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Résumeé

L’objectif principal de ce travail de thése est de contribuer au développement d’un
outil de diagnostic miniaturisé permettant d’identifier et de quantifier une combinaison de
composés organiques volatils (COVs) présents dans 1’haleine et qui sont considérés comme
des marqueurs chimiques du cancer du poumon. Les principaux verrous scientifiques de ce
projet sont liés aux tres faibles concentrations de ces composés cibles (de 1’ordre de quelques
ppb) et également a la présence de nombreux autres composés chimiques qui sont
naturellement présents dans 1’haleine. La voie de développement proposée dans ce projet
est d’utiliser un micro-capteur résistif a base de SnO; associé¢ a un micro-préconcentrateur
et une micro-colonne chromatographique afin d’aboutir a un dispositif sélectif et présentant

des limites de détection trés basses.

Dans un premier temps, plusieurs adsorbants ont été¢ caractérisés en vue d’étre
utilisés dans le micro-préconcentrateur afin de concentrer les marqueurs du cancer du
poumon. Les résultats ont permis de sélectionner deux types de zéolites (DaY et NaY) ainsi
que des microspheres de carbone W5. Par la suite, les unités de préconcentration et de
séparation des COVs ont ét¢ développées en s’appuyant sur la technologie silicium/verre

disponible en salle blanche.

La derniére étape de cette étude a concerné 1’évaluation des performances du
systeme d’analyse alors assimilable a un micro-chromatographe en phase gazeuse. Apres
avoir déterminé les conditions optimales d’¢lution et de préconcentration des COVs, le
systéme miniaturisé a permis d’analyser une haleine artificielle constituée de trois COVs
présents a des concentrations proches des celles mesurées dans 1’haleine (tolueéne (24 ppb),
propanol (21 ppb) et o-xyléne (5 ppb)) méme en présence des interférents majeurs de

I’haleine (vapeur d’eau et dioxyde de carbone).






Abstract

The main goal of this research is to develop a miniaturized diagnostic equipment in
order to identify some volatile organic compounds present in exhaled breath and referred as
lung cancer biomarkers. The main scientific and technical obstacles of this project are linked
to the very low concentrations of these chemical compounds and the presence of high
concentrations of HoO and CO» naturally present in exhaled breath. To address these issues,
we suggest to use a SnO»-based gas sensor combined with a micro-preconcentrator and a

chromatographic micro-column in order to engineer a low detection limit system.

First, some specific adsorbents have been characterized with a view to concentrate
chemical biomarkers trough the micro-preconcentrator. In accordance with research
findings, two types of zeolites (DaY and NaY) and one type carbonaceous microspheres
(W5) have been selected. Then micro-preconcentrators and chromatographic micro-

columns have been developed on silicon wafers by using clean room facilities.

The last step of this study was to evaluate the performances of the analytical device.
After determining optimal elution and pre-concentration conditions of each VOCs, the
miniaturized system achieved the analysis of an artificial breath constituted of toluene (24
ppb), 1-propanol (21 ppb) and o-xylene in presence of high concentrations of water vapors

and carbon dioxide.
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Introduction générale

Selon une étude encadrée par I’American Cancer Society, chaque année dans le
monde, environ 1,6 millions de personnes décédent aprés avoir contracté un cancer du
poumon (Global Cancer Facts and Figures, 2012). Afin d’augmenter les chances de survie
du patient, I’enjeu crucial de santé public est d’étre en mesure de réaliser des diagnostics
rapides de la maladie dés les stades peu avancés du développement d’inflammations

tumorales au niveau des poumons.

Actuellement, le parcours médical suivi par les patients se révéle contraignant,
couteux et fastidieux. En effet, il est généralement nécessaire de coupler plusieurs
techniques d’imagerie (radiographie et scanner) avec des prélévements par fibroscopie est
indispensable pour localiser les zones malades et déterminer le degré d’avancement de la
maladie afin de la traiter le plus efficacement possible De plus, les délais nécessaires pour
poser un diagnostic sont trés longs (en moyenne 1 mois). De ce fait, les chances de survie
pour les patients dont le stade de la maladie est le plus avancé sont trés limitées. Dans ce
contexte, le développement de nouvelles techniques médicales innovantes est une

thématique de recherche dynamique au niveau international.

