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Introduction

Angioskin

De nos jours, l'augmentation de I'age moyen et de I'exposition au soleide
la population europeenne induit une augmentation signi cative des probemes
de peau. Or nombre de ces maladies (on pensera aux cancers, oua des maladies
kenignes telles que le psoriasis) peuvent étre e cacement traiees par trerapies
geniques. C'est en partant de cette constatation que le projet Angioskin aete
inite.

Angioskin est le projet de recherche Eurogen nunero 512127. Il a pour titre
'DNA electrotransfer of plasmids coding for antiangiogenic factors as a profof
principle of non-viral gene therapy for the treatment of skin disease' . Ce projet
a pour objectif de cemontrer la possibilie d'amener des genes trerapeutiques
dans les cellules de la peau par injection au travers de microaiguilles et transfert
electrique a n de traiter des maladies de peau, teeditaires ou non.

Le projet Angioskin se situe dans la continuie de deux autres projets eu-
ropeens : le projet CLINIPORATOR qui portait sur I'analyse des nmecanismes
du transfert d'’ADN par electroporation et lelaboration d'un gererateur  la-
bellie par la communaue europeenne, et le projet ESOPE qui portait sur
lelaboration des proedures standard d'operation pour lelectrothera pie genique
sur 'Homme. Ces projets ont monte I'e cacie de lelectrotrerapie g enique
dans le traitement de tumeurs cancreuses et ont aboutita la conception d'un
syseme delectrodes et gererateur complet pour e ectuer ces traitements in
vivo. Angioskin constitue une specialisation de ces projets au traitement dela
peau et une miniaturisation du syseme delectrodes.

Ce projet implique de nombreux partenaires publics et industriels dont les
taches vont du ceveloppement du produita transfecter et du microsyeme pour
le faire, aux tests cliniques de ces derniers. La partie technologique du syseme
est ealie au sein de deux laboratoires essentiellement : FEMTO-ST pour les
microaiguilles etelectrodes, et SATIE/BIOMIS pour le syseme de distributio n
micro uidique. C'est sur cette dernere partie que s'appuie ce travail de trese.



La micronecanique des uides

Au sens strict, la micro uidique est un champ disciplinaire quietudie les
ecoulements de liquides ou gaz dans des canaux de dimension sub-millimetrique,
dont lepaisseur peut en consequence étre dans certains cas de taille comparable
aux objets qui y circulent (bulles, cellules, gouttes, polyneres). Au sens large,
il s'agit d'un domaine technologique multidisciplinaire qui inegre la meca nique
des uides, la chimie analytique, la chimie de surface, I'ingenierie mokculaire..
De manere pratique, le terme micro uidique caracerise des outils technolo-
giques utilies dans les sysemes miniaturiees pour la ma'trise desecoulerants
et le contrble des quanties transporees par les uides.

Dans cet environnement les forces misent en jeu et les comportements des
uides sont dierents de ceux obsenesa lechelle macroscopique et qui consti-
tuent notre compehension intuitive de la necanique des uides. Les nethodes
pour manipuler ces uides doivent donc etre adapees aux particularies de
lechelle microrretrique, tout en prenant en compte leventuelle circulation d'ob-
jets (mokcules d'ADN, ou cellules par exemple) au sein des uides.

Objectifs de la tlese

Ce travail de trese, tout enetant cade sur la ealisation concete du sy seme
micro uidique du projet Angioskin, pesente certains aspects de l'interaction
entre les microsysemes et des objets biologiques. En particulier, les paramees
intervenant dans l'injection d'une suspension d'’ADN au travers d'une matrice
de microaiguilles sontevalles. La connaissance de ces parametres permet de
situer les avantages et les cefauts de ce proede par comparaison avec les aes
methodes d'administration transdermique. D'une manere gererale, ce travai |
vise a assurer que toutes les exigences des partenaires nedicaux du projet An-
gioskin sont remplies.

Le premier chapitre pesente le contexte technique et nedical de I'admi-
nistration transdermique an de peciser les exigences du cahier des charges
du projet Angioskin. Le second chapitre introduit des notions fondamentales
de mecanique des uides (esistance hydrodynamique, capillarite, rreologie de
uides complexes...) recessairesa la compehension et la conception d'un syseme
micro uidique. Dans cette partie, on s'ineresse notamment aux particularies
des sysemes micronetriques et du transport de mokcules d'ADN dans ces
sysemes. Le syseme d'injection et sa conception sont ensuite pesenes dans
le troiseme chapitre. En n, le dernier chapitre de cette trese pesente quelques
particularies de la culture cellulaire dans les microsysemes ainsi que ses enjeux
au travers de deux petits projets meres paralelementa Angioskin.
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Glossaire

ADN Acide DesoxyriboNucleique, c'est une mokcule pesente chez tous les
étres vivants, elle porte l'identie geretique de l'individu.

Angiogerese  Processus de formation de nouveaux capillaires sanguinsa partir
de vaisseaux sanguins existants. C'est un processus essentiel au cevelop-
pement normal des tissus, mais il est aussi responsable de levolution de
certaine maladie, en particulier des cancers.

BET Bromure d'ethidium : marqueur uorescent de I'ADN.

Coe cient de partage adimensionnel, e nit la epartition de concentration
d'unekment entre deux phases en contact : K = Cphasel/Cphase2; ca-
racerise I'a nie relative de ceteement pour ces deux phases.

DAPI (Di Aminido Phenyl Indol) marqueur uorescent speci que de I'ADN.

Cerive particulaire On appelle "cerivee particulaire” de G la variation DG
de G pendant un intervalle de temps DT in niment petit lorsqu'on suit la
particule dans son mouvement. Dans ce cas, les variables d'espace va-
rient elles-mémes au cours du temps et la cerivve temporelle est une
dierentielle totale.

Electrophoese  Lelectrophoese est un pro@c consistanta ceplacer des mok-
cules chargees sous I'in uence d'un champelectrique.

Electroosmose Lelectroosmose est un ceplacement de uide entraire par frot-
tement visqueux lors de la mise en mouvement de mokcules charges sous
I'in uence d'un champelectrique.

FITC (Fluoresceine Iso Thio Cyanate) colorant uorescent vert.
IGR Institut Gustave Roussi

IFR Institut Feckratif de Recherche. L'IFR mentionre dans ce manuscript est
l'institut d'Alembert qui regroupe quatre laboratoires de recherche au sein
de I'ENS-Cachan.

Liaison hydrogne  La liaison hydrogne est une liaison chimique de faible
intensie qui relie les atomes. On peut la cecrire comme une interaction
electrostatique, de type force de van der Waals, entre des dipoles.

Miscible Se dit de deux liquides qui peuvent se nelanger (contrairementa
I'eau et I'huile par exemple, qui ne sont pas miscibles)

Papules lesion cutareeebémentaire, se pesentant comme uneelevure esistante
et solide, ne contenant pas de liquide, spontarement esolutive et dispa-
raissant sans cicatrice

PDMS Le PolyDiMethylSiloxane est un polyrere epliquant tes bien les mo-
tifs micrometriques par moulage. Sa simplicie d'utilisation et ses qualits
mecaniques en ont fait un materiau tes appece pour les applications
micro uidiques.

Peptide Chaine d'acides amires reles par des liaision peptidiques : on parle
de peptide lorsque la chaine compte moins de cents acides amires



Phase Une phase est un milieu dans lequel les paramretres varient de manere
continue ; cela inclut notamment la composition chimique et la densie. De
fait, un corps pur dans unetat donre (solide, liquide ou gazeux) constitue
en cereral une seule phase.

Photolithographie  La photolithographie designe I'ensemble des operations
permettant de ealiser un microsyseme. On utilise pour cela une esine
photosensible, que I'on expose a des rayons ultraviolets au travers d'un
masque pour y transerer un motif, puis que I'on ceveloppe chimiquement
pour eveller le motif transmis. Ce pro@de est cecrit plus en detail en
annexe.

Plasmide Petite mokcule d'ADN extrachromosomique circulaire double brin,
capable de se epliquer independamment, et portant des caraceres gere-
tiques non essentielsa la cellule hote.

Proteine Chaine d'acides amires reles par des liaisions peptidiques : on parle
de proteine lorsque la chaine compte au moins cent acides amires

Rleologie La rreologie est une partie de la physique quietudie la plasticie,
[elasticik, la viscosik et la uidie caraceristiques des corps cefo  rmables.
Du grec reo (couler) et logos €tude).

SU8 La SU8 est une esine photosensible regative. Il en existe plusieurs va-
riantes de viscosit dierentes permettant de ealiser des motifs tes epais
en photolithographie. C'est la esine que I'on utilise pour ealiser les moules
pour les sysemes en PDMS.

Thixotrope  Se dit des uides ayant la propree de passer d'unetat visqueux
a unetat liquide lorsqu'on les agite et de retrouver leuretat initial apes
un temps de repos.

Viscoelastique Quali e un maeriau dont la viscosie permet des ceformations
elastiques.

Wafer En microelectronique, un wafer cesigne un disque assez n de matriau
semi-conducteur, comme le silicium. Il sert de supporta la fabrication de
micro-structures par des techniques telles que le dopage, la gravure, la
ceposition d'autres matriaux et la photolithographie.



