2.1072 S/m)
et (c) de la conductivité du milieu (fz0, V = 3 V},). Les nombres en gris indiquent le nombre
de cellules testées par point.

supérieure ou inférieure & un nombre de pixels définissant la taille moyenne des cellules (par la
mesure d’une cellule représentatrice de I’échantillon testé). Généralement, la zone délimitée ne
peut excéder/étre inférieure & 10 % de la valeur entrée.

Si le déplacement d’un centroide d’une image a la suivante est trop important, le programme
considére alors que ce sont deux centroides différents qui sont détectés. Les meilleurs résultats
ont été obtenus avec un déplacement maximal autorisé entre deux images correspondant a 60 %
de la taille des cellules (méme valeur que celle utilisée dans le paragraphe précédent).

Apres toutes ces opérations, il est possible de visualiser graphiquement la vitesse de rotation
en fonction de la condition (fréquence, différence de potentiel, conductivité). Le graphique re-
présente la valeur pour une ou plusieurs cellules, avec la valeur médiane en rouge. Les valeurs
aberrantes sont exclues du calcul de la valeur médiane, mais apparaissent sous forme de croix
rouge (figure 3.16).

3.3.3 Caractérisation de la méthode

Cette méthode pouvant étre réalisée dans une plus grande gamme de conductivités et de
différences de potentiel, la rotation des cellules a été évaluée dans différentes conditions afin
de déterminer les vitesses limites dans lesquelles la méthode peut étre appliquée, ainsi que les
conditions optimales.

Tout d’abord, la vitesse de rotation des cellules est influencée par la différence de potentiel
appliquée. Ici, I'espace inter-électrodes est conservé tout au long de l'expérience (10 pm). La
rotation des cellules s’accélére avec une différence de potentiel croissante jusqu’a atteindre une
différence de potentiel optimale (4 V},,) qui ne détériore pas I'intégrité de la membrane. On ob-
serve une vitesse de rotation de 7 rpm a Vp, =2 V jusqu’a 12 rpm a Vp, =4 V (figure 3.17(b)).
Ensuite, la conductivité du milieu ayant une influence sur les effets électrothermiques, le gra-
phique 3.17(c) montre que la vitesse de rotation est dépendante de la conductivité. A o, = 5.107%
S/m, les cellules tournent a moins de 5 rpm, alors que la vitesse de rotation dépasse toujours
10 rpm pour les trois autres conductivités testées.
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3.3. Méthode de détermination de la fréquence de coupure

Cependant, pour des milieux de suspension de conductivité de l'ordre des milieux de culture
(om ~ 1 S/m), les cellules ne présentent qu’une réponse en diélectrophorése négative et pas de
fréquence de coupure (paragraphe 1.2.4). La méthode ne peut donc étre appliquée que dans une
gamme de conductivités comprise entre 5.107% et 1071 S/m.

La rotation des cellules étant induite par les effets électrothermiques et la diélectrophoreése, la
vitesse de rotation est dépendante de la fréquence appliquée. On retrouve la courbe en cloche
observée dans la figure 3.5(c), avec un pic de la rotation & f = 75 kHz (vitesse de rotation de
15,4 rpm).

La valeur théorique de la fréquence de coupure a été calculée a partir d’un modéle coeur-coquille,
pour confronter la valeur trouvée expérimentalement par la méthode de rotation. La cellule théo-
rique a été modélisée avec un diamétre de 11 um et une capacité membranaire de 11,1 mF /m?
(voir Annexe D). La fréquence de coupure modélisée est a 73.103 Hz, tout a fait concordante
avec la valeur expérimentale (75.10% Hz).

Au cours de Pexpérience, la discrétisation en fréquence est fixée a 5.10% Hz, et la fréquence ot
la vitesse de rotation est la plus élevée (75.103 Hz) correspond & la fréquence qui se rapproche
le plus de la valeur théorique (73.10° Hz).

Une nouvelle méthode pour caractériser la rotation des cellules a été mise en place &
partir des connaissances sur le comportement des cellules, détaillé au paragraphe 3.1.
Afin de permettre I'analyse d’'un nombre de cellules statistiquement important, un
programme de traitement vidéo a été élaboré. Aprés isolation des cellules en rotation,
la vitesse de rotation de chacune est mesurée et la vitesse moyenne des cellules de
I’échantillon est obtenue pour chaque condition.

La rotation des cellules a été mesurée en fonction de la fréquence, de la conductivité
et de la différence de potentiel. Chacun de ces paramétres a une influence sur la
présence/absence de la rotation, mais aussi sur la vitesse. Il existe une différence de
potentiel optimale ot les cellules tournent le plus rapidement sans dommage sur la
membrane plasmique, mais aussi une gamme de conductivité (1073 - 107t S/m) ou la
rotation est observable.
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Chapitre 3. Electrocinétique de cellules humaines

3.4 Conclusion

Au cours de ce chapitre, le comportement des cellules dans différentes conditions de fré-
quences, différences de potentiel et conductivités a été étudié. La réponse des cellules a été
observée et expliquée dans chaque condition testée. Un modéle théorique a été construit afin
d’étayer les hypothéses émises quant aux forces impliquées dans les comportement observés.

Ensuite, deux méthodes ont été mises au point et caractérisées pour mesurer les propriétés
diélectriques des cellules & partir de comportements différents. La premiére est basée sur un
régime de diélectrophorése pure, et permet de mesurer la signature électrique des cellules sur
une gamme de fréquences allant de 10% a 5.10° Hz. La mesure expérimentale du facteur de
Clausius-Mossotti des cellules est reliée a leur vitesse de déplacement lorsque la fréquence d’in-
térét est appliquée. En mesurant cette vitesse de déplacement, la partie réelle du facteur de
Clausius-Mossotti est calculée selon une équation faisant intervenir la taille de la cellule et le
champ électrique appliqué, notamment.

La deuxiéme méthode utilise la rotation observée autour de la fréquence de coupure dans cer-
taines conditions de conductivité du milieu. Elle permet de mesurer la fréquence de coupure sur
un nombre plus important de cellules que la mesure compléte du facteur de Clausius-Mossotti
dans un temps plus court, mais n’apporte des informations qu’a propos des fréquences proches
de la fréquence de coupure. Un programme de suivi de particules a été développé afin d’opti-
miser le traitement vidéo et de permettre 'extraction des données expérimentales de maniére
informatique. La méthode a été caractérisée dans différentes conditions de différence de potentiel
et de conductivité pour trouver les parameétres optimaux.

Mesure de la fréquence

Mesure du FCM de coupure

Diélectrophorése et

Forces en jeu Diélectrophorése pure effets électrothermiques
' Totalité de la gamme Autour de la fréquence
Spectre d'analyse de fréquences de coupure
ng?;:,;’;',g;es 2-5.10* S/m 1034 10" S/m
Rendement .
(expérimental) ~ 30 a 50 cellules / heure ~ 100-200 cellules / heure
R(Zﬂ%e;gg)nt ~ 5 cellules / heure ~ 30 a 50 cellules / heure

FI1GURE 3.18 — Tableau comparatif des méthodes de caractérisation des cellules présentées ici :
mesure du facteur de Clausius-Mossotti et mesure de la fréquence de coupure.
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3.4. Conclusion

Un tableau comparatif regroupant les avantages et inconvénients des deux méthodes est pré-
senté dans la figure 3.18. Les deux méthodes n’apportent pas les mémes informations. La mesure
du facteur de Clausius-Mossotti permet d’obtenir une vue d’ensemble de la réponse des cellules
sur une large gamme de fréquences. Elle est ainsi utile pour comparer différentes lignées, comme
présenté dans le chapitre suivant (paragraphe 4.2). La seconde, la mesure de la fréquence de
coupure, a un rendement plus grand, tant au niveau de la mesure expérimentale que du traite-
ment vidéo. Mais elle permet d’obtenir des informations uniquement autour de la fréquence de
coupure. Dans le chapitre suivant, elle est utilisée pour observer les variations de la fréquence
de coupure en fonction de traitements chimique ou biologique (paragraphe 4.3).

Ces deux méthodes sont complémentaires de par les informations qu’elles apportent et sont
exploitées pour des applications différentes dans le chapitre suivant.
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CHAPITRE 4

Signature diélectrophorétique de
cellules humaines et étude de 'influence
de modifications membranaires
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Apreés avoir étudié le comportement des cellules lorsqu’elles sont soumises aux forces élec-

trocinétiques, la réponse de différents types de cellules est mesurée. Les méthodes présentées au
chapitre précédent sont appliquées pour comparer des types cellulaires entre eux ou pour tenter
de comprendre quels paramétres membranaires sont impliqués dans les propriétés diélectriques.
La premiére section de ce chapitre est consacrée a la mesure expérimentale de la capacité élec-
trique de la membrane. A partir de ce paramétre, il est possible de modéliser le facteur de
Clausius-Mossotti pour n’importe quelle condition de conductivité de milieu.
Ensuite, la mesure du facteur de Clausius-Mossotti a été réalisée pour étudier la signature élec-
trique de différentes lignées, pour éprouver la spécificité et la sensibilité de la méthode. La
méthode de détermination de la fréquence de coupure étant plus pertinente pour la mesure
statistique sur un plus grand nombre de cellules de par son rendement, elle a été utilisée pour
comprendre ’origine moléculaire de la fréquence de coupure. Les membranes des cellules ont été
modifiées chimiquement et biologiquement et I'impact sur la fréquence de coupure a été mesuré.
Les résultats sont présentés dans la derniére section de ce chapitre.

4.1 Présentation des types cellulaires étudiés

Différents types cellulaires sont étudiés tout au long de ce chapitre et sont décrits dans cette
partie. Le choix a été fait d’utiliser des lignées cellulaires, plutét que des cellules primaires, pour
travailler sur des cellules identiques dans le temps. Il est admis qu’en dessous du passage 20, les
cellules sont considérées comme & "faible passage" et il n’y a pas de dérive génétique significative
par rapport a la lignée de départ.
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4.1. Présentation des types cellulaires étudiés
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FIGURE 4.1 — Représentation schématique de la provenance tissulaire des cellules. En
noir, les lignées non cancéreuses et en rouge, les lignées cancéreuses.

La figure 4.1 schématise la provenance de chacune de ces lignées, et représente la restriction
progressive du choix des cellules. Les lignées cellulaires sont commercialement disponibles et ont
été choisies selon leur origine tissulaire et leur état physiologique :

— lignées provenant d’organes différents : HEK, JURKAT, PC3 (groupe 1).
— lignées provenant du méme organe (prostate), et dont les cellules sont issues d’un organe
sain ou d’un cancer : RWPEL, PNT2, PC3, DU145, LnCap (groupe 2).

— lignées provenant du méme organe (prostate), & un stade de cancérisation différent :

RWPE1, WPE1-NA22, WPE1-NB11, WPE1-NB26 (groupe 3).

Les cellules HEK sont des cellules adhérentes, non cancéreuses. Elles représentent un modéle
mécanique, et sont réguliérement utilisées pour tester I'efficacité ou la reproductibilité de mé-
thodes et expériences. Les cellules JURKAT sont des lymphocytes T (sous-catégorie de globules
blancs), et sont des cellules circulantes, non cancéreuses. La derniére lignée de ce groupe est la
lignée PC3, cellules épithéliales de prostate issues d’un adénocarcinome de grade IV métastasé
dans l'os (adhérentes et cancéreuses). Ce premier groupe de cellules permet d’avoir des critéres
physiologiques et mécaniques radicalement différents : adhérentes / non adhérentes et cancé-
reuses / non cancéreuses (figure 4.2). Les cellules provenant de différents organes, une diversité
significative de leurs propriétés est attendue.