En particulier, plusieurs équipes de recherche ont démontré a travers leurs travaux
qu’il existait différents composés chimiques spécifiques qui sont générés dans 1’organisme
lorsqu’une personne est atteinte du cancer du poumon. Ces marqueurs chimiques du cancer
se retrouvent ensuite dans 1’haleine a la suite des différents échanges au niveau des alvéoles
pulmonaires. La détection directe de ces composés chimiques dans 1’haleine se révele alors
étre une voie de recherche tout a fait pertinente pour développer un outil non-invasif et

permettant d’obtenir une réponse rapide afin de diagnostiquer le cancer du poumon.

Les principaux verrous technologiques de cette approche innovante sont
essentiellement liés aux tres faibles concentrations de ces composés cibles a détecter dans
I’haleine (de I’ordre de quelques ppb) et également a la présence de nombreux autres
composés chimiques qui sont naturellement présents dans ’air expiré. Afin de lever ces
différents verrous technologiques, il est nécessaire de développer de nouvelles techniques

d’analyse a la fois sélective et présentant des limites de détection tres faibles.

Par ailleurs, la miniaturisation de ces techniques de diagnostic permettrait a la fois

de diminuer les coftits de fabrication et également d’envisager la dissémination d’appareils
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de controle chez les médecins généralistes ce qui pourrait permettre d’évaluer rapidement

I’état de santé d’un patient présentant des symptomes suspects.

La majeure partie des développements innovants identifiés dans ce domaine
concernent [’utilisation de systéme de type nez électronique. Ces dispositifs permettent
d’obtenir des signatures chimiques de 1’haleine expirée des patients sans toutefois permettre
de statuer sur le stade d’avancement de la maladie. Malgré de réels potentiels analytiques,
ces systémes restent encore aujourd’hui confinés dans les laboratoires de recherche puisque

leurs performances d’analyses sont encore perfectibles.

L’objectif principal de ce travail de theése est de contribuer au développement d’un
outil de diagnostic miniaturisé permettant d’identifier et de quantifier une combinaison de
composés organiques volatils (COV) qui sont considérés comme des marqueurs chimiques
du cancer du poumon. Le fait de pouvoir quantifier ces composés dans 1’haleine permet

d’obtenir une indication sur le stade d’avancement de la maladie.

La voie de développement originale qui est proposée dans ce travail de thése est
d’utiliser un micro-capteur chimique associ¢ a différentes unités d’analyses spécifiques
totalement intégrées sur silicium. En particulier, I’idée principale est de réaliser des unités
de préconcentration et de séparation des COV qui, disposées en amont d’un micro-capteur
chimique de type résistif, permettront d’augmenter la sensibilité et la sélectivité global du
systtme de détection. Dans ce contexte, un micro-préconcentrateur de gaz ainsi qu’une
micro-colonne chromatographique seront développés afin de lever les différents verrous

technologiques liés a la détection de COV dans I’haleine.

Pour mener a bien cette étude, plusieurs axes scientifiques complémentaires seront
abordés. Dans un premier temps, une phase de caractérisation permettra d’évaluer les
capacités d’adsorption de plusieurs adsorbants microporeux pour la préconcentration des
marqueurs chimiques du cancer du poumon. Ensuite, un volet technologique sera abordé
lors de la réalisation sur silicium des unités de préconcentration et de séparation des COV.
Pour finir, les performances d’analyse du dispositif final constitu¢ d’un micro-
préconcentrateur, d’une micro-colonne chromatographique et d’un micro-capteur résistif a
base de SnO> seront évaluées sur une haleine artificielle afin d’identifier un panel

représentatif de marqueurs chimiques du cancer du poumon.
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Ce manuscrit est articulé en quatre chapitres.