Chapitre 1

Introductiona l'injection
transdermique

Il existe de nombreuses nethodes pour injecter un produit sous la peau. Le
choix, dans le cadre d'Angioskin, d'utiliser une matrice de microaiguilles est
le fruit d'un compromis entre I'e cacie de l'injection, le taux de peretrati  on
de produita l'inerieur des cellules cibles, le coat et la complexie des moyens
employes et, en n, le confort du patient. On se propose dans cette partie d'iden-
ti er le contexte de l'injection transdermique, puis d'enetudier les dierentes
methodes pour peciser l'inerét porea I'utilisation de microaigui lles.

1.1 Le projet Angioskin

L'objectif du projet Angioskin est de eussir le traitement local d'une maladi e
de peau par therapie genique. Letude porte sur le traitement du psoriasis, mais
la nethode pourrait étreetenduea d'autres maladies.

1.1.1 Le psoriasis
Greralies

Le psoriasis est une maladie kenigne de la peau, d'origine mal connue, en
partie geretique. Elle peut étre ceclenctee par plusieurs facteurs dont le stress,
des irritations locales, l'exposition au soleil, certains medicaments.. Cette af-
fection dermatologique touche 2a 3% de la population mondiale. Elle se ca-
racerise par des plaques rouges et bien celimiees, contenant des papules, et
des squames (sorte de petites ecailles de peau). Bien qu'ino ensives, celles-ci
sont inesthetiques.

Le psoriasis se traduit par un renouvellement trop rapide des cellules de
lepiderme. Celles ci se renouvellent en seulement quatrea six jours, au lieu des
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trois semaines habituelles ce qui gerere des in ammations localiees. Les cellules
epidermiques s'accumulenta la surface de la peau et y forment une couche de
pellicules blanches.

Dans sa forme kenigne, le psoriasis se limite au cuir chevelu, aux genoux,
aux coudes, aux pieds, aux mains et, parfois, aux organes genitaux. Dans les cas
graves, il setend et peut gagner la totalie du corps. Cette maladie chronique
evolue de facon tes individuelle, avec des pousses, mais aussi des emissiors
cours desquelles les ksions disparaissent. On dit alors que le psoriasis estaib
chi'. Le epit est de duee tes variable et la emission souvent incompkte. En
l'absence de traitement curatif, il est toutefois possible de matriser le psriasis,
de diminuer letendue des ksions et d'aneliorer la vie des patients.

Il n'existe pas de traitement c nitif ;: actuellement, le traitement consiste
dans un premier tempsa faire disparatre les ksions, puisa appliquer au niveau
des zones psoriasiques de petites quanties de produits dans le but de freiner les
ecidives.

Pour le psoriasis comme pour les tumeurs can@reuses, la croissance est per-
mise par un ptenonene de vascularisation : de nouveaux vaisseaux sanguins
se ceent pour irriguer les cellules prolierantes. On appelle ce pfenonene I'an-
giogerese. Dans le cadre d'Angioskin, c'est sur ceteement que I'on compte agi :
en utilisant un compog anti-angiogenique, on peut empécher la formation de
nouveau vaisseaux sanguins et donc l'alimentation des cellules malades. Plus
peciement, I'objectif est de traiter la peau geretiquement pour lui permett re
de produire elle méme la protine curative.

Tlerapie gnique

La trerapie genique consiste a utiliser du maeriel geretique pour trai ter
une maladie. Concetement, on introduit un gene dans des cellules a n qu'elles
produisent une proeine particulere. Cette prokine pouvant servira remplacer
une protine manquantea l'organisme malade, ou agir activement sur la ma-
die (voir gure 1.1).

Pour faire peretrer le gene dans les cellules, il existe plusieurs nethodes,
dont certaines sont cecrites dans la suite de ce document. La methode la plus
employee aujourd'hui est cependant encore la voie virale : les virus ont naturel-
lement la capacie de migrer et de peretrer dans des cellules cibles de certains
organes pour y introduire leur ADN. On peut donc ajouter au ggnome d'un vi-
rus le gene que I'on souhaite administrer pour ensuite le transmettre aux cellules

Pour Angioskin, on souhaite utiliser un gene codant pour un peptide ayant

des proprees anti-angiogeniques, I'AMEP. Une fois introduit dans les cellules
de la peau, ce gene va permettre aux cellules de produire 'AMEP qui egulera
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Fig. 1.1 { Principe de la trerapie gnique.

la vascularisation de la peau. Lesetudes peliminaires seront ealiges surdes
souris. Le psoriasis n'existe pasa letat naturel chez les souris, mais céaines mu-
tations spontarees ou induites des souris (souris transgeniques), ou l'injedon de
cellules jouant un réle dans le ceveloppement de la maladie peuvent simuler e -
cacement certains aspects de la maladie [1]. On notera que l'exgerimentation ani
male, tout comme l'exgerimentation humaine, est soumisea des eglesethiques
ainsi qua une kgislation speci quea chaque pays [2].

1.1.2 Methode de traitement

Il existe gereralement plusieurs moyens d'atteindre une maladie que I'on
souhaite soigner. On peut en particulier choisir entre un traitement greral,
touchant tout I'organisme, et un traitement local, cibe sur la partie mala de.
Pour le traitement de maladies de peau, le traitement local corresponda une
administration transdermique des nedicaments.

Voie gererale et tlerapie gnique

Dans beaucoup de situations, la voie gererale est la plus simple. La prise
de medicaments par voie orale en particulier ne recessite aucunequipement, ni
aucune aide. Toutefois, ce moyen n'est pas adapta la therapie genique. Bien
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gu'il soit possible, en utilisant un vecteur viral, de epandre dans tout le corps
le medicament, on ne peut se permettre de risquer une modi cation gretique
akatoire au sein de l'organisme. De fait, les traitements en trerapie geniques
sont gereralement ealies ex vivo, sur des cellules eintroduite dans I'or ganisme
apes avoir ee transfecees. Cette raison essentiellement, mais aussile colt
prohibitif des produits utilies en tterapie genique conduit pour des traitements
in vivoa cibler uniqguement l'organe ou la egion du corpsa traiter. Pour le
projet Angioskin, on s'est donc naturellement tourre vers une administration
transdermique.

Application transdermique

L'administration de produits par la voie transdermique pesente de nom-
breux avantages par rapport aux nethodes traditionnelles (voie orale et injec-
tion) [3, 4]. Elleevite les cegradations enzymatiques subies par les nedicamets
administes oralement et est indolore contrairement aux injections. Dans certan
cas, comme celui du projet Angioskin, elle pesente surtout un moyen de mieux
cibler les cellulesa traiter (quand elles se situent dans la peau) ce qui permet
d'aneliorer I'e cacie des traitements et de mieux doser les produits utilies.

L'imperneabilie de la peau pesente cependant une limite rieuse a ce
moyen d'administration de medicaments. En e et, la couche super cielle de
la peau (le 'stratum corneum’) proege e cacement le corps humain contre
toute intrusion exerieure. |l est tes di cile de faire passer des nedicaments en
guantie su sante au travers de cette barrere.

1.1.3 Conclusion

On cherche dans le cadre du projet Angioskina ealiser le traitement genique
d'une maladie de peau. Il y a pour cela deux principales barreresa I'administra-
tion du nedicament : lepiderme, qui fait obstaclea l'application transdermi que,
et la membrane cellulaire, qui fait obstacle a l'insertion du gene dans les cel-
lules, et donca la tterapie genique. On verra dans la suite de cette partie des
nmethodes pour franchir ces deux barreres, puis on pesentera plus en cetails
celles retenues pour le projet Angioskin.

1.2 Administration transdermique

1.2.1 La peau

La peau est l'organe le plusetendu du corps humain, sa surface totale est de
pes de 2 m?, elle repesente environ 10% du poids d'une personne. Elle remplit
des fonctions de protection et d'interaction avec I'exerieur de lI'organisme. Elle
est compose de trois couches : lepiderme, le derme et I'hypoderme (voir gure
1.2).
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Fig. 1.2 { Coupe de la peau [5].

Lepiderme

Lepiderme a chez I'Homme uneepaisseur moyenne de 0,1 mm [5]. C'est la
couche externe de la peau, elle est stratiee. Sur sa face profonde, les cellules ba-
sales se egererent en permanence et donnent naissancea des leratinocytes qui
migrent vers la surface, perdent leur noyau, s'aplatissent et meurent en quelques
semaines. Cette dernere etape fait de la couche super cielle de lepiderme, le
stratum corneum, un tissu tes dense de cellules mortes. C'est cette dernéere
couche qui contribue le plusa l'impermeabilie de la peau; elle est constituee
de 10a 50 couches de cellules mortes dont I'espace intercellulaire est de I'ordre
de 20 nm [6]. Les cellules mortes de lepiderme sontelimirees par nos gestes
quotidiens (frottements des v&tements, toilette...) et sont renouvekes par la
ecereration des cellules basales. Le psoriasis corresponda un ceeglemende
ce cycle qui s'emballe et conduita une surproduction de leratinocytes.

Le derme

Le derme se trouve sous lepiderme. Il est depaisseur variable, en moyenne
quatre fois plusepais que lepiderme, tesepais dans la paume des mains et sur
la plante des pieds, et plutdt mince sur les pauperes. Le derme est fortement
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vascularie et joue un role dans le contréle de la temperature du corps : ilpeut

se gon er de sang chaud (la peau rougit) ce qui permet d'irradier cet exes
de temperature vers l'exerieur; ou le sang peut s'en retirer (la peau blanchit)
lorsque la temperature externe est trop froide a n déviter que le corps ne perde
trop de chaleur par la peau. Le derme assure la nutrition de la peau, c'est aussi
b que se situent les racines des poils, les glandes sudorales et les terminaisons
nerveuses. C'est justement parce que les terminaisons nerveuses ne se situent
gue dans le derme que des microaiguilles qui le peretrenta peine sont indolores.