4 lignées ont été étudiées dans le second groupe, toutes issues de la prostate : deux lignées
non cancéreuses, RWPEL et PNT2, composées de cellules épithéliales et 3 lignées cancéreuses :
PC3 a nouveau, DU145 (cellules épithéliales cancéreuses, issues d’un carcinome métastasé dans
le cerveau), et LnCap (cellules épithéliales cancéreuses, issues d’un carcinome métastasé dans
un ganglion lymphatique). Dans ce deuxiéme groupe, les cellules sont toutes adhérentes, et res-
treintes & un seul organe, ce qui minimise les différences entre elles. Ce groupe se focalise plus
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Chapitre 4. Signature diélectrophorétique de cellules humaines et étude de
I’influence de modifications membranaires

Lignée Propriétés mécaniques Propriétés physiologiques
Adhérentes Circulantes Non cancéreuses Cancéreuses
o HEK x X ]
Q.
S JURKAT X X |
5 PC3 X X ]
o~ RWPE1 X X
® PNT2 X X
s LnCap X X
(% PC3 X X
DU145 X X
™ RWPE1 X X
S WPE1-NA22 X X
3  WPE1-NB11 X XX
O  WPE1-NB26 X XXX

F1GURE 4.2 — Lignées cellulaires utilisées. Les groupes 1, 2 et 3 sont présentés dans ce
tableau, ainsi que I’adhérence et ’état physiologique de chaque lignée. Le code couleur mime les
différences relatives entre les lignées & l'intérieur d’un groupe.

sur la différence de propriétés en fonction du statut physiologique (cancéreux / non cancéreux),
et permettra d’observer 'influence de la cancérogénése sur les propriétés diélectriques des cellules.

Dans le troisiéme groupe, les cellules étudiées sont encore des cellules de prostate, mais cette
fois, la lignée de départ a été modifiée pour induire la tumorigénése, et différentes lignées "filles"
a un stade de cancérisation différent en sont issues. La lignée RWPE1 exposée au N-méthyl-
N-nitrosourée (MNU, H3C' - N(NO) - CON H>) résulte en une famille de lignées tumorigénes,
sélectionnées avec une agressivité croissante [103]. Ces cellules miment 'aggravation d’un cancer,
ot les cellules accumulent des mutations génétiques permettant 1’échappement & la sénescence
et & 'apoptose cellulaires et autres mécanismes de défense naturels contre la tumorigénése. Ce
dernier groupe rassemble des cellules relativement similaires, comparées aux deux groupes pré-
cédents, mais pourtant différentes au niveau physiologique. Il permettra de tester la sensibilité
de la méthode & mesurer des changements fins dans les propriétés diélectriques.

La totalité des lignées et de leurs propriétés sont résumées dans la figure 4.2.

4.2 Signature diélectrophorétique de cellules humaines cancé-
reuses et non cancéreuses

Le facteur de Clausius-Mossotti des différentes lignées présentées au paragraphe 4.1 a été
mesuré expérimentalement. Les lignées ont été classées en trois groupes, avec des différences
inter-lignées décroissantes, et la mesure de leurs facteurs de Clausius-Mossotti a été faite a
plusieurs intervalles dans le temps, pour tester respectivement la sensibilité et la spécificité de
la méthode.
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4.2. Signature diélectrophorétique de cellules humaines cancéreuses et non
cancéreuses
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FIGURE 4.3 — Facteurs de Clausius-Mossotti de cellules du premier groupe. (a) Partie
réelle du facteur de Clausius-Mossotti. (b) Répartition des fréquences de coupure (*** : p <
0.001), 0,y = 5.107% S/m.

4.2.1 En fonction du type cellulaire

La technique présentée au paragraphe 3.2 est appliquée sur les lignées du groupe 1 : HEK,
JURKAT et PC3. Leur facteur de Clausius-Mossotti respectif est présenté dans la figure 4.3(a).
Les fréquences de coupure respectivement observées des lignées PC3, HEK et JURKAT sont 8,
36 et 48 .10% Hz. La taille des cellules ayant une forte influence sur la fréquence de coupure, il
est nécessaire de prendre ce paramétre en compte pour pouvoir comparer les lignées entre elles.
Entre la lignée PC3 et les lignées HEK et JURKAT, la taille des cellules est significativement
différente (p < 0.001, selon le test de Student), le diamétre moyen des PC3 est d’environ 18 um,
contre 13 pm pour les deux autres. Il est donc difficile d’attribuer la différence de la fréquence de
coupure a la seule différence de composition de la membrane des cellules, en excluant le facteur
taille. Cependant, pour HEK et JURKAT), la taille des cellules est similaire (p < 0.01) mais
la fréquence de coupure est significativement différente (p < 0.001). Dans ce cas, c’est bien la
physiologie de la cellule, et notamment celle de la membrane plasmique, qui est la cause de la
différence observée.

La largeur a mi-hauteur (FWHM, full width at half mazimum) est calculée & partir des graphes
de répartition de la fréquence de coupure (présentés au paragraphe 3.2), selon I’équation 4.1.
L’ensemble des graphiques de ce type correspondant aux autres lignées a été placé en annexe.
La valeur moyenne de la fréquence de coupure est exprimée avec une gamme correspondant a la
moitié de la largeur & mi-hauteur, arrondie en fonction du pas de I'expérience.

FWHDM =2./2.1n(2) + SD (4.1)

Les valeurs pour chaque lignée sont reprises dans le tableau 4.1.
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I’influence de modifications membranaires

Les membranes plasmiques de cellules circulantes (comme les JURKAT) n’ont pas la méme
composition que celles des cellules adhérentes (comme les HEK). La concentration en protéines
dans la membrane plasmique est une piste explorée concernant la valeur de la fréquence de
coupure. L’ancrage des cellules se fait par plusieurs mécanismes : des molécules d’adhésion et
des complexes de jonctions. Ces mécanismes permettent une interaction spécifique entre cellules
(pour assurer la cohésion du tissu), mais aussi entre la cellule et la matrice extracellulaire. Ces
complexes protéiques (cadhérines, intégrines, desmosomes et hémidesmosomes, etc) que 'on re-
trouve chez des lignées adhérentes ne sont pas retrouvés dans les lymphocytes T. Cette catégorie
de globules blancs a pour fonction de repérer et parfois détruire des cellules étrangéres ou ma-
lades. L’adhésion cellulaire, qu’elle soit spécifique ou non, se fait via des récepteurs exprimés a
la surface des lymphocytes T, dont les ligands peuvent étre des molécules d’adhésion [26]. En
modifiant la concentration en phospho-lipides (isolants), les protéines peuvent influer sur la po-
larisation de la cellule. La nature de ces protéines, et la charge qu’elles apportent & la membrane
plasmique, peut aussi contribuer & des propriétés diélectriques propres a chaque type cellulaire.
Une derniére hypothése, qui est encore peu soulevée dans la littérature, est I'implication des
radeaux lipidiques (plus communément appelés lipid rafts). Ces microdomaines de la membrane
plasmique se distinguent par leur grande concentration en cholestérol et en glycosphingolipides
et en sphingomyéline [23]. Cette composition particuliére les rend trés peu denses, comparés au
reste de la membrane plasmique. Leur role est en cours d’étude, mais ils sont impliqués dans la
signalisation cellulaire. Ils jouent par exemple un réle dans ’activation des lymphocytes T, via
une cascade de signalisation induite par le récepteur des cellules T (TCR, pour T cell receptor)
[56]. Méme s’ils sont présents dans tous les types cellulaires, leur distribution module la mor-
phologie et la mécanique de la membrane, contribuant ainsi & une modification des propriétés
diélectriques de la cellule.

Il est pour le moment impossible de savoir si une hypothése a plus d’influence sur les propriétés
diélectriques que les autres, ou si elles y contribuent toutes. Mais elles permettent d’expliquer
pourquoi des lignées différentes présentent une réponse propre a chacune a la diélectrophorése.

4.2.2 En fonction de I’état cancéreux d’un type cellulaire

Pour étudier des cellules plus proches physiologiquement, le choix a été fait de prendre
en compte uniquement des cellules de prostate. Les lignées étudiées sont celles du deuxiéme
groupe : RWPE1, PNT2, LnCap, PC3 et DU145. Pour rappel, la différence siége dans I’état de
l'organe : les lignées RWPE1L et PNT2 sont des lignées contréles, non cancéreuses et sensibles
aux androgénes, alors que les trois autres lignées sont des lignées cancéreuses et tumorigénes.

Lignée fz0(Hz) SD (Hz) FWHM (Hz) Moyenne (Hz)
PC3 8200 633 1491 8.10% £ 1.10°
HEK 36000 1886 4441 36.10% £ 2.10°

JURKAT 47600 2796 6585 48.10% £ 4.10°

TABLE 4.1 — Valeurs expérimentales moyennes des fréquences de coupure pour les lignées pro-
venant d’organes différents.
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Sur la figure 4.4, on observe encore une fois une démarcation nette entre les lignées contréles
(en orange et jaune) et les lignées cancéreuses (en rouges/rose) : leurs fréquences de coupure
respectives sont présentées dans le tableau 4.2.

Dans la majorité des cas, la taille des cellules est significativement différente entre les lignées
comparées. Pour s’affranchir du facteur taille, les valeurs de fréquence de coupure sont normali-
sées selon ’équation 4.2, r étant le rayon de la cellule. Les valeurs obtenues pour chaque lignée
sont représentées dans le graphe 4.5 (a droite).

foo T (4.2)

La taille ne semble pas étre le facteur discriminant : en comparant les fréquences de cou-
pure par rapport a la taille moyenne des cellules (tableau 4.2), les lignées ayant les fréquences
de coupure les plus basses n'ont pas (toujours) les tailles les plus grandes. La morphologie et
la composition de la membrane plasmique semblent étre de meilleures pistes quant & l'origine
des différences observées entre les lignées cancéreuses et non cancéreuses. Il est intéressant de
remarquer que les lignées PC3 et DU145, qui sont toutes deux insensibles aux androgénes ont
une fréquence de coupure assez similaire, comparée a LnCap, qui y est sensible.

Pour aller plus loin dans la comparaison de ces lignées, I'étude a été répétée dans le temps,
4 b0 semaines d’intervalle, afin de tester la robustesse de la technique et la répétabilité de ces
résultats. L’étude sur la lignée PNT2 fournie par le laboratoire Biomics a été stoppée dans leur
laboratoire, et la lignée DU145 a subi une contamination majeure par des mycoplasmes. Ces
deux lignées ont donc été retirées de I’étude, pour ne conserver que les lignées RWPE1 (non
cancéreuse), LnCap et PC3 (cancéreuses) pour I'évolution du facteur de Clausius-Mossotti au
cours du temps. Les cellules ont donc été décongelées, mises en culture et testées une premiére
fois puis 50 semaines plus tard selon le méme protocole.

Lignée LnCap PC3 DU145 RWPE1 PNT2
fro (Hz)  5.10°+3.10° 8.10°+1.10° 9.10°+1.10° 25.10°+2.10° 28.10% +2.10°
Taille (wm)  12,5+0,8 17,9+0,8 16,1 +1,2 14,9+1,0 18,1+ 1,0

TABLE 4.2 — Fréquences de coupure et tailles moyennes des lignées du second groupe, corres-
pondant au graphe 4.4.
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FIGURE 4.5 — Facteurs de Clausius-Mossotti des lignées du second groupe, 4 7, = 5.107%
S/m. Partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti (& gauche) et répartition des fréquences de
coupure (& droite), normalisées par la taille. Mesures (a) sur 10 cellules a tg et (b) sur 5 cellules
a tg + 50 semaines. *, %%, % * % : p < 0.1, 0.01 et 0.001.
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Elles n’ont pas été gardées en culture pendant 50 semaines, pour éviter une dérive du matériel
génétique. Les fréquences de coupure mesurées n’auraient pas pu étre comparées puisque les
cellules auraient été différentes lors des deux mesures. Comme le montre le graphe 4.5 (graphiques
de gauche), des courbes similaires sont obtenues a ty et ty+50 semaines. Les fréquences de
coupure respectives de LnCap, PC3 et RWPE1 sont reprises dans le tableau 4.3.