Apres avoir rappelé le principe de base des techniques courantes de diagnostic du
cancer, le premier chapitre présentera les principaux travaux de recherche recensés dans la
littérature et ayant comme objectif d’identifier directement dans 1’haleine la présence de
composés chimiques considérés comme des marqueurs du cancer du poumon. Cette étude
bibliographique permettra notamment de sélectionner un panel de marqueurs chimiques
spécifiques au cancer du poumon et qui seront étudié€s dans ce travail. Une derniére partie
concernera la présentation de la démarche scientifique retenue selon le cahier des charges

préalablement établi.

Le deuxiéme chapitre s’intéressera a la caractérisation de plusieurs adsorbants
spécifiques pour la préconcentration des marqueurs chimiques du cancer du poumon. Une
premigcre partie sera consacrée a la présentation des caractéristiques physico-chimiques des
COV marqueurs et des différents adsorbants identifiés pour cette étude ainsi que les
techniques de caractérisation utilisées. Les résultats expérimentaux issus des techniques de
caractérisation par manométrie et par thermogravimétrie seront détaillés par la suite. Ces
¢tapes de caractérisation d’adsorbants spécifiques pour préconcentrer les marqueurs du
cancer du poumon seront réalisées en partenariat avec le laboratoire Carnot de Bourgogne

(ICB, Dijon) et I’Institut Jean Lamour (IJL, Epinal).

Le troisieéme chapitre concernera la conception du microsystéme d’analyse. Dans un
premier temps, des expériences de simulation numérique permettront de définir la géométrie
optimale des différentes unités (micro-préconcentrateur et micro-colonne
chromatographique) et d’étudier la possibilit¢ de les intégrer sur un méme substrat de
silicium. Puis, les différentes étapes de réalisation sur silicium seront détaillées et réalisées
dans la salle blanche Mimento (Femto-st) du réseau national Renatech (CNRS). Pour finir
ce chapitre, les méthodes de remplissage des micro-préconcentrateurs et de la micro-colonne

chromatographique seront présentées.

Pour terminer, le dernier chapitre sera consacré a la caractérisation des performances
d’analyse du systeme envisagé dans cette ¢tude. Une premiere partie s’attachera a
déterminer les conditions optimales d’utilisation des différentes unités intégrées sur
silicium. Cette phase préliminaire permettra de sélectionner définitivement 1’(es)

adsorbant(s) le(s) plus adapté(s) pour la préconcentration des marqueurs chimiques du

4
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cancer du poumon dans I’haleine. Le systéme sera ensuite testé sur une haleine artificielle
constituée d’un panel de quelques marqueurs chimiques du cancer du poumon tres
faiblement concentrés (dizaine de ppb). La derniére partie de chapitre s’intéressera a évaluer
I’influence de la présence des interférents majeurs de 1’haleine (vapeur d’eau et dioxyde de

carbone) sur les performances globales de détection du systéme.
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CHAPITRE I. Etat de ’art

1 Introduction

La détection dans I’haleine de composés organiques volatils (COV) considérés
comme des marqueurs chimiques du cancer du poumon est une thématique de recherche
dynamique au niveau international et représente donc un enjeu médical et économique
important. Le travail de recherche présenté ici s’inscrit dans cette thématique et s’intéresse
au développement d’un outil de diagnostic non-invasif pour le patient et permettant

d’accéder au dépistage précoce du cancer du poumon.

L’¢étude bibliographique présentée dans ce chapitre a pour objectif de dresser un
bilan des techniques de diagnostic du cancer du poumon dans le but de positionner ce projet

et ses objectifs en regard de I’existant.

Dans un premier temps, nous donnerons quelques reperes sur les méthodes courantes
du diagnostic médical du cancer du poumon. Dans une seconde partie, nous présenterons
I’approche originale qui consiste a analyser la composition de I’haleine pour dépister la
maladie. En particulier, nous détaillerons ici les mécanismes de production des COV dans
I’haleine ainsi que les dispositifs actuels et innovants permettant de les identifier et de les
quantifier. L’idée sous-jacente de ce projet étant de développer un systeme de dépistage du
cancer du poumon par analyse des composés organiques volatils présents dans I’haleine,
nous établirons alors un cahier des charges afin de lister les obligations et contraintes
technologiques qu’implique le développement d’un tel dispositif. Enfin, nous préciserons la

démarche scientifique retenue pour mener a bien ce projet de recherche.
2 Le dépistage du cancer du poumon en milieu médical