L'hypoderme

L'hypoderme est sitte sous le derme. C'est un tissu riche en graisse et en
vaisseaux sanguins. Son principal réle est d'amortir les pressions et chocs aux-
guelles la peau est soumise. Il proege egalement l'organisme des variatis de
temperature. Il est particulerement important dans les zones devant supporter
un impact telles que les fesses ou les talons. En revanche dans d'autres zones,
il est quasi-inexistant. Il sert en n de eservoirenergetique pour le reste de la
peau. Sitte trop en profondeur, il n‘est ggreralement pas vie par les sysemes
d'administration transdermique.

1.2.2 Diusion
Moécules et taille

La dimension des mokcules joue un réle important dans leur mobilie et leur
potentiel de peretration dans la peau. On utilise gereralement le Dalton (Da)
comme unie de masse pour caraceriser une mokcule. Un Dalton corresponda
la masse d'un atome d'hydrogene, c'esta dire 1,66:10 27 kg.

Pour I'ADN, on peut aussi utiliser le nombre de paires de base comme unit
de longueur et avoir une dimension caraceristique correspondanta la longueur
de contour des mokcules. On a alors :

{ 1 kbp = 1000 paires de bases

{ 1 kbp =6,1.10° Da

{1kbp=0,34 m

Quelques dimensions :

{ Eau : 18 Da

{ Glucose : 180 Da

{ Insuline : environ 6000 Da

{ ADN Plasmide d'Angioskin : environ 5 kbp soit 30000 Da ou 1,5 m de

longueur

En n, on peutevaluer la taille caraceristique d'un polynere en solution au
moyen de son rayon de giration. Ce rayon donne une dimension approximative
de la mokcule lorsqu'elle est replee sur elle méme, au repos. Pour un polyere
simple, ce rayon de giration peut étreevalie au moyen de la formule 1.1

Rg = aN (1.1)
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Dans cette equation, a est la longueur d'un mononere, N le nombre de
monorneres que contient le polynere et est un exposant dit de Flory qui vaut
0; 588 pour un bon solvant. Pour les mokcules biologiques, comme I'ADN, cette
loi doit étre corrigee en prenant en compte la forme semi rigide qu'elles prennent
en solution. On peut alorsevaluer leur rayon de giration au moyen de lequation
1.2 [7].

Ry :2:Lp:(%) (1.2)

Dans cetteequation, N, correspond au nombre de fragments (dits de Kuhn)
composants la mokcule etL, est la longueur de ces fragments. Cette formule
permet devaluer le rayon de giration de notre mokcule d'’ADN de 5 kpba pes
de 200 nm.

Di usion dans la peau

Le moyen le plus simple de faire passer des medicaments sous la peau consiste

a les laisser di user. Toutefois, tous les composes ne sont pas susceptibles de
traverser le stratum corneuma une vitesse utile. Pour que la di usion soit e ec-
tive, le compog doit avoir une faible masse mokculaire (inerieurea 600 Da),
une bonne solubiliea la fois dans I'eau et dans I'huile, et un coe cient de par-
tage elewe entre membrane et solution ambiante [8]. Le coe cient de partage
repesente la epartition de concentration d'un produit entre deux phases en
contact. Ici, il s'agit de la membrane cellulaire et milieu qui I'entoure. Ces trois
conditions sont remplies par la nicotine par exemple, ce qui peut expliquer l'ef-
cacie de patchs transdermique pour l'administration de ce medicament dans

le traitement de la cependance au tabac.

Peu de mokcules eunissent les proprees recessaires a la peretration de
la peau par diusion. En particulier, les mokcules charges (comme I'ADN)
peretrent tes mal la peau. Mais le facteur le plus limitant pour I'ADN r este
la taille des mokcules. En patrticulier, le plasmide envisag pour Angioskn est
une mokcule cing cent fois trop massive pour traverser le stratum corneum. Son
rayon de giration est de 200 nm, alors que l'espace entre les cellules ai il deait
circuler est de l'ordre de 20 nm. Il n'est donc pas possible de faire di user de
I'ADN plasmide au travers de la peau.

1.2.3 Pro@as chimiques

De nombreuses nethodesa caracere chimique onteeetudees pour obtenir
de meilleurs taux de peretration dans la peau par di usion. On ne cherchera
pas a en faire une etude exhaustive, mais a en pesenter les principales ca-
raceristiques. Le proec le plus simple donnant des esultats est d'augmenter
I'hydratation de la peau, mais il existe aussi des agents chimiques permetid de
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esorganiser le stratum corneum pour y ouvrir des passages jusqu'aux couches
plus profondes de lepiderme.

Hydratation

Le stratum corneum est un tissu tes sec dont la teneur en eau n'est que de
15a 20% du poids du tissu sec [9]. Cependant, ce taux d'hydratation cepend de
I'environnement, et on peut I'augmenter en trempant la peau dans I'eau, en l'ex-
posanta une forte humidie, ou en empéchant levaporation naturelle a u moyen
d'un Im plastique, ou d'un patch occlusif. C'est cette dernere nethode qui,
etant la plus e cace, est gereralement utilisee en clinique. Elle permet d'ame-
ner la teneur en eau du stratum corneum au méme niveau que celle des tissus
inerieurs, soit 400% du poids du tissu sec environ.

L'hydratation du stratum corneum augmente le taux de peretration de la
plupart des substances qu'elles soient hydrophiles ou lipophiles. Les necanismes
conduisanta cette anelioration ne sont pas totalement cetermires. D'un point
de vue mecanique, I'hydratation entrame une dilatation des tissus pouvant
conduirea l'ouverture de passages aqueux au travers du stratum corneum. Chi-
miguement, l'augmentation importante de la quantie d'eau pourrait m odi er
la solubilie d'un compos et augmenter son taux de peretration dans les mem-
branes [9].

Agents chimiques promoteurs de retration

De nombreux agents chimiques peuvent &tre utilis pour aneliorer la di u-
sion de produits dans la peau. Ces agents peuvent interagir de plusieurs maneres
avec le stratum corneum ou le produita administrer; en particulier, ils peuvent
esorganiser les couches cellulaires ou les membranes lipidiques, ou encore cibler
la solubilie du medicament.

Les alcools (tels que lethanol) peuvent servir de solvant pour le medicament
administe. En augmentant la solubilie, ils permettent d'avoir des concentr a-
tions de nedicament plus importantes et donc d'augmenter les gradients de
concentration qui sont les moteurs du pfenonene de di usion. D'autre part, ils
peuvent aussi agir sur la solubilie des tissus biologiques entramant uneelation
du coe cient de partage entre membrane et solution ambiante augmentant en-
core la di usion au travers des membranes.

Les sulphoxides et plus particulerement le dimethylsulphoxide (ou DMSO)
ont pour propree de cenaturer les proeines. Appligwe a la peau, le DMSO
modi e la conformation de la leratine entramant une distorsion des cellules
pouvant ceer des passages pour les produits que I'on souhaite administrer. Les
agents tensioactifs ont aussi un e et sur la leratine [9].
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Enn, de nombreux agents chimiques agissent sur les barreres lipidiques.
C'est le cas des acides gras [10], des surfactants ou encore de l'azone qui est
historiquement la premere mokcule a avoir ee qualiee comme un promo -
teur de peretration dans la peau. Les acides gras et l'azone s'ingrent dans les
membranes lipidiques ai leur pesence cause des defauts ponctuels a ectant la
perneabilie de la membrane. Les surfactants solubilisent leseements lipophiles
et peuvent donc solubiliser des parties des membranes ouvrant ainsi des pas-
sages au travers.

Bien que de nombreux agents chimiques aientek teses,a ce jour, aucun n'a
monte toutes les qualies que I'on peut attendre d'un promoteur de peretrati on
ickal. On attend en e et de ces composants chimiques qu'ils soient non toxiques,
non irritants, non allergisants, qu'ils n‘aient aucune activie pharmaco logique
une fois introduits dans le corps, qu'ils ne laissent pas de marque sur la peau, que
leurs e ets de permeabilisation soient transitoires, mais e caces et de peér ence
unidirectionnels (permettant la peretration, mais pas la perte de composants
de la peau).

D'une manere crerale, il convient de peciser que l'e cacie des agents
chimiques cepend du nedicament que I'on souhaite administrer : il n'y a pas de
promoteur de peretration chimique universel. Il est de plus di cile de savoir a
priori quel promoteur chimique sera e cace pour un nouveau nedicament, ce
qui rend leur usage fastidieux.

Conclusion

Tout comme la di usion naturelle dans la peau, les proedes chimiques pro-
moteurs de peretration n'exploitent que le ptenorrene de di usion pour faire
peretrer un composer dans la peau. Ce ptenonene est tes lent et a pour
seul moteur la dierence de concentration entre I'exerieur et l'inerieur de la
peau. De ce fait, seule une tes faible quantie des mokcules utiliees eretrent
eellement dans la peau. En n, la diusion dans la peau reste tes sensiblea
la taille des mokcules transporees. Les dimensions et les colts de productions
des mokcules d'ADN plasmide rendent ces proedes inadapesa un traitement
geretique.