Dans un premier temps, suivons I’évolution d’une lignée dans le temps : RWPE1 et LnCap
ont une fréquence de coupure moyenne identique dans le temps (une fois normalisée par la taille).
Seule PC3 présente une variation significative (p < 0,001) entre les mesures a ¢y et a to + 50
semaines.

Le sérum de veau foetal ajouté au milieu de culture des cellules a une composition empirique,
variable selon les lots. De plus, le nombre de passages des cellules en culture n’est pas identique
au moment des mesures (méme s’il est toujours inférieur a 20 pour limiter la dérive génétique),
pour éprouver la robustesse de la mesure du facteur de Clausius-Mossotti & comparer des lignées.
Ces variations peuvent avoir une influence sur 'activité des cellules, et expliquer la différence
observée entre les deux mesures de la lignée PC3.

Si on s’intéresse maintenant a la différence inter-lignées, il est important de noter qu’une dif-
férence significative est observée entre toutes les lignées, lors de la mesure & tg ou a ty + 50
semaines (toujours en comparant la fréquence de coupure normalisée par la taille). Ce résultat
souléve plusieurs points intéressants :

— les lignées sont physiologiquement différentes, la taille n’est pas le point essentiel des
différences observées

— deux lignées pourraient étre différenciées et séparées sur un critére diélectrique

— la mesure du facteur de Clausius-Mossotti au cours du temps est une technique robuste,
qui permet d’évaluer les propriétés d’un type cellulaire au cours du temps. Si les cellules
sont les mémes (comme ici), la technique est suffisamment spécifique pour donner un
résultat identique.

Pour une meilleure compréhension, il est nécessaire de détailler la différence entre spécificité
et sensibilité. La spécificité d’une méthode est, par définition, sa capacité & donner un résul-
tat négatif lorsque I’hypothése n’est pas vérifiée. Dans notre cas, cela correspond a trouver une
fréquence de coupure identique pour deux cellules qui ne sont pas différentes. La sensibilité,
quant & elle, est I'opposé : donner un résultat positif quand ’hypothése est vérifiée. Ici, c’est

Lignée LnCap PC3 RWPE1

to ts0 to ts0 to t50
Jz0 5.103 5.103 8.10° 6.10° 25.103 25.103
(Hz) | +£2.10° +1.103 +1.103 +1.103 +1.103 +1.10°
Taille | 12,5 14,5 17,9 16,8 14,9 15,2
(um) +0,8 +0,7 +0,8 +1,3 +1,0 +2,2

TABLE 4.3 — Fréquences de coupure et tailles moyennes des lignées LnCap, PC3 et RWPEL a ¢,
et t9 + 50 semaines.
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donc de trouver des fréquences de coupure significativement différentes quand des lignées sont
effectivement différentes.

Avec 'expérience répétée dans le temps, on éprouve la spécificité de la méthode : le but recher-
ché est de trouver une fréquence de coupure similaire pour une méme lignée, lors de mesures
répétées. Ici, la méthode est donc robuste et permet de mesurer un facteur de Clausius-Mossotti
identique dans le temps pour des cellules identiques. La valeur prédictive négative (ie la pro-
babilité d’obtenir une fréquence de coupure identique pour une méme lignée) est ici de 83 %
(p<0,001).

De plus, les différences mesurées entre les lignées sont conservées : des cellules de lignées diffé-
rentes ont des fréquences de coupure différentes, comme observé au paragraphe précédent. Pour
confirmer que les différences observées sont statistiquement recevables, il est nécessaire de véri-
fier la sensibilité de cette méthode de mesure. La mesure de la sensibilité ne peut se faire que
sur des lignées suffisamment proches, pour tester la capacité de la méthode & les différencier.
Nous avons donc sélectionné un autre groupe de cellules pour réaliser ce test, détaillé dans le
paragraphe suivant.

4.2.3 En fonction de la progression cancéreuse

Pour obtenir des cellules plus similaires que celles du groupe 2, nous nous sommes orientés
vers des lignées générées chimiquement, en exposant la lignée RWPE1 & un agent cancérigéne
(le N-méthyl-N-nitrosourée, MNU). Différentes lignées filles existent, avec un taux graduel de
cancérisation. Ce sont ces lignées qui composent le troisiéme groupe de cellules étudiées ici. 1l
contient les lignées RWPEL (contréle, non cancéreuse), et WPE1-NA22, WPE1-NB11 et WPEI-
NB26, par ordre croissant d’agressivité (figure 4.6).

Pour ces mesures, les expériences ont été réalisées en aveugle. La mesure du facteur de
Clausius-Mossotti a été réalisée sur des lignées identifiées par des numéros, lignées qui ont été
cultivées par une personne différente au laboratoire Biomics. Ainsi, tout biais d’expérimentation
a été évité, et les mesures du facteur de Clausius-Mossotti n’ont pas été influencées. Chaque
lignée a une fréquence de coupure qui lui est propre, avec une différence significative entre
chaque lignée, pour les deux mesures (figure 4.7). Le point le plus intéressant & soulever est
I’évolution de la fréquence de coupure en fonction du degré de cancérisation de la cellule. Les
fréquences de coupure respectives des lignées sont présentées dans le tableau 4.4. 1l apparait que

la lignée NB26, qui est la plus cancéreuse, a la fréquence de coupure la plus basse.

Exposition au
N-méthyl-N-nitrosouree

RWPE-1 | =—=> | WPE1-NA22 | —> | WPE1-NB11 | —> | WPE1-NB26

=
Caractére invasif croissant

FI1GURE 4.6 — Cellules du troisiéme groupe. La lignée RWPEL1 est exposée au MNU pour ob-
tenir plusieurs lignées filles avec un niveau graduel de cancérisation. Ces lignées sont disponibles
commercialement.
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FI1GURE 4.7 — Facteurs de Clausius-Mossotti des lignées du troisiéme groupe., a4 o, =
5.107* S/m. Partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti (& gauche) et répartition des fréquences
de coupure (& droite), normalisées par la taille. Mesures sur 10 cellules (a) & tp et (b) & to + 70
semaines. *,*%,% * % : p < 0.1, 0.01 et 0.001.
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Lignée NB26 NB11 NA22 RWPE1

to t70 to t70 to t70 to t70
fz0 4.103 3.10% 6.10% 8.10% 12.102 | 13.10® | 25.10° | 25.10°
(Hz) | £1.10> | £1.10° | £1.10° | £2.10® | +£1.10® | +2.10° | +1.10® | +1.10°
Taille | 13,9 14,1 14,9 12,4 14,0 12,3 14,9 15,2
(m) +0,6 +1,1 +0,7 +1,1 +0,8 +1,3 +1,0 2,2

TABLE 4.4 — Fréquences de coupure et tailles moyennes des lignées NB26, NB11, NA22 et RWPEL1
a tog et to + 70 semaines.

Et surtout, les fréquences de coupure sont dans l'ordre inverse du degré de cancérisation :

plus la lignée est cancéreuse, plus la fréquence de coupure est basse. Ceci est une premiére dé-
monstration de ’évolution de la fréquence de coupure de cellules cancéreuses humaines dérivées
d’une méme lignée.
Ce résultat indique que la technique employée ici est suffisamment sensible pour détecter des
changements entre différentes lignées. La valeur prédictive positive (ie la probabilité que la fré-
quence de coupure soit différente pour des cellules différentes) atteint 95,3 % (p < 0,1). Les
résultats obtenus jusqu’ici sont consolidés, la mesure expérimentale de la partie réelle du facteur
de Clausius-Mossotti permet de distinguer des lignées différentes. Les fréquences de coupure
mesurées via cette technique sont statistiquement différentes entre des lignées différentes, méme
si elles proviennent du méme organe. De plus, des lignées de différents stades de cancérisation
peuvent étre discriminées, ce qui pourrait permettre le diagnostic et le suivi de I’évolution d’un
cancer via la mesure du facteur de Clausius-Mossotti de ces cellules. La taille n’étant pas un
facteur discriminant, il est possible d’indiquer des différences morphologiques et physiologiques
de la membrane cellulaire, suffisantes pour discriminer les lignées entre elles.

Les cellules cancéreuses sont sujettes & de nombreuses modifications de leur cytosquelette et
de la membrane plasmique, lors de la tumorigénése. Les phénotypes les plus agressifs acquiérent
la capacité de migrer a travers les tissus pour se développer dans un site a distance du lieu
d’origine du cancer (métastase), en diminuant par exemple I'expression des protéines d’adhésion
présentées plus haut [65]. La surexpression de certaines protéines (des récepteurs membranaires
par exemple), mais aussi la modification de la glycosylation et de la phosphorylation des pro-
téines de surface [65], contribuent & une polarisation électrique différente. La concentration et la
nature des lipides et acides gras (tels que le cholestérol) différent entre les cellules cancéreuses
et non cancéreuses |60]. Tous ces parameétres peuvent se cumuler pour influencer les propriétés
diélectriques d’une lignée. Ces différences permettent la détection et la caractérisation de cel-
lules tumorales par des méthodes comme la diélectrophorése, jusqu’a des niveaux trés fins de
différentiation (comme ’évolution cancéreuse).

75



4.3. Compréhension de l'origine de la fréquence de coupure

La mesure du facteur de Clausius-Mossotti des lignées du groupe 1 (HEK, JURKAT et
PC3) a montré que chaque lignée posséde une fréquence de coupure qui lui est propre.
La composition de la membrane plasmique, et notamment la présence de complexes pro-
téiques liés a I’adhérence des lignées HEK et PC3, ainsi que I’hétérogénéité de la membrane
diie aux radeaux lipidiques sont des pistes pour expliquer la différence observée entre les
lignées.

Les mesures sur le deuxiéme groupe de cellules ont apporté plusieurs résultats : les lignées
controles et cancéreuses ont toujours une fréquence de coupure bien distincte, méme si
toutes les lignées ont une fréquence de coupure significativement différente entre elles.
La méthode utilisée ici est suffisamment spécifique pour retrouver une fréquence de cou-
pure stable dans le temps sur des lignées identiques. Elle est également assez robuste pour
ne pas avoir a tenir compte d’un nombre de passages en culture rigoureusement identique.
Enfin, les facteurs de Clausius-Mossotti du dernier groupe ont été mesurés en aveugle,
afin de ne pas influencer le résultat observé. Les fréquences de coupure pour chaque lignée
correspondent parfaitement avec le degré de cancérisation de chacune, ol la fréquence de
coupure est de plus en plus faible au cours de la tumorigénése. Ces mesures ont également
permis de tester la sensibilité de la technique, c’est-a-dire son aptitude a déceler des fré-
quences de coupure différentes pour des lignées différentes (surtout ici, ou les différences
sont minimes).

Dans cette section, nous avons donc démontré que des cellules provenant de lignées dif-
férentes ont une fréquence de coupure différente, qui peut étre observée par la mesure du
facteur de Clausius-Mossotti. Cette méthode pourrait par exemple permettre le diagnos-
tic d’un cancer, en comparant la réponse des cellules provenant d’un patient par rapport
a un échantillon sain, ainsi que le suivi (et le pronostic) en mesurant I’évolution de la
fréquence de coupure au cours de biopsies.