Le diagnostic du cancer du poumon est principalement piloté dans un premier temps
par le médecin généraliste lors de I’examen d’un patient présentant des symptomes
respiratoires suspects. Ensuite, de nombreuses techniques expérimentales en clinique
permettent de dépister un cas avéré de cancer du poumon. Le premier examen est un bilan
sanguin visant a évaluer 1’état de santé du patient et de permettre d’identifier certaines
anomalies (troubles hépatiques, anémie, infections...). Puis, une radiographie pulmonaire
est effectuée lors de laquelle le radiologue recherche des zones opaques apparaissant et

pouvant étre de natures diverses [1, 2]. Par exemple, un syndrome de masse ou encore une
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atélectasie (bouchement d’une bronche) peuvent évoquer un probléme tumoral. Ce type

d’imagerie est habituellement complété par un scanner afin de lever les éventuels doutes.

Pour finir, des prélévements sont réalisés par endoscopie bronchique pour la
réalisation d’une étude histologique (sous 8 jours) afin de donner le stade et le type de
tumeur [3]. Lors de cette étude, le pathologiste va notamment observer au microscope les
cellules cancéreuses prélevées. Lorsque le cas est avéré, le traitement est adapté selon
I’avancement et la nature de la tumeur avec 3 types de thérapie : la chimiothérapie, la
radiothérapie et la chirurgie. Les étapes du dépistage du cancer du poumon sont reprises

dans le synoptique présenté sur la figure I.1.

Recherche de
situation anormale
Scanner
Radiographie .
Cas suspect [—> grap —> + I:> Traitement
des poumons
Recherche de Biopsie
situation anormale (endoscopie
bronchique)

Observation et
prélévement (histologie)

Figure 1.1 : synoptique qui résume les étapes du diagnostic du cancer du poumon.

Il faut cependant noter qu’il existe par ces méthodes un risque de ne pas observer sur
les images certaines zones atteintes et que les prélévements par biopsie peuvent entrainer de
lourdes complications pour le patient (principalement liées aux saignements) [4, 5]. De plus,
le diagnostic est réalisé¢ dans la plupart des cas un mois apres la premicre visite chez le
médecin ce qui présente un risque important de décés pour les patients les plus avancés dans

le stade de la maladie [6].

En reégle générale, ces examens médicaux restent trés contraignants pour le patient
et également coliteux pour le service médical en charge des analyses. Par ailleurs, plus le
cancer est diagnostiqué tardivement, plus les chances de réussite du traitement et donc de
survie du patient diminuent. Sur ce constat, il est intéressant d’envisager de nouvelles
méthodes de diagnostic non-invasives et permettant de fournir au service médical une
information rapide des les premiers symptomes. Une voie originale et relativement récente

consiste a détecter des marqueurs chimiques (COV) du cancer du poumon directement dans
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I’haleine des patients. En particulier, le but recherché est d’identifier la présence de ces COV
des les stades peu avancés de la maladie afin de déterminer un protocole de traitement

efficace. Cette approche est présentée dans la partie suivante.

3 Détection des composés organiques volatils marqueurs du cancer

du poumon dans I’haleine

Cette partie détaillera dans un premier temps 1’origine de la formation des COV dans
I’organisme et dans I’haleine. Dans un deuxiéme temps, la technique analytique
généralement utilisée en laboratoire sera présentée ainsi que la nature et les concentrations
des marqueurs chimiques du cancer du poumon observés dans I’haleine. Pour finir, nous
donnerons plusieurs exemples de dispositifs de diagnostic, a base de micro-capteurs

chimiques, développés par quelques équipes de recherche au niveau international.