1.2.4 Proecselectriques
lonophoese

Contrairement aux proecdes chimiques vus peedemment, la ionophoese
n'agit pas sur la pernmeabilie de la peau, mais fournit une force motrice aux
mokcules chargeeselectriqguement. Pour cela, on place uneelectrode & ou l'on
souhaite faire entrer la solution ioniee et on relie une autre partie du corps
la masse. Lorsque I'on applique le courant, les mokcules chargees se metteanh
mouvement. Les mokcules de charge opposea celle de lelectrode pilote sont
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alors repousses vers l'inerieur de la peau. Des mokcules non charges peuvent
alors aussi &tre entrairees parelectroosmose, mais ce ptenornene est faiblcom-
pae au ceplacement des ions.

Pour ce pro@d, on applique un courant faible, inerieura 0,5 mA par cm 2
en continu ou de manere pulee an deviter l'apparition de brolures et d'ir-
ritations. Exgerimentalement, on constate que les cations peretrent mi eux par
cette methode que les anions [11]. Le pH de la solutiona administrer joue un
réle important dans la peretration du composant actif. Les ions pes ents en
solution entrent en cometition lors de la mise en mouvement et les ions H+
etant particulerement petits, ils peretrent plus facilement que le compos ant
actif. D'autre par, un pH trop faible peut provoquer des eactions incesirables
de la peau, et doit aussi &tre ajuse pour assurer l'ionisation du composaractif.

Fig. 1.3 { Syseme delectrodes placesa la surface de la peau : a) Electrode
chargee regativement, b) Electrode d'administration du produit contenant des
ions charges positivement, c)a l'application du courant, les ions charges positi-
vement sont repousses par lelectrode b et peretrent dans la peau.

La ionophoese peut-étre utilie pour I'administration comme pour I'ex trac-
tion de produits de la peau puisque lorsque les mokcules charges positivement
sont repousses par uneelectrode, les mokcules chargees regativement sont alg
extraitesa cette electrode. Une application commerciale de ce principe est en
vente depuis 2002 aux Etats Unis : la Glucowatch. Cette montre, destiree aux
diaketiques, permet de mesurer le taux de glucose dans le sang tes simplement
et de manere totalement non invasive. On remarquera pour cette application
gue le glucose est une mokcule non chargee et que c'est donc parelectroosmose
gue celle-ci est extraite de la peau.

La ionophoese ne jouant pas sur la perneabilie de la peau, elle peut étre
e cacement coupkea d'autre pro@cdes nmecaniques ou chimiques, comme la so-
nophoese [12], ou l'application d'acides gras [13]. Elle permet aussi de ctdler
le taux de peretration ou d'extraction des produits par le biais de la duee ou
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de l'intensie du courant appligie. C'est toutefois un proed relativemen t lent
qui ne peut que di cilement faire peretrer de grandes mokcules dans la peau.
En e et, une application trop intense du courantelectrique peut provoquer une
brolure ou des ksions egeres de la peau [14].

Magretophoese

Tout comme la ionophoese, la magretophoese est une nethode servanta
favoriser la peretration de mokcules dans la peau en ajoutant une force mo-
trice suppementaire aux forces de di usion. De méme encore, cette nethode
fonctionne sur des mokcules aux proprees particuleres : les mokcules dia-
magretiques. Une substance diamagretique est une substance qui, place dans
un champ magretique, s'aimante en sens inverse. Ainsi, les substances dia-
magretiques tendenta seloigner des maximum d'intensie du champ magretiq ue
et donc ces substances sont pousses vers l'inerieur la peau lorsqu'elles sontlso
misesa un champ magretique exerieur.

De méme que l'ionophoese ai un transport de mokcules non charges peut
&tre obtenu parelectroosmose, un pkenonene identique peut &tre obsene avec la
magretophoese. En e et, I'eau est diamagretique, elle est donc ceplace sous
I'e et d'un champ magretique. Elle peut alors par magreto-osmose entramer
avec elle d'autres mokcules.

L'e cacit de cette methode aet montee en utilisant de l'acide benzoque
comme mokcule test [15]; toutefois, la magretophoese reste un proee peu
etude et sans doute peu e cace.

Conclusion

Les proedeselectriques d'administration transdermique ont de nombreuses
qualies qui ont permis d'aboutira des objets commerciaux particulerement
innovants. Leur principal inerét est de ne pas agir sur la perneabilie de la
peau, mais de fournir une force motrice aux mokcules que l'on fait peretrer.
Seules, elles ne peuvent toutefois atteindre les couches profondes de la peau
que di cilement, ou tes lentement. Leur e cacie est de plus, comme pour les
proeces chimiques, sensible a la taille des mokcules transporees, ce quiés
rend inadapesa l'administration de solution d'’ADN.

1.2.5 Pro@aes necaniques

Si la peau pesente une trop forte opposition a lI'administration trans der-
mique, il est possible d'agir necaniquement dessus pour la cestructurer, la per-
cer ou méme en retirer une partie. Plusieurs methodes pour parvenira ces
esultats sont pesentes dans cette partie.
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Ablation du stratum corneum

Puisque le stratum corneum constitue la barrere etanche qui s'opposea la
peretration transdermique, une methodeevidente d'anelioration de la pen etra-
tion consistea le retirer, ou du moinsa en eduire lepaisseur. Il existe pour cela
plusieurs pro@ds; en particulier I'utilisation d'une sorte de ruban adtesif [ 16]
ou l'ablation laser [17]. Apes que le stratum corneum aitet ainsi tra ie, les
nmedicaments peretrent plus facilement par di usion dans la peau.

Si l'ablation laser recessite un maeriel lourd et orereux, l'usage de ruban
adresif esta la fois simple et e cace pour retirer le stratum corneum. Il su't
de coller le ruban sur la partie de la peaua ogerer puis de le retirer, arrachant
de la sorte une partie des cellules de la peau. En ogerant plusieurs fois (environ
guarante [16]), on peut retirer une partie signi cative du stratum corneum.
L'inerét principal de cette nethode est qu'elle peut étre envisagee en addition
de n'importe quelle autre pour eduire la barrere que repesente le stratum
corneum.

Pecage de la peau

Sans aller jusqua retirer le stratum corneum, il est possible d'augmenter
la perneabilie de la peau en y percant de petits trous. Pour cela, on peut se
servir d'une matrice de micropointes que l'on presse contre la peau puis que
I'on retire [18], ou encore projeter des particules au travers d'un masque a n de
graver les trous dans la peau [19]. Ces deux nmethodes conduisenta une nette
diminution des proprees de barrere de la peauevaliee soit par I'augment ation
d'un facteur mille de la perneabilie de la peau [18], soit par une diminution de
sa esistivie [19]. Dans un cas comme dans l'autre, 'augmentation, méme d'un
facteur mille, de la permeabilie de la peau ne constitue pas une solution pour
I'administration d'une solution d'ADN.

Des micropointes peuvent toutefois étre enduites de la solutiona administrer
avant l'insertion. Cela permet de la faire geretrer directement avec les aiguiles,
sans compter sur la diusion pour \ehiculer le medicament [20]. On a donc
une meilleure proportion de produit qui peretre dans la peau, ce qui limite le
gaspillage. Pour ce pro@de, le nedicament est administe sous une forme sche,
ce qui limite sa solubilie et donc sa propensiona se epartir dans les tissis. Ce
n'est donc pas une nethode iceale pour un traitement de la peau, elle est plutot
destiree a un traitement greral ai I'on souhaite faire passer le medi cament
dans le sang.

Sonophoese

La sonophoese (ou phonophoese) est une methode de perneabilisation de la
peau base sur I'utilisation d'ultrasons. On utilise pour cela un gererateur d'ul-
trason ®epae de la peau par un milieu de couplage. Les puissances appliqlees
sont de I'ordre d'un Watt par centirretre carea une fequence de 20kHz [21, 2 2],
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les pressions mises en jeu sont gereralement comprises entre 1 et 5 Bars [2Bh
sonophoese peut aussi étre appligleea la corree lors du traitement de mahdies
oculaires [24].

La sonophoese grere un pkenonene de cavitationa la surface de la peau.
La cavitation est un prenorrene physique qui se manifeste dans un liquide sou-
misa des variations importantes de pression. Localement, la pression dimilie en
dessous de la pression de vapeur saturante ce qui nenea la formation de bulles.
En particulier, ce prenonene se produit lorsque qu'un liquide est soumisa des
ultrasons : des cavies gazeuses micronetriques se forment et implosent violem
ment entramant localement des hausses de pression et de temperature dans le
liquide. L'e ondrement de ces microbulles ouvre localement les membranes des
cellulesa proximie (gure 1.4).

Fig. 1.4 { E et des ultrasons sur les cellules de la corree.

Comme il ne s'agit que d'une methode d'anelioration de la perneabilie
de la peau, elle ne permet pas de faire peretrer des mokcules de tes grande
taille. Samir Mitragotri [25] pesente des esultats pour des mokcules de 130
et 5000 Da (respectivement manitol et inulin) et rapporte une anelioration de
la perneabilie d'un facteur 33 (manitol) et 20 (inulin) ; mais pour de gros ses
mokcules dont le taux de peretration dans la peau est tes faible, voire nul,
l'augmenter d'un facteur dix ou vingt ne permettra pas d'obtenir un transfert
signi catif dans la peau.
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Onde photonecanique

L'application d'une tes forte pression pendant un temps tes court permet
d'augmenter la perneabilie de la peau. Pour ealiser cela, on utilise une source
laser de forte puissance pour envoyer une impulsion de forte intensie sur une
cible. On peut ainsi obtenir une onde de pression allant de 300a 1000 bars
pendant une duee allant de cent nanosecondesa une microseconde environ.