4.3 Compréhension de l'origine de la fréquence de coupure

Les facteurs moléculaires influencant la premiére fréquence de coupure sont peu expliqués

dans la littérature [80]. La membrane plasmique est constituée de lipides et de protéines, qui
peuvent étre glycosylées ou non. Les phospholipides constituent ’élément de base de la mem-
brane, et forment une bicouche lipidique séparant le cytoplasme du milieu extracellulaire. Il
est difficile de modifier la composition en lipides de la membrane sans engager de dommages
léthaux. Les protéines représentent la moitié de la masse de la membrane, et ont différentes
fonctions, allant de la régulation des entrées de nutriments & la communication avec les cellules
environnantes.
Nourse et al ont démontré que la glycosylation des protéines membranaires a une influence sur
les propriétés diélectriques de la cellule [76]. En inhibant la N-glycosylation des protéines dans
Pappareil de Golgi par la swainsonine (qui empéche une enzyme d’intervenir dans la glycosylation
des protéines), la fréquence de coupure des cellules traitées est décalée vers une fréquence plus
basse. Outre la composition biochimique des membranes, il a été démontré que la morphologie
a une influence importante sur la fréquence de coupure [31, 82|. La rugosité de la membrane
est liée & la formation de replis et est inversement reliée a la fréquence de coupure. La capacité
électrique de la membrane diminue lorsque la rugosité est faible, augmentant la valeur de la
fréquence de coupure.
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FIGURE 4.8 — Transport transmembranaire. Schémas des différents sytémes de transport
a travers la membrane plasmique. Le transport passif suit le gradient de concentration des
molécules alors que le transport actif requiert de 1’énergie(apportée par I'hydrolyse de ’ATP)
pour transporter les solutés contre leur gradient de concentration.

Afin de comprendre quels sont les mécanismes influencant les propriétés diélectriques des cel-

lules (et donc leur réponse diélectrophorétique), la membrane des cellules a été modifiée par des
voies biologique ou chimique. L’impact sur la fréquence de coupure a été mesuré via la méthode
de rotation présentée au paragraphe 3.3, pour pouvoir étudier un nombre significatif de cellules.
Nous avons choisi de nous intéresser plus particuliérement aux échanges ioniques & travers la
membrane et & la concentration en protéines. Ces deux paramétres peuvent influencer les proprié-
tés électriques de la membrane, en faisant intervenir des porteurs de charges (échanges ioniques)
ou en modifiant 'aptitude de la membrane & emmagasiner ces charges (via les protéines). Dans
tous les cas, les charges surfaciques aux abords de la membrane (coté extérieur) peuvent entrai-
ner une modification des propriétés diélectriques de la cellule.
Au niveau des échanges ioniques, nous nous sommes concentrés sur les canaux ioniques. Le
transport de charges de part et d’autre de la membrane semble étre un bon candidat pour avoir
une action sur les propriétés diélectriques de la cellule. De plus, ce sont les transporteurs les plus
représentés dans les membranes plasmiques. Pour les protéines, nous avons ciblé des protéines
en grande quantité dans les membranes, notamment des protéines surexprimées dans des cellules
cancéreuses.

4.3.1 Influence des canaux ioniques

> Echanges ioniques a travers la membrane

La membrane plasmique des cellules est semi-perméable, et elle laisse entrer ou sortir sélecti-
vement les nutriments et déchets nécessaires au fonctionnement de la cellule (figure 4.8). Seuls
les gaz dissous, 1'eau, et les molécules de faible poids moléculaire (hydrophobes ou polaires non
chargées) peuvent franchir la membrane par diffusion. Toutes les molécules organiques chargées,
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FI1GURE 4.9 — Modification des échanges ioniques au niveau de la membrane plas-
mique. (a) Schémas des différentes molécules utilisées pour augmenter (ionophore) ou bloquer
les échanges via les canaux ioniques. (b) Concentrations intra- et extra-cellulaires des solutés
étudiés.

les macro-molécules polaires et les ions sont totalement arrétés par la bicouche phospholipidique.
Des transports facilités permettent I’entrée /sortie de ces molécules, et sont régulés par la cellule.
Les transporteurs les plus connus sont les canaux ioniques, spécifiques d’un soluté en général
(Na*, K*, Ca®", etc). Ces protéines transmembranaires peuvent étre ouvertes en permanence
(canaux de fuite) ou ouvertes sous 'action d’un stimuli physico-chimique (canaux excitables).
Dans tous les cas, lorsque le canal est en position ouverte, les ions transitent dans le sens du gra-
dient de concentration, c’est-a-dire du compartiment le plus concentré vers le moins concentré.
Aussi, des perméases facilitent le transport passif de molécules telles que le glucose ou ’adénosine
triphosphate (ATP). L’entrée de certaines molécules doit également se faire contre le gradient de
concentration. De ’énergie est nécessaire pour compenser cet échange thermodynamiquement
défavorable, énergie qui provient de I'’hydrolyse de I’ATP au niveau de pompes ATPasiques liées
a la membrane plasmique.

> Modification des échanges ioniques

Les échanges d’ions a travers les canaux ont été perturbés par voie chimique (figure 4.9(a)).
La valinomycine est un ionophore et fonctionne comme un transporteur passif, spécifique des
ions K*. Le flux d’ions K* a travers la membrane est augmenté, en suivant le sens du gradient
de concentration. L’expérience est réalisée dans du milieu de culture, ot la concentration en
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FIGURE 4.10 — Evolution temporelle de la fréquence de coupure de cellules HEK aprés
modification des échanges ioniques membranaires. Fréquences de coupure moyennes me-
surée & o, = 2.1072 S/m sur une moyenne de 36 cellules par point (min=12, max—74) aprés
traitement de cellules HEK & la valinomycine (0.1 pM), le vérapamil (70 pM) ou la quinine
(200 pM). Mesures réalisées a une conductivité de o, = 2.1072 S/m, t = 0 étant la fréquence
de coupure des cellules HEK non modifiées. Les graphes correspondant a la courbe de rotation en
fonction de la fréquence pour chaque expérience sont disponibles dans I’annexe F.1.

ions K* vaut 5 mM. La concentration intracellulaire en potassium étant d’environ 140 mM, la
valinomycine augmente la sortie d’ions K*.

L’effet inverse est obtenu avec des molécules appelées bloqueurs des canaux ioniques. Le vérapa-
mil est spécifique des canaux calciques, alors que la quinine est spécifique des canaux potassiques.
Ces molécules viennent se lier dans les canaux ioniques et empéchent le passage des ions. Au vu
des concentrations ioniques intra- et extra-cellulaires exposées dans le tableau 4.9(b), le vérapa-
mil empéche la sortie des ions K* et la quinine Pentrée des ions Ca®*.

> Reésultats

Aprés 1 h d’incubation avec 0,1 uM de valinomycine, la fréquence de coupure augmente, pas-
sant de 75.10% & 86.10% Hz et continue d’augmenter au cours du temps pour finalement atteindre
122.10% Hz aprés 8 h de contact avec les cellules. Ces résultats confirment la transition vers des
fréquences plus élevées de la fréquence de coupure lorsque la cellule est en apoptose [48, 101] ou
si la membrane a des "fuites" [82].
La valinomycine est également connue pour induire ’apoptose & la méme concentration qu’uti-
lisée ici, mais au bout de 16 h [51], sans détérioration significative de la membrane a 8 h. Les
effets observés ici ne semblent donc pas étre attribués a I’apoptose de la cellule. L’augmentation
de la fréquence de coupure aprés 1 et 2 h de traitement a la valinomycine peut étre causée par
les perturbations induites par la sortie d’ions potassium & travers les canaux de fuite.

Gascoyne et al ont démontré, en étudiant des globules rouges infectés par la malaria, que
lorsque la charge négative de la cellule diminue (ce qui est le cas lors de 'infection par Plas-
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modium falciparum), la fréquence de coupure augmente [30]. La charge nette de la cellule, au
départ fortement négative, va donc diminuer avec I'apport d’ions chargés positivement (sortie
d’ions K™). L’augmentation de la fréquence de coupure observée est concordante avec cette sup-
position, et tend & confirmer I’hypothése de départ.

La fréquence de coupure observée aprés traitement avec des bloqueurs des canaux ioniques
est sensiblement la méme qu’au départ, avec une variation de 6 %. La quinine est spécifique des
canaux de fuite dédiés aux ions KV et le vérapamil spécifique de canaux excitables pour les ions
calcium Ca?*.

Comme cette lignée ne posséde pas de canaux voltage-dépendants, la courbe des cellules traitées
au vérapamil est considérée comme un témoin négatif. Aprés 2 h de traitement & la quinine, la
valeur de la fréquence de coupure ne différe que de 5.10% Hz de la fréquence de coupure origi-
nale, et de 4.10%> Hz de la fréquence de coupure observée aprés 2 h de traitement au vérapamil.
Dans I'un ou 'autre des cas, l'effet sur les cellules HEK est négligeable. L’arrét du transport
d’ions n’induit pas un effet inverse a 'augmentation du passage des ions a travers les membranes.

Il semblerait donc que le passage d’ions a travers la membrane, ou plutét I'accumulation d’ions
d’un c6té ou de I'autre de la membrane, pourrait étre en partie responsable de la variation de la
fréquence de coupure qu’on peut observer entre différentes lignées. Le passage d’ions quant & lui
influerait plutot sur la conductivité de la membrane, comme pour les cellules excitables (neu-
rones, cellules cardiaques) [4]. Une étude plus approfondie permettrait de mesurer réellement
I'impact de la valinomycine sur les propriétés diélectriques des cellules.

4.3.2 Influence des protéines membranaires

La seconde hypothése étudiée ici est 'influence de la concentration en protéines dans la
membrane plasmique sur 'aptitude de la membrane a retenir les charges, et donc sur sa capa-
cité électrique Cpem. La membrane a donc été modifiée, par voie biologique, afin de diminuer
la concentration en protéines membranaires, plus particuliérement des protéines transmembra-
naires, et observer I'impact sur la fréquence de coupure.

> Choix des siARN

Pour cette étude, la concentration de certaines protéines a été réduite prés de zéro, grace a
une technique de biologie moléculaire appelée extinction de géne (détaillée dans 'annexe E).
Pour pouvoir observer I'impact sur la fréquence de coupure, les protéines visées doivent étre
présentes en quantité suffisante pour induire un changement significatif dans la composition
de la membrane plasmique. Les protéines membranaires sont diverses et présentes a différentes
concentrations suivant le type cellulaire. Certains événements au cours de la cellule tels que
I’apoptose ou la cancérogénése entrainent l'augmentation de I’expression ou la translocation de
protéines dans la membrane.
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FIGURE 4.11 — Controle de la transfection de siARN. Photographies en culture & 72 h
aprés transfection avec les controles positif et négatif sur (a) les cellules HEK et (b) les cellules
LnCap.

Le choix s’est porté sur des protéines surexprimées dans les cellules cancéreuses, et particu-
lierement dans le cas du cancer de la prostate. Les 3 protéines sélectionnées sont :

— les canaux SK3 (encodés par le géne KCNN3) : Chantéme et al ont relevé 'implication
des canaux SK3 (qui permettent I'entrée d’ions calcium dans la cellule) dans le processus
de migration des cellules cancéreuses pour former des métastases [12].

Les deux autres protéines font partie d’une famille de récepteurs membranaires, appelés
TRP (pour Transient Receptor Potential Channels).

— les canaux TRP-V6 : Niemeyer et al ont mis en évidence ’expression de la protéine TRP-
V6 dans les cellules cancéreuses de prostate, alors qu’elles ne sont pas exprimées dans les
cellules saines [75].

— les canaux TRP-MS8 : Tsavaler et al ont démontré la surexpression de la protéine TRP-M8
(entrée d’ions sodium Na* et calcium Ca**)dans les cellules cancéreuses de prostate dés
les stades précoces de cancer [95]. TRP-MS8 est depuis étudié pour devenir un marqueur
précoce du cancer de la prostate, son expression chutant lorsque les cellules perdent leur
dépendance aux androgénes (associé a un mauvais pronostic) [98].

Ces trois protéines ont donc été choisies pour étudier I'influence de la concentration en protéines
dans la membrane plasmique. Chaque siARN correspondant a été testé & une concentration de
10 et 20 nM et la fréquence de coupure des cellules est mesurée aprés 72 h de transfection, pour
atteindre le point final de la réaction. Des témoins positif et négatif de transfection ont aussi été
testés.