3.1 Meécanismes de production des COV dans le corps humain et dans

I’haleine

Le corps humain est le siege d’un nombre important de réactions chimiques
complexes qui évoluent selon ses besoins et son environnement. En particulier, I’oxygene
atmosphérique qui est un €élément essentiel, génére des composés dénommés les dérivés
réactifs de D'oxygene (DROs). Ces derniers participent a des réactions d’oxydation
physiologiquement indispensables mais qui peuvent, dans un certain cas, étre nuisibles et
participer au développement de maladies [7]. Les DRO les plus connus sont l'anion
superoxyde O>", I'oxygene singulet Oz, le peroxyde d'hydrogéne H>O», le radical libre HO*

ou encore 1'ozone O3 [8]. Le mécanisme de formation des DRO est présenté sur la figure

L.2.
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+
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Figure 1.2 : mécanisme de formation des dérivés réactifs de I’oxygene (DRO) dans 1’atmosphere.
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Ces DROs sont également produits d’une maniére accrue lorsque la régulation du
métabolisme de I"oxygene est perturbée (stress oxydant). De plus, le tabac, la pollution
atmosphérique ou encore la fatigue ont tendance a accroitre ce stress oxydatif et donc a
augmenter la quantité de DROs. Ces espéces chimiques sont responsables, d’une manicre
directe ou indirecte, de nombreux dommages oxydatifs au niveau moléculaire (acides
nucléiques, protéines, lipides...). De ce fait, les dommages oxydatifs au niveau des lipides
(principal constituant des membranes cellulaires) vont engendrer par réactions chimiques
successives des molécules organiques de faibles masses molaires [9—11]. La figure suivante

illustre I’effet du stress oxydatif sur les cellules [12].

Cellule sai Cellule attaquée
cHiule saine par les DROs

Figure 1.3 : formation des COV par I’effet du stress oxydatif sur les cellules [12].

Lorsque les COV sont formés dans I’organisme, un deuxiéme phénomene (de type
enzymatique) contribue a diversifier une nouvelle fois la nature chimique des COV [13]. En
particulier, les cytochromes P450 qui sont une famille de protéines, interviennent dans des
réactions d’oxydo-réduction et modifient la nature chimique des composé€s organiques
volatils [14]. L’action de ces cytochromes P450 dépend de 1’état de santé du patient. Cela

implique une nature spécifique des COV selon la maladie contractée.

Les différents composés organiques volatils passent ensuite dans le systéme sanguin
de I’organisme et les échanges gazeux au niveau des alvéoles pulmonaires vont alors
permettre a ces COV d’étre transférés dans I’haleine afin d’étre expulsés [15]. Ainsi, en plus
de contenir de I’oxygene (O2), du dioxyde de carbone (CO») et de la vapeur d’eau, 1’haleine
est constituée d’un panel tres large de COV issus des processus biochimiques a I’ceuvre dans
I’organisme. De ce fait, I’analyse instantanée de ces COV offre des perspectives exclusives
pour le secteur médical a partir du moment ou le suivi qualitatif et quantitatif de ces

différents composés chimiques est rendu possible.
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En particulier, le cancer du poumon a fait 1’objet de nombreuses études ces dernicres
années afin de déterminer 1’effet de la maladie sur la nature et la quantité¢ des COV présents
dans I’haleine [9, 16]. Le paragraphe suivant dresse un bilan des techniques d’analyse

utilisées et les résultats obtenus lors de ces études.
3.2 Détection des COV par GC/MS en laboratoire d’analyse

L’analyse des composés organiques volatils présents dans les fluides corporels est
une voie de développement explorée depuis quelques décennies dans la recherche contre le
cancer. Dans les années 70, Linus Pauling a fait partie des premiers chercheurs a avoir
détecté la présence de composés organiques volatils dans [’urine et dans des échantillons
d’haleine par chromatographie en phase gazeuse (CPG) [18]. Dans la quasi-totalité des
¢tudes recensées, la technique d’analyse utilisée est la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (couplage GC/MS). Les raisons de cette popularité sont
liées aux performances d’analyse qu’offre cette technique. Elle est en effet particulierement
bien adaptée a 1’analyse de mélanges constitués d’un nombre important de composés

chimiques [19].

Le principe de fonctionnement de cette technique repose sur I’entrainement d’un
échantillon gazeux par un gaz vecteur (phase mobile) dans une colonne chromatographique
revétue d’une couche chimique (phase stationnaire). Cette dernieére permet d’éluer chaque
constituant du meélang