Fig. 1.5 { Sctema de l'application d'onde photorrecanique

La transformation de lenergie lumineuse du laser en une onde de pression
nmecanique est gereralement obtenue par ablation d'une cible posea la surface
de la peau. Dans ce cas, les radiations du laser causent la desinegration de la
cible quiejecte de petites particulesa une vitesse supersonigue de sa face insoke
(voir gure 1.5). La pression induite cepend alors des caraceristiques de I'onde
lumineuse emise (temps et intensie). Dans ce pro@d, c'est action directe de
I'onde de pression qui modi e la perneabilie de la peau.

Comme il ne s'agit encore que d'une nethode de perneabilisation de la peau,
elle n'est pas non plus adaptea l'administration d'ADN plasmide. Elle permet
toutefois de faire peretrer des moécules de relativement grande taille. Ainsi, des
mokcules de 40 kDa (dextran) peuvent peretrer jusqua 40 m sous la surface
de la peau [26] et des billes de latex de 100 nm peretrent lepiderme [23]. Des
mokcules de plus petite taille (insuline) peuvent aussi geretrer jusque dans le
sang. C'est un proec totalement indolore, qui endommage le stratum corneum
temporairement. Le principal cefaut est le magriel recessaire : il est codteux et
encombrant, totalement improprea un usage domestique.
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Les microaiguilles perees

La nethode la plus intuitive pour faire passer un produit dans la peau est
sans doute la eduction a lechelle de la peau du moyen d'injection univer-
selle qu'est l'aiguille peree. Pour cela, des microaiguilles agenees en mate,
peuvent étre utilisees. Le proec est simple : la matrice d'aiguilles est planee
dans la peau, et le produit peut-étre injece au moyen d'une simple seringue,
commea lechelle macronetrique.

Les microaiguilles pesentent de multiples ineréts pour lI'administratio n trans-
dermique. Tout d'abord, elles sont indolores car elles ne peretrent pas les couches
profondes de la peau, & a1 se trouvent les terminaisons nerveuses. Ensuite, les
cegats caussa la peau sont uniguement necaniques : des trous hombreux mais
de petites tailles qui se esorbent rapidement. En n, elles permettent d'injecter
e cacement une quantie importante de produit sans pour autant en gaspiller
beaucoup.

Cette nethode toutefois n'en est qua ses tebuts et pesente aussi des dif-
cules : les microaiguilles risquent de se casser dans la peau, ou simplement
de ne pas la percer rendant toute injection impossible. D'autre part, l'injec-
tion au travers d'une matrice de microaiguilles est di cilea contréler au niveau
de chaque aiguille. Pour parvenira injecter une méme quantie de produit au
travers de chaque aiguille, il faut alors pevoir un syseme de distribution adapt.

Conclusion

Les maneres d'agir mecaniquement sur la peau sont tes varees, et n'ont pas
ek toutes exposes ici. Certaines, comme les ondes photomecaniques recessitent
un appareillage tes lourd, tandis que pour d'autres, un simple scotch est uti-
lie. D'une manere gererale, toutes ces nethodes n'apportent pas de meilleurs
esultats que les proecdes chimiques et electriques; en particulier pour I'ad-
ministration de mokcules de tes grande taille. Seule l'injection au travers de
microaiguilles fait exception. Ce dernier proed: permet non seulement de faire
passer des mokcules de grande taille au travers de la peau, mais il garanti asis
et surtout une utilisation optimale du produit puisque tout ce qui est injece
traverse e ectivement la peau. C'est donc cette dernere nethode qui aee re-
tenue pour administrer I'ADN plasmide dans le cadre du projet Angioskin. Les
microaiguilles sont pesentes plus en cktail dans la partie 1.4.

1.3 Transfert d'ADN

Une fois franchie la barrere de lepiderme, 'ADN doit &tre introduita | ‘ine-
rieur des cellules pour pouvoir s'exprimer. On doit pour y parvenir avoir recours
a un proece permettant aux moecules d'’ADN de traverser la membrane plas-
mique entourant les cellules.
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1.3.1 La cellule

La cellule est l'unie structurale et fonctionnelle constituant tout ou partie
d'un etre vivant. Il en existe deux types distincts : les cellules eucaryotes dont
le noyau est isok du reste de la cellule par une membrane plasmique, et les
cellules procaryotes, plus primitives (bacteries par exemple) dont le noyau n'est
pas isok. Une cellule est composea 70% d'eau et contient plusieurs organelles
qui assurent son bon fonctionnement. On distingue essentiellement trois parties
de la cellules : la membrane, le noyau et le cytoplasme.

Fig. 1.6 { La cellule

La membrane plasmique

La cellule est contenue dans une membrane essentiellement constitlee de
lipides. Cette membrane sert principalementa controler lesechanges de la cellule
avec l'exerieur, et de ce fait, elle constitue une barrere a I'assimilati on des
solutions medicamenteuses. Dans les cellules animales (eucaryotes), le noyau est
aussi entoue d'une membrane.

Le noyau

Le noyau contient le maeriel geretiqgue de la cellule, assure la transmisson
des caractres teeditaires et joue un réle important dans le netabolisme cellu-
laire, notamment dans la egulation de la synthese des protines. Il contiert la
chromatine (un nelange d'ADN et de prokines) et le nuckole qui est le lieu de
syntrese de I'ARN.

Le cytoplasme

On designe par cytoplasme tout le contenu de la membrane plasmiquea I'ex-
ception du noyau. Il est essentiellement constitie d'eau et contient les organelles
de la cellule (c'est a dire, les mitochondries, I'appareil de Golgi, les lysosomes.
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1.3.2 Structure de la membrane plasmique

La membrane cellulaire est constitiee principalement d'une bicouche lipi-
dique. Ces lipides sont des mokcules comprenant une t&te polaire (hydrophile)
et une queue apolaire (hydrophobe). En milieu aqueux, ces lipides s'organisent
pour eduire les contacts entre leur partie hydrophobe et la solution environ-
nante. lls peuvent ainsi prendre la forme de micelle en formant une sprere de
tetes hydrophiles isolant les queues hydrophobes, ils peuvent aussi former de
petites poches appekes liposomes ou en n, une membrane pouvant envelopper
une entie plus vaste comme la cellule ( gure 1.7).

Fig. 1.7 { Agencement des lipides en bicouches

Cette structure esta l'origine du réle de barrere de la membrane plasmique.
En e et, la egion hydrophobe centrale constitue une barrere infranchissable
pour les substances polaires et les substances charges electriquement comme
les ions, méme celles de petite taille. Toutefois, les mokcules neutres, comme
I'eau, peuvent traverser lentement une bicouche lipidique et les mokcules apo-
laires la traverse facilement.

Une structure seulement constittee d'une bicouche lipidique serait instable.
En e et, les composants de la bicouche lipidique ne sont pas les de facon co-
valente, ils peuvent se deplacer librement dans celle-ci, mais en restant sur une
méme face. Des mouvements de translocation d'un c6ta l'autre de la bicouche
sont possibles, mais rares.

Dans une membrane cellulaire se trouvent aussi des glucides et des protines

pour garantir d'une part la stabilie de la structure et d'autre part permettr e les
diversechanges recessaires au bon fonctionnement de la cellule. En particulier, la
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epartition des glucides et protines engendre un potentiel transmembranaire de
l'ordre de 60 mV participanta la stabilie de la membrane. L'inerieur est charge
positivement, I'exerieur regativement. Dierents proedes peuvent per mettre

a de grosses mokcules de traverser cette membrane. On peut par exemple avoir
recoursa un pro@c chimique ouelectrigue, comme pesent dans la suite de
ce manuscrit.

1.3.3 Transfection chimique : les liposomes

Les liposomes sont des \esicules spteriques dont le centre est occupe par une
cavie aqueuse et dont I'enveloppe est constittee de phospholipides agenes en
bicouche, comme pour la membrane plasmique des cellules (voir gure 1.7). lls
constituent donc de grosses patrticules polaires. Ces \esicules peuvent servira
encapsuler les nmedicaments an de les transporter. lIs pesentent une a nie
particulere pour les parois cellulaires; ils sont en particulier capables de fusio-
ner avec les membranes, ce qui permet de likerer dans la cellule les composes
actifs encapsuks dans les liposomes ( gure 1.8).

Fig. 1.8 { Administration intracellulaire avec un liposome

Pour un traitement transdermique, les liposomes peuvent étre appliqwes di-
rectement sur la peau. Du fait de leur grande taille, et malge leur souplesse et
leur mobilie [8, 27], on ne peut que di cilement les faire geretrer profond ement.
D'autre part, ils ne sont pas aussi e caces que les vecteurs viraux pour la
transfection [28] et leur peparation recessite une etape d'encapsulation de la
mokcule qui peut étre celicate.