> Reésultats

La lignée HEK a été testée en paralléle de la lignée LnCap, afin de pouvoir observer la diffé-
rence de U'interférence ARN sur des cellules non cancéreuses (HEK, cellules épithéliales de rein,
pour rappel) et des cellules cancéreuses androgéno-dépendantes (LnCap, issues de métastases
dans un ganglion lymphatique).
Le témoin positif (siARN AllStars Cell Death) cible des génes unanimement présents dans la
cellule et nécessaires & sa survie. L’extinction de ces génes, si la transfection est réussie, entraine
la mort de la cellule, observable au microscope par le détachement des cellules du support de
culture. Pour les deux lignées, les cellules traitées avec ce siARN sont mortes et détachées de la
surface de culture (figure 4.11).

81



4.3. Compréhension de l'origine de la fréquence de coupure

r —® TRP-V6

~
o

L~ TRP-M8 .
4 » Lignée LnCap

(o2}
(=}

L —™ KCNN3

a
o
1

(.10% Hz)
3

w
o
1

T Lignée HEK

Fréquence de coupure

N
(=)
1

0 10 20
Concentration siARN (nM)
FIGURE 4.12 — Evolution temporelle de la fréquence de coupure aprés modification
de la concentration protéique membranaire. Fréquences de coupure moyennes mesurée a
Om =2.1072 S/m sur une moyenne de 26 et 28 cellules par point pour les lignées HEK (pointillés)
et LnCap (traits pleins), respectivement (HEK : min=21, max=42; LnCap : min—=16, max—40)
aprés 72 h de transfection avec 10 et 20 nM de siARN. Les graphes correspondant & la courbe de
rotation en fonction de la fréquence pour chaque expérience sont disponibles dans ’annexe F.2.

Le controle négatif, quant a lui, ne cible aucun géne connu dans les cellules mammiféres

et permet de s’assurer que le protocole de transfection en lui-méme n’est pas délétére pour la
cellule. En culture, on observe les cellules poursuivant un développement normal, sans mortalité
cellulaire aprés traitement avec ce siARN.
Grace a ces deux controles, on s’assure de la sensibilité et de la spécificité de la méthode de
transfection. Si un changement est observé lors des tests avec les siARN visant les génes d’in-
térét, les résultats sont diis & 'extinction du géne ciblé et non & une réaction parasite durant
I’étape de transfection.

Aprés 72 h de transfection avec les siARN d’intérét, la fréquence de coupure est mesurée sur
les lignées HEK et LnCap. Chez les cellules HEK, les protéines sont absentes ou présentes en
faible concentration dans la membrane et, suite a la transfection a 10 et 20 nM, il n’y a pas de
différence significative par rapport a la fréquence de coupure initiale (figure 4.12, en pointillés).
Il faut cependant préciser que la valeur & [siARN] = 0 a été mesurée aprés 72 h d’exposition a
l'agent de transfection (Lipofectamine™) et est plus basse que la fréquence de coupure normale-
ment observée pour des cellules HEK (25.10% Hz au lieu de 75.10% Hz). Une telle différence peut
étre expliquée par le passage de la Lipofectamine™a travers la membrane pour transporter les
siARN dans 'espace intracellulaire. En effet, la Lipofectamine™, composée de lipides cationiques
et neutres, fusionne avec la membrane plasmique, perturbant I'intégrité de cette derniére.
Dans les cellules LnCap, la fréquence de coupure a [siARN] = 0 est égale & 16.10% Hz et est
plus basse comparée aux cellules HEK dans les mémes conditions. Comme précédemment, les
cellules cancéreuses présentent une fréquence de coupure inférieure aux cellules non cancéreuses,
méme lorsque 'intégrité de la membrane est compromise (de maniére similaire entre les deux
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lignées).Aprés extinction des génes ciblés, d’'une maniére générale, la fréquence de coupure est
plus élevée, passant par exemple de 16.103 Hz a 40.10% Hz a [siARN]xcnn3 = 10 nM et
48.10% Hz a [siARN]gcnn3 — 20 nM. La hausse de la fréquence de coupure est plus impor-
tante entre 0 et 10 nM (+67-73 % suivant la cible) qu’entre 10 et 20 nM de siARN (+ 5-17 %),
ce qui implique que l'extinction de géne atteint un plateau a de plus hautes concentrations. La
tendance de cette courbe montre que la concentration en protéines dans la membrane plasmique
ne peut étre diminuée indéfiniment.

La quantité de protéines présentes dans la membrane de la cellule a un impact significatif sur la
fréquence de coupure : lorsque la concentration en protéines est faible, la fréquence de coupure est
haute, et inversement. Les protéines étant le plus souvent chargées mais tout de méme isolantes,
elles ont une influence sur 'aptitude de la membrane & accumuler des charges. Et notamment,
une plus grande quantité de protéines augmente la capacité électrique de la membrane, et donc
diminue la fréquence de coupure.

Comme expliqué plus haut, il a été démontré que les replis que forment la membrane a un im-
pact sur la fréquence de coupure. Une rugosité accrue entraine une augmentation de la capacité
Cinem €t une diminution de la fréquence de coupure. L’aspect visuel des cellules en culture est
semblable entre les différents puits, ce qui laisse & penser que la rugosité des cellules n’est pas
altérée. Ce résultat vient confirmer les résultats précédents observés sur les différentes origines
de la fréquence de coupure.

Ces résultats apportent la preuve que la concentration en protéines des membranes plasmiques
est un facteur important pour les propriétés diélectriques. Cela explique en partie pourquoi
les cellules d’espéces ou de types différents présentent des caractéristiques diélectrophorétiques
qui leur sont propres. Cela permet également d’apporter de nouvelles hypothéses concernant
I’évolution des propriétés diélectriques au cours de la cancérisation, la composition de la mem-
brane plasmique étant bouleversée, avec la surexpression de certaines protéines et la disparition
d’autres.

Si les propriétés diélectriques des cellules dépendent de nombreux facteurs entremélés (rugosité,
concentration en protéines et glyco-protéines, ...), la compréhension de 'influence de ces facteurs
permet de mieux prédire la réponse des cellules au champ électrique et donc d’avancer vers de
meilleures solutions de diagnostic et de détection des cancers.

La membrane plasmique a été modifiée, pour comprendre les facteurs influengant les
paramétres électriques et diélectriques de la cellule. Les échanges ioniques via les canaux
de fuite ont été perturbés par des agents chimiques, pour augmenter le flux d’ions a
travers la membrane (valinomycine) ou le stopper (quinine, vérapamil). La concentration
de protéines dans la membrane a été diminuée par extinction de géne, en utilisant des
siARN.

Il a été observé que la fréquence de coupure augmente lorsqu’il y a une fuite d’ions
vers 'extérieur de la membrane. Une augmentation de la quantité d’ions autour de la
membrane (ou la diminution d’ions a l'intérieur de la cellule) modifie la polarisation de la
cellule, et donc la fréquence a laquelle se trouve ’équilibre entre la polarisation du milieu
et de la cellule.
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En revanche, 'augmentation de la quantité d’ions dans le cytoplasme n’a pas démontré
de modifications significatives de la fréquence de coupure et donc la membrane joue bien
le role d’isolant a la premiére fréquence de coupure.

Lorsque la concentration en protéines est diminuée, la fréquence de coupure augmente
significativement. Cette hypothése pourrait permettre de comprendre en partie pourquoi
les cellules cancéreuses ont toujours une fréquence de coupure plus basse que les cellules
saines, en plus de la modification de la rigidité cellulaire.

4.4 Conclusion

Dans ce chapitre, les différentes lignées étudiées ont été classées en trois groupes, ou les
différences inter-lignées sont décroissantes. Le premier groupe comporte des lignées provenant
d’organes différents, adhérentes ou non, cancéreuses ou non. Le second comporte uniquement
des cellules de prostate, toutes adhérentes, cancéreuses et non cancéreuses. Le dernier groupe
contient des lignées de prostate, dont une non cancéreuse et les 3 autres représentant un modéle
de progression cancéreuse.

Tout d’abord, le facteur de Clausius-Mossotti de toutes les lignées a été mesuré, a deux in-
tervalles dans le temps. Les différences de facteur de Clausius-Mossotti entre les lignées sont
significatives, méme lorsque les lignées sont proches, comme deux cellules a un stade de cancéri-
sation différent. De plus, la méthode est suffisamment spécifique pour mesurer une fréquence de
coupure identique pour des cellules de mémes lignées mesurées a des moments différents (plu-
sieurs dizaines de semaines).

Plusieurs hypothéses ont été émises quant aux différences observées entre les lignées. Ici, les
cellules ayant une taille statistiquement similaire, la composition et la morphologie des mem-
branes semble étre le facteur principal de variation puisque la premiére fréquence de coupure
dépend essentiellement des propriétés de la membrane plasmique. La concentration en protéines,
en phospho-lipides, en acides gras, la présence et ’agencement des radeaux lipidiques sont autant
de pistes a explorer.

Pour terminer, les éléments membranaires influengant les propriétés diélectriques des cellules
ont été étudiés, plus particuliérement I'impact des échanges ioniques et la concentration en pro-
téines membranaires. Il a été démontré que la fuite d’ions du cytosol vers le milieu extra cellulaire
augmentait la fréquence de coupure, mais la raison de cette augmentation reste encore a explo-
rer. L’effet inverse, bloquer les échanges ioniques, n’a pas eu d’impact significatif sur la fréquence
de coupure. Il a également été démontré que la concentration en protéines a un effet important
sur la fréquence de coupure, cette derniére augmentant lorsque la quantité de protéines dans la
membrane diminue.

Tous ces éléments permettent de mieux comprendre l'origine de la fréquence de coupure et
les raisons des variations observées entre différentes cellules. Mettre en lumiére les raisons de
ces variations permet de mieux comprendre la réponse des cellules & la diélectrophorése et a
plus long terme d’améliorer les puces microfluidiques pour perfectionner la détection et le suivi
des cellules cancéreuses. Et ainsi, de pouvoir diagnostiquer plus précocement ’apparition d’un
cancer, grace a des technologies innovantes, et permettre une prise en charge plus rapide du
patient et lui assurer de meilleurs chances de traitement.
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L’objectif de ces travaux était d’étudier la réponse de cellules humaines & un champ élec-
trique, afin de caractériser et comparer différentes populations de cellules, notamment des cellules
cancéreuses et non cancéreuses.

Les cellules exhibent des propriétés mécaniques et physiques qui leur sont propres, qui sont
liées au type cellulaire et évoluent au cours de la vie de la cellule. Les propriétés électriques et
diélectriques présentent I’avantage d’étre sensibles & des changements minimes dans la cellule, et
de refléter un changement d’état (engagement dans une voie de différentiation par exemple) pré-
curseur des marqueurs habituels. Grace & I’engouement pour la microfluidique et les laboratoires-
sur-puce, de nombreuses technologies ont vu le jour pour mesurer les propriétés diélectriques des
cellules. Ces derniéres sont exploitées pour apporter de nouvelles approches pour la détection de
cellules cancéreuses circulantes par exemple, et donc le diagnostic précoce d’un cancer.

Afin d’exercer une force de diélectrophorése, qui repose sur I'application d’un champ électrique
non uniforme sur une suspension cellulaire, des puces microfluidiques ont été fabriquées par des
techniques classiques de lithographie. Des électrodes d’or ou d’ITO (transparentes) permettent
d’appliquer un champ électrique local et leur forme impose la direction de déplacement des cel-
lules. Les puces et le milieu de diélectrophorése sont adaptés a la manipulation de cellules : les
lames de verre sont traitées pour limiter ’adsorption des cellules, et le milieu est préparé de
maniére & conserver ’équilibre osmotique des cellules, tout en proposant une large gamme de
conductivités.