1.3.4 Electroporation

Lelectroporation consistea rendre les membranes cellulaires plus pernmeables
par l'application d'un champelectrique [29]. La gure 1.9 pesente un sclema
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de principe de ce proed [30]. Ce proed permet de faire peretrer des sub-
stances nedicamenteusesa l'inerieur des cellules, permettant ainsi de diminuer
le dosage des traitements en aneliorant leur assimilation et leur ciblage. €ci
est particulerement kere que dans le cas de traitements lourds comme celui du
cancer.

Fig. 1.9 { Sctema de lelectroporation [30]

C'est un proec dont I'e cacie est cemontee pour I'application de pro-
duits par voie transdermique [3] sans méme utiliser de microaiguilles pour &m-
chir le stratum corneum comme c'est envisage dans le projet Angioskin. Contra
rementa la ionophoese qui est un proed moteur, lelectroporation est un
proed de perneabilisation des membranes cellulaires et donc de la peau.

On utilise comme pour la ionophoese deuxelectrodes, mais par I'applica-
tion de contrainteselectriques dierentes, on obtient un mecanisme dierent. Les
pulsationselectriques appliglees sont de haut voltage et de tes courte duee ( s
ou ms) gererant des champselectriques de plusieurs centaines de volts par cen-
tinetre care. A I'application du champelectrique, on modi e la epartiti  on des
charges dans le cytoplasme des cellules et donc le potentiel transmembranaire.
Cette modi cation engendre une instabilie de la membrane qui se traduit par
I'ouverture de pores. Si on ne cepasse pas un certain seuil (cependant de la taille
de la cellule et de I'ordre de 500V.cm?* pour une cellule de 20 m de dianetre)
cette ouverture est eversible et la membrane retrouve naturellement sa struc-
ture initiale une fois la epartition des charges revenue a la normale. Dans &
cas contraire, la membrane se disloque de manere ireversible et la cellule meer

Les forts courantselectriques induits lors de lelectroporation sonta | 'origine
de son principal cefaut. lls causent en e et une contraction des muscles rendant
le traitement inconfortable, voir douloureux. Poureviter cet e et incesirable, il
faut limiter les dimensions du syseme. On peut ainsi conserver la valeur des
champselectriques tout en diminuant la tension appliquee. En particulier, I'ar-
ticle [31] pesente un eseau de micraelectrodes permettant uneelectroporation
de la peau indolore. De ce fait, Ielectroporation est un proec favorie par la
miniaturisation.
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L'un des principaux attraits de lelectroporation est que son mode d'applica-
tion peut tes simplement étre coupka un proec tel que l'ionophoese [3 2]. En
pratique, dans un processus delectroporation, on peut appliquer une ou deux
pulsations electriques de forte intensie pour ouvrir les membranes cellulaires,
et poursuivre avec une rie de pulsations electriques plus faibles destirees a
eplacer parelectrophoese, ouelectroosmose les nedicaments vers l'inerieur
des cellules [33].

1.3.5 Conclusion

Bien qu'elles n'aient paset pesenees dans cette partie, il existe de hom-
breuses methodes, speci quesa I'ADN, pour peretrera l'inerieur des cellules.
Les plus e cacesa ce jour sont virales et ne sont pas adapeesa un traitement
in vivo. Parmi les methodes non virales, lelectroporation est tes pro metteuse
et permet tes simplement de localiser le traitement, entre leselectrodes [34]

Dans le cadre du projet Angioskin, il a doncee cecick de ealiser un couplage
microaiguillesklectroporation pour assurer la peretration de la so lution d'ADN
a linerieur des cellules de la peau. De cette manere, les microaiguilles per-
mettent de franchir la couche externe de lepiderme tandis que lelectroporation
ouvre les membranes cellulaires pour permettre la peretration du produit a
l'inerieur des cellules cibkes.

1.4 Syseme d'injection

Les microsysemes en gereral, et les microaiguilles en particulier commencent
a trouver de nombreuses applications dans le domaine de I'administration de
medicament [35]. L'un des principaux attraits de l'injection au travers de mi-
croaiguilles est que, contrairementa toutes les methodes jouant sur la perneabi
lie de la peau, ce n'est pas uniquement une faible quantie du produit utilise
qui peretre eellement dans la peau, mais sa totalie. C'est cette raison, ap-
puyee sur le colt tes important des produits employes en tterapie gnique,
gui a conduita choisir une injection au travers de microaiguilles : on cherche ici
a obtenir une optimisation du traitement en terme de quantie de produit utilis e.

1.4.1 Fabrication des microaiguilles
Dierents concepts de microaiguilles

Les technologies de microfabrication de MEMS (Micro Electro Mechanical
System) permettent de paralkliser massivement les geonetries corcues. Une
fois un motifeementaire e ni, celui-ci peut alors aiement étre epliqu e et as-
sembé en matrices de toutes tailles. Les travaux portant sur la ealisation de
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microaiguilles par le biais de ces technologies ont donc naturellement ceve vers
la ealisation de matrices de microaiguilles.

Suivant la manere dont on travaille le wafer, on peut epartir les aigui lles
sur toute une surface [18, 36, 37] ou seulement les aligner en peigne [38, 39].
Les aiguilles ealises paralelement au plan du wafer, qui ne peuvent qu'etre
aligrees, sont gereralement plus grandes et plus complexes que les aiguilles nor-
males au plan du wafer pour lesquelles les contraintes de fabrication imposent
une certaine simplicie.

Un grand nombre de travaux ont merea la ealisation de nombreuses formes
de microaiguilles en faisant varier les proedes de fabrication. On distingueles
aiguilles perees des aiguilles non perees. Les aiguilles non perees ont et
corcues pour faire des microtrous dans la peau [18] a n de faciliter le passage
de produita travers lepiderme, ou pour servir delectrodes et ealiser un contact
intracellulaire [36] par exemple. Les aiguilles perees sont en revanche destias
au pekvement [37] oua l'injection [38] de produits dans les tissus.

Aujourd'hui, des sysemes d'administration de produits par voie transder-
migue utilisant des aiguilles non perees commencenta étre commercialies @
syseme Macro ux d'Alza par exemple [40]). En revanche, les microaiguilles
per@es netant pas encore bien matriees, elles restenta ce jour des objets de
laboratoire.

Dimensionnement

Le dimensionnement des microaiguilles est gouverre par troiseements ma-
jeurs : tout d'abord, les aiguilles doivent &tre su samment longues pour feret rer
la peaua la profondeur requise (de 150a 500 m), ensuite, le rapport de forme
de ces aiguilles doit permettre la perforation de lepiderme en limitant la force
d'insertion, en n, les aiguilles doivent étre su samment solides pour ne pas se
briser lors de l'insertion. Elles doivent donc étre e kes, ou biseauees, mais suf-
samment large pour supporter des e orts radiaux importants (soit pes d'une
centaine de micronetrea la base).

Desetudes ontee merees a n de pevoir le comportement mecanique des
aiguilles lors de leur insertion dans la peau [41]. La force recessaireaifisertion
d'une microaiguille aux dimensionsetudees varie entre 0.1 N et 3 N et semble
toujours inkrieure aux contraintes de rupture maximales tokees par les ai-
guilles. Toutefois, I'insertion en bloc d'une matrice d'aiguilles est beaucoup plus
contraignante car les e orts appligues se epartissent entre toutes les aguilles
divisant ainsi la force d'appui. De plus, la densie d'aiguille joue alors un role
important dans la peretration : si les aiguilles sont trop proches, la peau ne peut
plus se ceformer et les contraintes deviennent alors insu santes pour permettre
le percage (on peut appeler cela 'l'e et Fakir').
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On notera qu'il existe des nethodes, autres que topologiques, pour aneliorer
la peretration des aiguilles dans la peau. En particulier, I'application de vi-
brations ultrasoniques permet de eduire ces e orts de peretration [42]. Cette
nmethode, ainsi que I'emploi d'une force d'impact onteeetudees par lequipe en
charge de la ealisation des microaiguilles du projet Angioskin. Cesetudes on
nalement aboutita la ealisation d'un syseme d'insertion vibrant (une  sorte
de pistolet) devant aneliorer le taux de peretration des aiguilles dans la peau.

Les aiguilles d'Angioskin

Les aiguilles du projet Angioskin sont ceveloppees au laboratoire FEMTO-
ST (UMR CNRS 6174). Elles ont la particularie de devoir servir d'une part
d'aiguilles pour l'injection et d'autre part delectrodes pour lelectroporati on.
Pour permettre une bonne distribution du champ electrique dans lepiderme
lors de Ilelectroporation, ces aiguilles doivent donc avoir une forme egukre.
Elle ne peuvent étre pyramidales ou coniques comme le sont la plupart des mi-
croaiguilles existantes, ce qui ajoute une contrainte importante concernanteur
solidie. D'autre part, ces aiguilles doivent étre perees pour permettre l'injec-
tion du produit dans la peau. Elles ont donc la forme de cylindres creux ( gure
1.10).

Fig. 1.10 { Aiguille d'Angioskin.

Du point de vue technologique, ces aiguilles sont eali®ees dans du silicium
au moyen d'un proec de DRIE (Deep Reactive lon Etching). Il s'agit d'un
proede de gravure che permettant d'obtenir des motifs avec de grands rap-
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ports d'aspects. Les cktails de ce pro@de sont pesenes en annexe (partieA.2.2).
Elles sont ensuite recouvertes d'or a n de pouvoir remplir leur role delectrodes.
Concetement, pour traverser lepiderme, les aiguilles devaient initialement me-
surer au moins 300 m de long (longueur pevue pour des tests sur les souris),
pour un diametre exerieur de pes de 100 m. Ce rapport de forme nétant pas
tes important, les aiguilles doivent étre biseautes pour pouvoir percer la peau.