Nous avons tout d’abord observé et rapporté la réponse des cellules aux forces électrociné-
tiques, dans différentes conditions de conductivité, de différences de potentiel, et de fréquences.
Les phénoménes électro-hydrodynamiques impliqués dans le mouvement effectif des cellules ont
été étudiés et confrontés & un modéle théorique. L’application d’un courant alternatif entraine
I’apparition des forces de diélectrophorése, d’électrothermie et d’électro-osmose. La compréhen-
sion de la compétition entre ces forces est nécessaire pour I’analyse rigoureuse de la réponse des
cellules.

A partir de cette analyse détaillée, deux méthodes ont été décrites pour mesurer les proprié-
tés diélectriques des cellules. La premiére est basée sur la mesure de la vitesse de déplacement
des cellules lorsqu’elles sont soumises uniquement & la diélectrophorése, sans interférence des
forces hydrodynamiques. Ainsi, il est possible de mesurer la partie réelle du facteur de Clausius-
Mossotti, et de calculer la capacité électrique de la membrane. La deuxiéme méthode tire avan-
tage de la rotation des cellules, observée autour de la fréquence de coupure, en ’absence d’un
champ tournant. La vitesse de rotation étant maximale & la fréquence de coupure, il est possible
de déterminer cette derniére sur un nombre significatif de cellules, en suivant le pic de rotation
observé autour de la fréquence de coupure. Un programme a été développé pour automatiser le
traitement vidéo et augmenter le débit de ’analyse.

Dans un second temps, chacune des méthodes a été exploitée pour caractériser des popula-
tions de cellules. La mesure du facteur de Clausius-Mossotti sur des groupes de lignées a montré
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que cette technique est suffisamment sensible pour noter une différence significative entre des
cellules a différents stades de cancérisation, ce qui représente une premiére démonstration sur
des cellules humaines. La méthode est également spécifique, ce qui permet d’avoir des résultats
identiques lorsque les mesures sont répétées.

Il apparait systématiquement que les cellules cancéreuses ont une fréquence de coupure plus
basse que les cellules non cancéreuses. La taille des cellules est souvent citée comme principal
responsable, les cellules cancéreuses étant généralement plus grandes. Nous avons démontré que
pour tous les états de cancérisation la fréquence de coupure reste inférieure aux cellules non
cancéreuses.

L’origine de ces variations réside dans la morphologie et la composition de la membrane plas-
mique. En modifiant la composition de la membrane, et en observant la fréquence de coupure
sur un nombre significatif de cellules, via la méthode de rotation, il a été démontré que ’aug-
mentation du passage des ions & travers la membrane modifiait la fréquence de coupure. Mais
surtout, la concentration en protéines de la membrane a été réduite en ciblant des protéines
par extinction de géne. La fréquence de coupure correspondante s’en trouve systématiquement
augmentée, ce qui pourrait expliquer la variation observée pour les cellules cancéreuses, qui sur-
expriment plusieurs protéines membranaires par rapport aux cellules non cancéreuses.

L’ensemble de ces résultats permet de mieux comprendre la manipulation des cellules par les
champs électriques. Basé sur ce travail, observer les cellules in wvitro au cours d’événements
comme la différentiation ou la cancérisation pourront étre développées. Pour aller plus loin, ces
connaissances permettront de donner naissance i de nouvelles technologies de diagnostic. Ainsi,
au lieu d’avoir un test ciblé sur un type de cancer, il est envisageable d’imaginer un diagnos-
tic généralisé. En créant une puce microfluidique oui circulerait un échantillon sanguin le long
d’électrodes transversales, il pourrait étre possible de détecter une cellule au milieu de millions
d’autres. En choisissant une fréquence déterminante, les cellules d’intérét se retrouveraient arré-
tées au niveau de 1’électrode, permettant par la suite de les identifier et de réaliser des diagnostics
trés précoces de cancer, et donc de traiter la maladie plus rapidement et efficacement.

champ
electriqu /.

FIGURE 4.13 — Schéma représentatif de la détection d’'une cellule cancéreuse parmi un échantillon
sanguin par diélectrophorése : la cellule est stoppée par des électrodes transversales au flux
microfluidique.
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ANNEXE A
Fabrication des électrodes par
lithographie

La fabrication des électrodes sur les puces d’or ou d’ITO se fait selon des protocoles clas-
siques de microfabrication, par lithographie optique. Pour les puces en or, une étape préliminaire
est nécessaire, pour déposer l'or sur une lame de verre standard.

A.1 Dépot métallique

Le dép6t de métal se fait sur une lame propre, dans un évaporateur a faisceaux d’électrons
(Plassys). Le matériau cible est bombardé par un faisceau d’électrons, dans une chambre sous
vide d’air. Les molécules sont dispersées en phase gazeuse et se déposent dans la chambre, et
sur la lame. La vitesse de déposition peut étre ajustée, sachant qu'un dépét rapide sera plus
rugueux et moins homogéne qu’un dépét lent.

Ici, une couche d’accroche en titane est déposée, pour permettre a ’or de mieux adhérer sur
la lame de verre. Le titane (15 nm) et l'or (135 nm) sont donc déposés successivement & une
vitesse de 0.5 nm/sec.

(a) oy ok AR
I N 5 § | I N
I I I . — . —
_Titane I I I I
Résine Positive Masque Exposition UV Réaction Développement

(b)

(

:T(r'll

FIGURE A.1 — Lithographie. (a) Schéma de la procédure pour des puces avec des électrodes en
or. (b) Photographies a 'objectif 5x et 20x. (c) Image 3D reconstituée aprés imagerie confocale
en 3D.
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A.1. Dépédt métallique
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FIGURE A.2 — Gravure. (a) Schéma de la procédure pour des puces avec des électrodes en or.
(b) Suivi de la gravure par spectrométrie de masse.

Les étapes de lithographie sont réalisées en salle blanche, dans une piéce & éclairage inaticti-
nique, sans UVs. La résine AZ1512HS (1,5 pm, MicroChemicals) est ensuite étalée par enduction
centrifuge sur la lame préalablement recouverte d’un promoteur d’adhérence (TiPrime, Micro-
Chemicals, figure A.1). Les deux sont étalés a 3000 rpm pendant 30 s, suivi d’un recuit a
110 ° pendant 120 s qui accélére I’évaporation du solvant. L’exposition aux UVs se fait a travers
un masque (verre sodocalcique/chrome, Toppan Photomasks) pendant 5,7 s sur substrat or, 6,2
s sur substrat ITO, avec une pression de contact de 1,5 bar entre ’échantillon et le masque (et
un flux de 18 mW.cm™2 @ 365 nm et de 32.9 mW.cm™ @ 405 nm). La résine (positive) expo-
sée devient alors soluble dans son révélateur et les motifs sont développés dans un bain d’AZ
Developer (MicroChem), fraichement dilué dans ’eau (1 :1 en volume), pendant 30 secondes.
L’échantillon est plongé dans un bain d’eau pour stopper la réaction et séché sous flux d’azote.
La lithographie est contrélée par microscopie confocale, pour vérifier ’absence de défauts. La
lame est ensuite exposée & une gravure physique, a faisceau d’ions (Ion Beam Etching, Plassys).
Les parties de la lame non protégées par la résine sont gravées par le bombardement des ions
(figure A.2). Le flux d’ions argon est maintenu entre 2,4 et 2,6 scem (pour standard cubic cen-
timeter per minute) avec une puissance du signal RF de 400 W. Une rotation de ’échantillon &
10 rpm permet d’assurer une gravure uniforme. Un spectrométre de masse (Secondary Ion Mass
Spectrometry) permet détecter les ions relargués lors de la gravure, pour suivre et adapter le
temps de gravure. La gravure est arrétée lorsque la quantité d’ions relargués est nulle.

Les lames sont alors stockées avant d’étre utilisées.
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ANNEXE B

Plateforme de diélectrophorése

La plateforme électromicrofluidique comporte trois modules : optique, électrique et micro-
fluidique. Le module microfluidique n’a pas été utilisé dans le cadre des travaux de cette thése,
mais reste un élement indispensable lors de 1'utilisation de puces 3D.

B.1 Module optique

La puce est insérée dans un connecteur a zéro force d’insertion (ZIF), qui permet le maintien
de la puce et la transmission du courant électrique. Les connecteurs ZIF sont montés dans un
support aluminium, lui-méme fixé a une platine motorisée (Markhauser) permettant de déplacer
la zone d’observation lorsque 1’échantillon est soumis & un courant électrique. L’ensemble est
monté sur un microscope Leica possédant quatre objectifs a longue distance focale (5, 10, 20 et
50X) et différentes illuminations détaillées dans ’annexe suivant (Annexe C). L’observation de
la puce se fait au moyen d’une caméra CCD couleur (Manta G201C, Allied Vision Technologies),
avec une résolution de 1624*1234 px et une fréquence d’enregistrement de 14 images par seconde.

B.2 Module électrique

Le module électrique permet 'application d’un ou plusieurs potentiels sur une ou plusieurs
électrodes. En suivant le chemin des générateurs jusqu’a la puce, le module se découpe en
plusieurs sections : les générateurs sont reliés & un circuit électronique pour adresser la(les)
électrode(s) active(s). Des nappes électriques permettent ’acheminement du courant jusqu’a un
circuit imprimé sur lequel est relié un connecteur ZIF (Zéro Force d’Insertion, PCI ZIF Testcon-
necteur, AP Products GmbH). La puce électro-microfluidique vient s’insérer dans le connecteur
en position "ouvert" et le contact électrique ainsi que le maintien mécanique se font lorsque le
connecteur est en position "fermé".

Deux potentiels différents peuvent étre délivrés, grace a deux générateurs électriques (T'G2000,
TTi). Chacun est capable de délivrer une tension continue (5 V' maximum) ou alternative (0-10
M H z, en signal sinusoidal, triangulaire ou carré, 20 V},, maximum). Dans la suite de cette thése,
seuls des potentiels alternatifs sinusoidaux sont appliqués.

Un circuit électronique composé de micro-controleurs (MC33996, Freescale Semiconductor) et
de relais électro-magnétiques (Multicomp HRA-S-DC5V) permet I’adressage des électrodes, de
maniére individuelle ou collective. Il est ainsi possible d’appliquer le courant sur une ou plusieurs
électrodes sélectionnée(s).
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B.3. Interface logicielle

Ficurke B.1 — Photographie du module électrique seul. 1- Générateurs, 2- Module élec-
tronique d’adressage des électrodes et 3- Connecteur ZIF pour la puce. L’encadré montre une
image agrandie lorsque la puce est insérée dans le connecteur.

Les nappes blindées permettent la transmission du courant uniquement sur les électrodes acti-
vées, sans activation des électrodes voisines. Le circuit imprimé au niveau du ZIF relie chacun
de ses contacts avec le fil de la nappe correspondant. Des pinces en cuivre viennent en contact
avec les macro-électrodes lorsque le ZIF est en position "fermé".

B.3 Interface logicielle

L’intégralité de la plateforme est contrélée par un logiciel développé sous Labview (National
Instruments). Ce dernier permet le contréle du module électrique, en choisissant la fréquence
et le voltage de sortie pour chaque générateur. Il est également possible d’entrer une séquence
de potentiels sur une ou plusieurs électrode(s) dans un temps imparti, via un fichier texte écrit
manuellement. L’activation des électrodes est également contrélée via ce logiciel, avec pour
chacune le choix d’étre raccordée au premier ou au second générateur. Par défaut, toutes les
électrodes non activées sont reliées a la masse.

L’interfacage de la caméra avec Labview permet de visualiser et d’enregistrer des images ou des
vidéos a partir de I'image totale ou d’une région d’'intérét. Le temps d’acquisition de la caméra
peut étre ajusté, en essayant d’obtenir I’équilibre optimal entre ’acquisition d'une image claire
et une fréquence d’enregistrement correcte (au moins 10 images par secondes, ips).