L'experience a monte au cours de I'avancement du projet que les aiguilles de
300 m de long, facilement ealisables, netaient pas su santes pour transpercer
la peau. Leur conception est donc enevolution permanente en vue de parvenira
une solution e cace. Toutefois, 'augmentation de la taille des aiguilles pesente
de nombreuses di cules de fabrication avec les technologies utilies. D'autres
technologies, plus orereuses, sont actuellement envisagees en paralele an de
disposer au plus tot de prototypes exploitables.

1.4.2 Les microseringues

Dans le cadre de l'utilisation d'aiguilles perees, il faut ealiser un syseme
cedea la manipulation des petites quanties de liquide devant étre injecees au
travers des aiguilles. Suivant la complexie de ce syseme, on pourra contofer
ou non les paranetres de l'injection ; en particulier la quantie de produit inject e
et l'uniformie de l'injection.

Les sysemes de distribution micro uidiques

Realiser un syseme de distribution micro uidique ne repesente pas un c
technologique en soi. Une imprimantea jet d'encre peut ealiser et positionner
des millions de spots de quelques picolitres en une seconde. Cette technologie
a d'ailleurs et adapee a la distribution de produits eactifs pour permett re
de paraltliser des tests chimiques [43]. Pour des applications pharmaceutiques,
d'autres sysemes permettant de disposer une matrice de gouttes sur une surface
plane existent cep dans le commerce; le robot ChipWriterPro™ de VIRTEK
est I'un des plus epandu pour cette tache.

Des microsysemes ont aussiet cees pour ceposer des microgouttes tout
en alegeant la technologie employee par ces robots. La solution la plusetgante
consiste a exploiter les forces capillaires en tamponnant la surface de travhi
avec une matrice de micro-tampons [44]. Tous ces sysemes ne sont toutefois
corcus que pour ceposer un certain nombre de microgouttes sur une surface
plane, et les volumes concerres ne sont pas toujours extensibles aux quanties
a manipuler pour une administration de medicaments.

Tout ces sysemes ne permettent toutefois qu'une injection "dans l'air" des
produits manipuks. La peau pesentea la fois une esistance importante et une
inhomogereie qui recessitent un traitement tes dierent. De fait, bien  peu de
travaux pesentent l'inegration d'un syseme micro uidiquea une matri ce de
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microaiguilles. Quelques travaux ont pores sur l'inegration d'un systeme mi-
cro uidiqgue complexe avec une aiguille unique [45] voir avec plusieurs aiguilles
aligrees [46]. L'injection d'insuline pour les diatetiques se fait d'ailleurs au-
jourd’hui au moyen de sysemes miniaturiees permettant au patient, gracea
une micropompe, de s'injecter la quantie de nmedicament requise. Toutefois, le
controle de l'injection au travers d'une matrice d'aiguilles plane est aujourdhui
encore un terrain de recherche vierge.

Injection dans la peau

Le moyen le plus simple de faire passer un liquide au travers d'une matrice
d'aiguilles est d'adaptera I'ensemble de la matrice un eservoir unique. On peut
ensuite tenter de contréler les paranetres d'injection au moyen d'une approche
treorique : connaissant le dianetre interne des aiguilles et la pression apptiLee,
on peut ceterminer le aebit de l'injection et donc le volume que I'on injecte.
L'article [47] pesente une approche theorique et experimentale de ce calcul.
Pour un cebit e, plus il y a d'aiguilles, plus la pressiona appliquer est faible.
Pour une matrice de 8 aiguilles de longueur 200m et dianetre inerieur 40 m,

il faut appliquer 20 kPa pour un cebit de 1000 |.min 1.

Toutefois, cette approche ne fonctionne bien que pour une injection dans
I'air. Pour une injection transdermique, la esistance de la peau devrait étre
prise en compte. Dans l'article [48], la matrice de huit microaiguilles decite
dans l'article [47] est colee a I'extemie d'une seringue et est utilie p our in-
jecter un produit dans la peau (du Methyl Nicotinate : ce produit induit une
dilatation des vaisseaux sanguins que I'on peut ensuite cetecter en mesurant
les u x sanguins dans la peau) . Ce syseme permet d'injecter dans la peau
1 I de produit en trente secondesa une pression d'un demi bar environ. Cela
repesente une dierence de plusieurs ordres de grandeur sur le cebit par rap-
porta l'injection dans l'air, ce qui cemontre bien que la esistance de la p eau
est le facteur limitant en terme de vitesse d'injection.

D'autre part, la peau n'est pas un maeriau homogene, et toutes les aiguilles
d'une matrice ne la perce pas de la m&me mangere. De ce fait la esistancea lIi-
jection n'est pas la méme pour chaque aiguille. En particulier, la manere dontla
peau est comprinee au niveau de chaque aiguille a une importance consicerable
sur le cebit du liquide injecke au travers de cette aiguille [49]. Dans le cas dune
epartition non uniforme des esistances hydrodynamiques dans un circuit mi-
cro uidique, le produit injece passe en majorie par les chemins pesentant
la esistance la plus faible. Ceci implique qu'il est impossible de garantirune
injection de produit uniforme sur toute une matrice de microaiguilles avec un
syseme a eservoir unique. Ainsi, pour obtenir un controle de la distributi on
d'un uide au travers de I'ensemble des aiguilles, il faut assurer ce contréle au
niveau de chaque aiguille.
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Controle des volumes manipués

Il existe quelques nethodes qui permettent de controler les volumes injeces
par des microsysemes. Le plus simple est de jouer sur le volume d'un eservoir
que l'on vide totalement. Ainsi, dans l'article [50], la quantie de pro duit in-
jecee est cetermiree par le volume interne des micropipettes. Cette nethode
ne permet pas de faire varier les quanties injecees mais a l'avantage d'éte tes
simplea mettre en place, et a doncee choisie pour la ealisation du syseme
de distribution d'Angioskin.

Il est possible aussi de ealiser une seringue permettant d'injecter un volume
variable en exploitant la dilatation thermique contréke d'un magria u speci que.
Le mercure par exemple a un coe cient de dilatation thermique important : si
on augmente de 10la temperature d'un millilitre de mercure, on augmente son
volume de 17 microlitres. Ainsi, l'article [51] pesente une seringue expldant la
dilatation du galinstan (un alliage netallique liquidea tempgeratur e ambiante).
Contrairement au mercure, cet alliage n'est pas toxique et leur syseme permet
d'injecter de manere controke des volumes de l'ordre du femtolitre.

Le syseme d'injection d'Angioskin

Dans le cadre d'Angioskin, plusieurs fonctions doivent étre assuees par le
syseme d'injection. Tout d'abord le syseme doit assurer l'injection d'une q uan-
tie donree de produit au travers d'une matrice de microaiguilles tout en ga-
rantissant I'uniformie de l'injection sur I'ensemble de la matrice. On doit ainsi
pourvoir contréler le volume injece au travers de chaque aiguille. En n, I' ADN
ne doit pas étre cenatue lors des manipulations du syseme.

Concetement, l'objectif a atteindre par le prototype est d'injecter 10 |
d'une solution d'ADN au travers d'une matrice de cent microaiguilles eparties
sur un centinetre care. L'injection doit &tre uniforme sur la surface de la peau
car le traitement genigue ne peut étre e cace que si des cellules sont transfecees
sur toute la surface de peau malade ; et naturellement, I'ADN doit arriver intact
a l'inerieur des cellules pour pouvoir s'exprimer.

Pour des raisons d'hygene nedicale, le syseme d'Angioskin est corcu pour
@trea usage unique. Apes chaque utilisation, I'ensemble compos de la matice
de microaiguilles et du syseme d'injection doit étre chang. D'un point de vue
nancier, le co0t du produit manipuk est a priori pluselee que celui du syseme
d'injection. Aussi, méme s'il est bon de gardera I'esprit les cotts de fabricaton
du syseme complet, on prétera une attention particulere aux pertes de produit
a l'inerieur de ce dernier. Le gaspillage de produit peut &tre eduit en limitan t
le nombre de manipulations que l'on fait avec et d'autre part, en veillanta ce
qu'il n'y ait pas de pertes trop importantes de produit dans le syseme.
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Pour assurer l'injection de la quantie de produit voulue, I'approche choisie
est de vider compktement un eservoir d'un volume donre. D'autre part, pour
assurer l'uniformie de l'injection, chaque aiguille a son propre eservoir. Cette
approche, indispensable pour garantir une injection uniforme, pose probeme
visa vis de la limitation des pertes de produit. En e et, les pertes sont fata-
lement plus elevees dans un eseau d'une centaine de chambres que dans un
eservoir unique. Il faut de plus pevoir une nethode e cace pour remplir les
cent eservoirs tout en limitant encore les pertes de produit.