Le module microfluidique est lui aussi interfacé avec Labview. Il est possible de contréler la
valve du pousse-seringue pour connecter ce dernier avec 'extérieur (atmosphére) ou le circuit
microfluidique. Le pousse-seringue peut étre rempli ou vidé entiérement en une fois, ou pas a
pas (réglable). Un mode séquentiel est également intégré, suivant le méme procédé que pour les
séquences de courant électrique.
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Annexe B. Plateforme de diélectrophorése
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F1GURE B.2 — Vue d’ensemble du logiciel d’interfagage de la table d’expérimentation.
Le controle des différents modules est mis en évidence dans les encadrés rouges : 1- Onglets de
controle pour les générateurs, les électrodes et le pousse seringue ; 2- Affichage de la caméra ; 3-
Acquisition de photos et vidéos.
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B.4. Module fluidique

B.4 Module fluidique

Un module microfluidique est également implémenté a la plateforme, et sera détaillé briéve-
ment puisqu’il n’a pas été utilisé dans le cadre de ces travaux.
Afin d’optimiser 1’écoulement dans des canaux fluidiques de faible dimension (1 & 50 pum de hau-
teur), le circuit microfluidique installé permet de travailler & pression constante, évitant ainsi un
temps d’écoulement trop long (effet "bouchon" observé lorsque le liquide est directement poussé
a travers les canaux par un pousse-seringue). Le liquide chargé via une boucle d’injection (100
L maximum) est mis en mouvement par de l’air, compressé en amont par un pousse-seringue
automatique (Cavro XP 3000, Tecan). L’injection dans la puce microfluidique se fait au moyen
de capillaires et de connecteurs dédiés (Nanoport N-333, Upchurch).
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ANNEXE C
Illuminations disponibles sur le banc de
manipulation

Pour observer la suspension cellulaire, différentes illuminations sont disponibles sur le micro-
scope et sont détaillées ci-apreés.

C.1 Microscopie en champ sombre

Les faisceaux lumineux arrivent par le c6té de I’échantillon, en incidence rasante, et la lumiére
diffusée par Iéchantillon est collectée, comme schématisé sur la figure C.1(a). L’illumination
par champ sombre est parfaitement adaptée pour la visualisation de microparticules (figure
C.1(b), mais pas pour des objets biologiques réfringents comme les cellules (figure C.1(c-d)). Les
électrodes d’or de la puce reflétent fortement la lumiére et apparaissent en orangé. Il est tout
de méme possible de distinguer 1égérement les cellules sur des puces en ITO, en augmentant le
temps d’acquisition de la caméra. Puisque I'ITO est transparent, le capteur de la caméra n’est
pas saturé par la réflexion de la lumiére sur 1’électrode.

(@) (b) (€) (d)

FiGURE C.1 - Observations en illumination en champ sombre. (a) Schéma du trajet lumi-
neux. Les faisceaux lumineux (en rouge) arrivent en incidence rasante sur ’échantillon (violet).
La lumiére reflétée (en bleu) par ’échantillon remonte le long de la colonne optique est collectée
par des lentilles (bleu clair) avant d’atteindre la caméra. (b-d) Photos de la visualisation de
microparticules de polystyréne de 2 pm(b), et de cellules ((c) sur une puce en or et (d) sur une
puce en ITO). La barre d’échelle représente 20 pm.
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C.2. Microscopie par transmission (champ clair)

(a) (b) (c) (d)
FIGURE C.2 — Observations en illumination en champ clair (transmission). (a) Schéma
du trajet lumineux. La lumiére traverse I’épaisseur de 1’échantillon (en violet), et la lumiére

transmise (en bleue) est collectée par 'objectif. (b-d) Photos de la visualisation de microparti-
cules de polystyréne de 1 um(b) et de cellules ((c) sur une puce en or et (d) sur une puce en
ITO). La barre d’échelle représente 20 pm.

C.2 Microscopie par transmission (champ clair)

Dans ce mode, 'illumination se fait par le dessous de 'objet et la lumiére transmise est

collectée par dessus de maniére a ce que la lumiére traverse I’échantillon (C.2(a)). Ici, I'illumina-
tion en champ clair est la plus adaptée puisque les contours des cellules sont visibles, ainsi que
I'inhomogénéité de leur cytoplasme. Elle a été ajoutée au microscope en plagant une LED sous
I’échantillon, pour que la source lumineuse traverse la puce avant d’étre collectée par les objectifs
situés au-dessus. Cette fois, les électrodes d’or sont opaques a la lumiére et apparaissent en noir.
Les électrodes d’ITO apportent avantage supplémentaire de pouvoir observer les cellules qui se
trouvent au-dessus d’'une électrode par transparence.
Un autre avantage de cet éclairage est qu’il laisse la possibilité d’ajouter une deuxiéme illumina-
tion via la lampe du microscope. Des doubles illuminations (transmission / fluorescence) ont été
utilisées lorsqu'un marquage fluorescent de ’actine par exemple a été réalisé pour différencier
des types cellulaires.

C.3 Microscopie de fluorescence

Le dispositif se compose d'une lampe et d’un filtre positionné entre la source et I’échantillon
(filtre d’excitation), afin de sélectionner les longueurs d’onde spécifiques (inférieures ou égales,
passe-bas) a l'excitation du fluorophore utilisé. Aprés excitation de 1’échantillon, la fluorescence
émise passe un second filtre (filtre d’émission), positionné en aval de I’échantillon dans le chemin
optique, qui permet de récolter uniquement les longueurs d’onde supérieures et égales a celles
émises (passe-haut). Un miroir dichroique permet de refléter la lumiére d’excitation entre la
lampe et ’échantillon et de transmettre la longueur d’onde d’émission entre I’échantillon et la
caméra (figure C.3a).

Pour visualiser de maniére spécifique des composants cellulaires, des marqueurs fluorescents
commerciaux sont disponibles, spécifiques des membranes, cytoplasme ou acides nucléiques. Ils
apportent le grand avantage de traverser les membranes de cellules vivantes. Un des plus connus
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Annexe C. Illuminations disponibles sur le banc de manipulation
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FiGUrRE C.3 — IlNlumination par fluorescence. (a) Chemin optique : le filtre d’excitation
(ii) sélectionne les longueurs d’onde qui illuminent 1’échantillon (ii). Le miroir dichroique (iii)
réfléchit ces rayons a travers 1’objectif. La fluorescence émise est transmise par le miroir et la
plage de longueur d’onde d’intérét est filtrée par le filtre d’émission (iv) avant d’atteindre la
caméra. (b) Spectres d’excitation et d’émission de la GFP, adapté de Fluorescence SpectraViewer,
LifeTechnologies.(c) Spectres des filtres d’excitation et d’émission et du miroir dichroique du set
de multifluorescence, adapté de Chroma Technology.
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C.3. Microscopie de fluorescence

est le 4’-6’-diamidino-2-phénylindole (DAPI), capable de se lier fortement & ’ADN et de mar-
quer le noyau des cellules. Dans certains cas, nous avons marqué une protéine du cytosquelette,
lactine, avec une étiquette fluorescente (GFP, pour Green Fluorescent Protein).

Comme les cellules sont vivantes et en suspension lors des expériences, il était nécessaire de
pouvoir observer plusieurs fluorescences en direct : le noyau (fluorescence bleue, émission a \ =
450-490 nm) et l'actine (fluorescence verte, émission a A = 504 nm) par exemple. Pour cela, un
set de filtres dédié (Set 69000 "DAPI/FITC/TRITC", Chroma Technology) a été monté sur le
microscope avec des filtres d’excitation/émission et un miroir dichroique dédiés a la multifluo-
rescence. En effet, comme le montre la figure C.3(c), le filtre d’excitation (en bleu) permet le
passage de 3 fourchettes de longueurs d’onde différentes, centrées a 402 nm (violet proche UV),
490 nm (bleu) et 572 nm (jaune). Ces longueurs d’onde sont reflétées quasiment totalement par
le miroir dichroique (en vert, intensité relative du passage de ces longueurs d’onde a travers le
filtre proche de 0). Aprés illumination de I’échantillon, trois fluorescences sont récoltées simul-
tanément, grace au filtre d’émission (en rouge), avec des pics centrés a 455 nm (bleu), 535 nm
(vert) et 632 nm (rouge-orangé).

Afin d’observer les trois fluorescences simultanément, une lampe développant une illumination
large spectre (de 350 & 700 nm) de 1950 lumens (ThorLabs, HPLS-30-03) est montée en amont.
Si l'illumination n’apporte pas une énergie suffisante, il faut accroitre le temps d’acquisition de
la caméra, faisant baisser la fréquence d’images enregistrées. Par exemple, lorsque la lampe est
a 20 % d’intensité (pour simuler un éclairage de plus faible puissance), le temps d’acquisition
nécessaire pour obtenir une image convenable est d’environ 250 ms, soit une fréquence de de 4 &
5 ips. Le seuil pour qu'un film soit fluide pour I'oeil humain est de 24 ips. Avec cette lampe, on
peut donc enregistrer & une fréquence d’environ 20 ips, a pleine puissance (temps d’acquisition
de 50 ms).
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ANNEXE D
Méthode expérimentale pour
déterminer la capacité membranaire

Il est possible de calculer la capacité électrique de la membrane cellulaire en mesurant la
fréquence de coupure a différentes conductivités. Le coefficient directeur de la droite a (sur
un graphique avec o, en abscisse et r * f;o en ordonnée) est relié a la capacité électrique par

I’équation D.1.
1

Conem = ———— (D.1)
TN 2.

Expérimentalement, la fréquence de coupure est simplement observée comme le moment ou la
cellule n’est plus ni attirée ni repoussée par 1'électrode. A faible voltage (V < 3 V,p), la rotation
des cellules est minimisée, sans étre totalement absente. Au final, la rotation des cellules est a
peine observée qu’a la valeur de la fréquence de coupure, ce qui facilite 'observation de cette
derniére, et la rend plus impartiale. La valeur de la fréquence de coupure est pondérée en fonc-
tion du rayon de la cellule.

Un exemple des mesures obtenues sur la lignée JURKAT est donné dans la figure D.1(a). La
fréquence de coupure est observée pour des conductivités allant de 1072 a 1072 S /m, sur 3 cel-
lules différentes. Aprés régression linéaire, la pente de la droite vaut ajpprar = 26,9 + 1,9 (R?
= 0,981).

L’expérience est répétée pour les autres lignées du premier groupe, HEK et PC3, et les moyennes
des fréquences de coupure sont tracées sur la figure D.1(b). Les pentes respectives de ces deux
lignées sont appx = 21,6+0,6 (R? = 0,996) et apcs = 20,2+1,9 (R? = 0,966). Selon 1’équation

1.22, les capacités électriques de chaque lignée sont calculées et présentées dans le tableau D.1.

A partir de la modélisation de la fréquence de coupure par la mesure de la capacité mem-
branaire, les lignées peuvent étre séparées. Les 3 lignées (HEK, JURKAT et PC3) ont une
capacité électrique Cypen, propre a chacune, et la lignée PC3 (cancéreuse) est celle qui a la plus
haute. Expérimentalement, cela se traduit par la fréquence de coupure la plus basse. L’avan-
tage majeur de la mesure de Cj,ep, est la modélisation du facteur de Clausius-Mossotti afin de
pouvoir prédire la fréquence de coupure. Un modéle mathématique a été réalisé sous Matlab
(MathWorks) pour tracer spécifiquement le facteur de Clausius-Mossotti d’une cellule, & partir
de la conductivité du milieu, la capacité électrique de la lignée et le diamétre mesuré par I'obser-
vation. On peut également appliquer le modéle sur une moyenne de taille d’un échantillon pour

Lignée JURKAT HEK PC3
Crnem (MEF.m™2) 8,37 10,42 11,14

TABLE D.1 — Valeurs des capacités électriques des membranes de cellules JURKAT, HEK et
PCa3.
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FIGURE D.1 — Mesures expérimentales de Cpem. () Graphique de la mesure de la fréquence
de coupure pour la lignée JURKAT & différentes conductivités, pour 3 cellules différentes par
point. La capacité électrique de la membrane est calculée selon I’équation 1.22 ol a est le
coefficient directeur de cette courbe. (b) Moyennes sur 3 cellules et régressions linéaires de la
fréquence de coupure pour les lignées HEK, JURKAT et PC3.

calculer la fréquence de coupure moyenne de la lignée.

En connaissant la valeur exacte de la fréquence de coupure, il est possible de séparer 2 types
de cellules mélangés en solution, en induisant une réponse a la diélectrophorése différente pour
chaque type de cellule. La figure D.2(a) montre le facteur de Clausius-Mossotti calculé pour les
cellules HEK et JURKAT observées en (b). L’actine des cellules HEK est marquée a la GFP,
pour permettre de les différencier. La fréquence de coupure de la cellule de la lignée HEK vaut
14.10° Hz et celle de la cellule JURKAT 32.10% Hz. Il existe donc une fenétre entre ces deux
fréquences de coupure ot les cellules ont une réponse différente a la diélectrophorese. La figure
D.2(b) montre la réponse de ces deux cellules aux trois fréquences choisies :

— & f =5.10° Hz : pour les deux cellules, Re[FCM (w)] < 0, les deux lignées sont sans
surprise repoussées de ’électrode (nDEP).

— a f=50.10% : Re[FCM (w)] > 0 : les deux lignées sont en diélectrophorése positive, et
attirées vers I’électrode.

— a une fréquence intermédiaire, se trouvant dans la fenétre entre les deux fréquences de
coupure, f =20.10*> Hz : Re[FCM (w)]gek > 0 et Re[FCM (w)]jurkar < 0. Les deux
cellules ne présentent pas la méme réponse a la diélectrophorése.

Le deuxiéme scénario de la figure D.2(b) montre en effet que la cellule HEK est attirée vers
I'électrode alors que la cellule JURKAT en est repoussée faiblement. N’étant au départ pas
au plus proche de I'électrode, la force de diélectrophorése n’est pas maximale, cela explique la
différence de distance parcourue par la cellule JURKAT par rapport a la cellule HEK.

En exploitant les différences des propriétés diélectriques de ces deux types cellulaires, il serait
possible de les séparer. Un autre motif d’électrodes permettrait de diriger un type cellulaire vers
un canal de sortie, et le deuxiéme vers un autre canal de sortie, comme présenté par Gossett et
al dans leur revue sur la séparation de cellules [37].
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Annexe D. Méthode expérimentale pour déterminer la capacité membranaire
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FIGURE D.2 — Séparation de 2 types cellulaires. (a) facteurs de Clausius-Mossotti corres-
pondants aux cellules HEK (en bleu) et JURKAT (en vert) observées expérimentalement, (b)
Déplacement des cellules JURKAT (cellule de gauche) et HEK (cellule de droite, fluorescente),

aprés 5 secondes a 3 fréquences différentes. La barre d’échelle vaut 20 pm.
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ANNEXE K

Extinction de génes

L’information codant pour les protéines est stockée dans ’ADN de la cellule, situé dans le
noyau (Figure E.1). Le géne correspondant & une protéine est copié en ARN messager (ARNm)
au cours de la transcription. Cet ARNm est transporté dans le cytoplasme de la cellule et la
protéine est synthétisée par les ribosomes au cours de la traduction. La protéine est ensuite
envoyée sur son lieu d’action (la membrane en 'occurence), via différents mécanismes regroupés
sous le terme "adressage". !

Afin de perturber 'expression des protéines transmembranaires, plusieurs techniques étaient en-
visageables. L’extinction de géne par interférence ARN a été préférée au knock-out. Le knock-out
(rarement appelé invalidation génique) se base sur une technique de biologie moléculaire appelée
recombinaison homologue, ol le géne initial de la cellule est remplacé par une copie incompléte
qui empéche I'expression du géne. Cette technique est fastidieuse & mettre en place, mais permet
par la suite d’obtenir une lignée cellulaire stable n’exprimant plus la protéine ciblée.
L’interférence ARN conduit & une baisse transitoire de l’expression de la protéine et est tech-
niquement beaucoup plus simple & réaliser. C’est au départ un mécanisme de base du fonction-
nement de la cellule, permettant de réguler I'expression des génes en empéchant la traduction
de 'TARNm. En introduisant un ARN extérieur, il est possible de moduler "manuellement" 1’ex-
pression du géne ciblé.

Pour cela, de petits ARN interférents (siARN, pour small interferent RNA) sont complexés
& un agent de transfection qui, de par sa nature lipidique, permet le passage des membranes
plasmiques sans la détériorer (par électroporation par exemple). Ces petits ARN double-brin
(une vingtaine de nucléotides) sont immédiatement pris en charge par un complexe protéique
(RISC, pour RNA-induced silencing complex) qui les clivent en ARN simple brin. Ils viennent
reconnaitre de maniére trés spécifique PARNm cible et se lient a la séquence complémentaire
présente sur cet ARNm (long de plusieurs dizaines a milliers de nucléotides, suivant le géne trans-
crit). La formation d'un ARN double brin enclenche un processus systématique de dégradation
de 'ARN, et empéche la traduction en protéine du géne codé. Les protéines déja présentes dans
la membrane sont éliminées naturellement au cours du temps, et non remplacées puisqu’il n’y a
plus (ou trés peu) de protéines disponibles nouvellement synthétisées.

1. Au niveau moléculaire, la synthése de protéines et l'interférence ARN est plus complexe, mais n’a pas lieu
d’étre présentée dans ce manuscrit.
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FiGure E.1 - Modification de la concentration en protéines dans la membrane plas-
mique. Schéma explicatif de 'extinction de géne. Le fragment d’ARN pénétre dans la cellule, est
clivé en ARN monobrin. Il vient se lier spécifiquement & un ARNm, ce qui entraine la destruction

immeédiate de ce dernier, et empéche la traduction en protéine.
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ANNEXE F
Mesure de la fréquence de coupure
aprés modification de la membrane

Les mesures de la fréquence de coupure aprés modification de la membrane, par voie chimique
ou biologique sont réalisées par la méthode de rotation. Les graphiques obtenus pour chacune
des mesures sont présentés ici.

F.1 Modification de la membrane par voie chimique

Valinomycine 1h 2h 8h
25} . { | T 3
2| ! 14 : o 25
E 1 T | | 2} : 15 —
! | ML B T o
Quinine 1h 2h

s T : -

|

Veérapamil 1h 2h

FIGURE F.1 — Rotation des cellules HEK aprés modification chimique de la membrane.
Graphes de la vitesse de rotation en fonction de la fréquence, & oy, = 2.1072 S/m aprés traitement
a la valinomycine (0,1 pM), & la quinine (200 pM) ou au vérapamil (70 pM).
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F.2. Modification de la membrane par voie biologique

F.2 Modification de la membrane par voie biologique

F.2.1 Saur les cellules témoins HEK
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FIGURE F.2 — Rotation des cellules HEK aprés modification de la membrane par

extinction de géne. Graphes de la vitesse de rotation en fonction de la fréquence, a oy, = 2.1072
S/m aprés traitement avec des siARNs ciblant les génes TRP-V6, TRP-M8 et KCCN3 & 10 ou
20 pM. Le témoin correspond & la fréquence de coupure des cellules aprés traitement a la

lipofectamine.
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Annexe F. Mesure de la fréquence de coupure aprés

modification de la membrane

F.2.2 Sur les cellules LnCap

Temoin Lipofectamine
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FIGURE F.3 — Rotation des cellules LnCap aprés modification de la membrane par
extinction de géne. Graphes de la vitesse de rotation en fonction de la fréquence, a oy, = 2.1072
S/m aprés traitement avec des siARNs ciblant les génes TRP-V6, TRP-M8 et KCCN3 & 10 ou
20 pM. Le témoin correspond & la fréquence de coupure des cellules aprés traitement a la

lipofectamine.
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F.2. Modification de la membrane par voie biologique
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Caractérisation électrocinétique de cellules humaines

Résumé : La connaissance et la compréhension des propriétés électrocinétiques des cellules
apportent de multiples applications en recherche biomédicale, comme le diagnostic et le suivi de
I’évolution d’un cancer. L’application de champs électriques alternatifs non-uniformes dans des
microsystémes, et plus particuliérement la force de diélectrophorése, permet de caractériser des
populations de cellules sans marqueur spécifique.

Nous avons tout d’abord mené une étude fondamentale pour décrire la réponse des cellules hu-
maines dans de telles conditions. La compétition entre les forces diélectrophorétique et électro-
hydrodynamiques (effets électrothermiques, électro-osmose) a été modélisée. La confrontation du
modéle a l'observation expérimentale du mouvement de telles cellules dans des canaux micro-
fluidiques comportant des électrodes micro structurées a été effectuée. A partir de cette étude,
une nouvelle méthode de détermination de la fréquence de coupure de cellules humaines sur un
nombre statistique de cellules représentant une population a été élaborée.

Ensuite, nous avons étudié les fréquences de coupure entre des lignées issues de différents tissus
épithéliaux (rein et prostate) ou de cellules circulantes. Il a été démontré que les fréquences de
coupure sont statistiquement différentes entre les lignées. Les méthodes développées ont ainsi
permis de mesurer les différentes signatures électriques de cellules cancéreuses de prostate a
chaque stade d’évolution du cancer.

Enfin, nous nous sommes intéressés a comprendre les mécanismes de polarisation des cellules
sous champ électrique alternatif. Nous avons modifié la membrane des cellules chimiquement ou
biologiquement pour comprendre I'origine moléculaire de la fréquence de coupure. Il a été mis en
évidence que la concentration en protéines et 'activité de certains canaux ioniques augmentent
significativement la fréquence de coupure des cellules.

En exploitant les effets de la diélectrophorése sur les cellules, il devient possible de caractériser
finement leurs propriétés diélectriques, et de proposer a plus long terme de nouvelles technologies
de détection et de diagnostic.

Mots-clés : caractérisation, cellules, diélectrophorése, membrane plasmique, propriétés diélec-
triques.
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Electrokinetic characterization of human cells

Abstract : Measuring and understanding cells’ electrokinetic properties bring several appli-
cations in the biomedical field, like the diagnosis and the monitoring of cancer diseases. The
application of alternative non uniform electric fields in microsystems, in particular the dielec-
trophoretic force, allows a label-free characterization of cell populations.

In this Thesis, a comprehensive study has been established to describe the response of human
cells in non-uniform AC fields. We have modeled the competition between dielectrophoresis
and electro-hydrodynamical forces (electrothermal effects, AC electro-osmosis). This model was
compared to the observation of cell motions in microfluidic channels with structured electrodes.
We have established a new method to determine the crossover frequencies of human cells on a
statistically relevant number of cells, which represents a population.

Then, the Clausius-Mossotti factor of cell lines has been measured, from different epithelial tis-
sues (kidney, prostate) or circulating cells. We have demonstrated that the crossover frequencies
are statistically different between these lines. This method has been used to monitor the different
electrical signatures of prostate cancer cells at each grade of cancer.

Finally, we have focused on the polarization process of cells regarding the electric field. We have
modified chemically and biologically cell membranes to understand the molecular origin of the
crossover frequency. The membrane proteins depletion and the activity of some ion channels
significantly increase the cell crossover frequency.

By taking advantage of the dielectrophoretic response of cells, it becomes possible to characte-
rize their dielectric properties and to develop new technologies for cancer detection and diagnosis.

Keywords : Characterization, cells, dielectrophoresis, plasma membrane, dielectric proper-
ties.
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