Concevoir et fabriquer des solutions techniquesa ces dierentes exigences
constituent la majeure partie de ce travail de these. Le syseme complet et
sa ealisation sont decrits plus en cetail dans le troiseme chapitre. Avant de
cevelopper le cetail de la conception de ce syseme, il est important de pesenter
les particularies des ecoulements dans les microcanaux. Ceci fait I'objet du
prochain chapitre a1 une attention particulere est poreea la circulati on des
mokcules d'’ADN.
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Chapitre 2

La necanique des uides en
milieu con re

Ce travail de these est cente sur la ealisation d'un syseme micro ui dique
a n de permettre l'injection d'une solution d'ADN au travers d'une matrice de
microaiguilles. On s'ineressera dans ce chapitrea la necanique des uides dans
le cadre de ce type d'application ; c'esta direa la necanique des uides dans les
microsysemes et plus particulerement au cas des suspensions d'’ADN. Dans ce
contexte, la taille et les proprees necaniques des mokcules transporees par le
uide a une grande in uence sur le comportement de la solution.

2.1 Gereralies

2.1.1 Rappels de necanique des uides

Lesequations pesenees dans cette partie correspondenta une description
eukrienne desecoulements, comme on le fait gereralement en necanique des
uides. Dans une description eukrienne, on ¢ nit unecoulement par la vitesse
du uide en tout point du etrentiel. Cette description s'opposea la descriptio n
lagrangienne qui consistea suivre les particules dans leur mouvement et donc
ck nit le mouvement des objets par leur positiona tout instant. La description
lagrangienne est mieux adaptea la necanique du solide.

Equation de conservation de la masse dans unecoulement

Lequation de conservation de la masse (appeke aussiequation de continug)
traduit le fait que si I'on consicere un volume quelconque dans unecoulement,
la masse de uide entrant dans ce volumea chaque instant estegalea la mass
sortant. De ce fait, la masse totale de ce volume ne varie pas. Cette emtion
peut secrire de deux manere dierentes 2.1 et 2.2 :
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@+div ¥ =0 (2.1)

@t
d + divv=0 (2.2)
dt - '

Dans cesequations, est la masse volumique du uide etv est la vitesse
d'unekment de uide. Pour un uide incompressible, la masse volumique est
constante (d=dt=0). Lequation de conservation de la masse se eduit alorsa

2.3:

divv=0 (2.3)

Equation de la dynamique des uides

Dans le cas greral, un ecoulement est cecrit par lequation bilan de la
guantie de mouvement 2.4,

¥ :
%t+ (vgradyy= :f~ gradp+div( ) (2.4)
Dans cetteequation, repesente le tenseur des contraintes visqueuses. On
peut cecrire les dierents termes de cetteequation comme suit :

%‘ﬁ (wv:grad)v repesente la cerivee particulaire de la vitesse d'uneement
de uide. Le premier terme correspond a l'acekration de cet eement
dans un repere Eukrien; le second terme correspond a la variation de
vitesse leea l'exploration du champ de vitesse par la particule lors de &n
mouvement.

: f~ repesente I'ensemble des forces de volume appliquees au uide. Il s'agit
cereralement de la gravie, mais cela peut aussi comprendre des forces
electrostatiques, par exemple.
gfadp repesente les forces de pression dans le uide. Ces forces sont tou-
jours pesentes; en particulier, ce sont celles qui conditionnent lequilibre
d'un uide au repos.

div( ) repesente les forces de viscosie duesa la ceformation des particules

de uide.

Equation de Navier-Stokes

Pour un uide Newtonien (comme l'eau), le tenseur des contraintes est pro-
portionnel au tenseur des taux de deformation. Si de plus, le uide peut-étre
consicee comme incompressible, on peut alors eecrire lequation de la dyna-
mique des uides en simpli ant le tenseur des contraintes visqueuses gquation
2.5). C'est lequation de Navier-Stokes; Yy repesente la viscosie du uide.

@v

@t+ (vgrad)v= :f~ gradp+ v (2.5)
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Cetteequation esta manipuler avec prudence lorsque I'on traite de uides
complexes. Pour une solution d'ADN par exemple, la viscosie ne reste pas
constante dans I'espace ou au cours du temps. Cette equation n'est alors plus
valable. On l'utilisera toutefois encore, localement, ou en premere approxima-
tion.

Nombre de Reynolds

Le nombre de Reynolds (2.6) aidea caraceriser unecoulement. Il repesente
le rapport entre les forces d'inertie ((v:grad)v) et les forces visqueuses ( v) et
permet en particulier de ceterminer la nature du egime decoulement (turbulent
ou laminaire, par exemple). A un faible nombre de Reynolds correspond un
ecoulement laminaire. Dans ce cas, les forces d'inerties peuvent étre regligees
devant les forces visqueuses. Au contraire, pour un nombre de Reynoldsele\e,
on pourra regliger les forces visqueuses dans lequation de Navier-Stokes.

Re= UL (2.6)

Ce nombre est sans dimension. On le calculea partir des donrees suivantes :
, la masse volumique du uide, U, la vitesse caraceristique (ou moyenne) de
lecoulement, et L, une dimension caraceristique du probeme (par exemple, le
diarretre d'un tuyau ou la taille d'un obstacle).

2.1.2 Le mouillage

Le mouillage met en jeu des forces de surface. Comme on le verra plus loin
(2.1.3), ces forces deviennent peponcerantes aux petitesechelles. Ce sont donc
des forces qu'il faut prendre en compte lorsque I'on s'ineresse au remplissage
d'un syseme micro uidique.

Tension de surface

Au sein d'un uide (liqguide ou gaz), les mokcules exercent entre elles des
forces d'attraction ou de epulsion. Ce sont essentiellement les forces de Van der
Waals (attraction) et les forceselectrostatiques (attraction ou epulsi on).

Si I'on consicere un corps pur liquide, compos d'un seul type de mokcules,
les mokcules s'attirent et constituent une phase. Au sein d'un liquide, chaque
mokcule est tiee dans toutes les directions par les mokcules voisines et donc,
la esultante des forces est nulle. Dans le vide, une mokcule n'est, par contre
attiee par rien. Donc,a la frontere liquide/vide, les mokcules sont att iees coe
liquide mais pas coe vide; la esultante des forces s'exeicant sur les metules
de la surface est donc dirigee vers l'inerieur du liquide. Ceci tend la surface.
Ainsi, en l'absence de toute autre force, une goutte de liquide dans le vide pren-
dra une forme spterique [52].
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Lorsque deux liquides miscibles sont mis en contact, ils forment une phase
unique, et il n'y a pas d'interface, ni de tension de surface. En revanche, s'ils ne
sont pas miscibles, ils forment deux phases ®£paees. Dans ce cas, les mokcules
des deux uides se repoussenta l'interface. Les mokcules de chaque uide sont
donc soumises a une force epulsive venant de l'autre uide et une force at-
tractive vers l'inerieur de leur propre phase. Dans ce cas encore, la esultante
des forces est dirigge vers linerieur de la phase a laquelle appartiennent les
mokcules.

On notera la tension de surface. Sa dimension est le J.nf ou le N.m 1.
Concetement, corresponda lenergie recessaire a apporter pour augmenter
la surface de la phase liquide d'une unie. Quelques valeurs :

{ ecausar =72mJ.m 2a25°C

{ ecau=ar =58mJ.m 2a 100°C

{ eau=huile 50 mJ.m 2

Ligne triple

La ligne triple est la ligne de contact entre trois phases dierentes. On cecrira
le cas d'un contact solide/liquide/gaz, mais on pourrait aussi bienetudier trois
liquides non miscibles, par exemple. On a au niveau de cette ligne de contact une
relation entre les tensions de surface des trois interfaces et I'angle de mouija
(voir gure 2.1). C'est la relation d'Young.

liquide=air :COS( E) = solide=air solide=liquide (2-7)
Pour une goutte d'eau pose sur une surface solide plane, I'angle de mouillage
est I'angle forme par la tangentea la surface de I'eau et la surface solideOn
e nit le paranetre detalement S commeetant la dierence entre lenergie de
surface du substrat sec et celle du substrat mouile. Ce paranetre repesente la
force esistanta letalement d'une goutte liquide sur une surface solide.

S= solide=air ( solide=liquide + liquide=air ) (2-8)
Si S est positif, cela signi e que le syseme abaissera son niveau denergie
en se mouillant; dans ce cas donc, le liquide sktalera sur toute la surface pour
minimiser lenergie du syseme et on observera un mouillage total de la suréce
solide et un angle de contact nul.S regatif correspond au cas d'un mouillage
partiel.

Fig. 2.1 { Mouillage total ( ¢ = 0) et mouillage partiel
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Capillarie

On parle de capillarie lorsque dans un tube n, les forces de surface en-
tra'ment la mise en mouvement d'un liquide. Dans un tube, un ceplacement du
uide se traduit par un changement des interfaces solide/liquide et solide/air.
En revanche, l'interface liquide/air reste constante : c'est la section du tube. Bs
lors, pour qu'un liquide progresse dans un tube par capillarig, il sut (en I'a b-
sence d'autre force) que la tension de surface des parois £chegge=air ) SOit
superieurea celle des parois mouilees ( soiige=iiquide )- ON & nit le paranetre
d'impegnation 1 :

I = solide=air solide=liquide = liquide=air -COS( E) (2.9)

I repesente la force d'avancement de la ligne triple par unie de longueur.
Si on etudie lequilibre hydrostatique d'une colonne de liquide dans un tube
vertical, au repos les forces mises en jeu sont les e ets de surface et la grauit
Cetequilibre est alors cecrit par lequation 2.10 :

2l = i 2:gh (2.10)

Ce qui donne la hauteurh atteinte par la colonne de liquide en fonction de la
tension de surface (jiquide=air ), I'angle de mouillage ( g), la densie du liquide
(), la gravie ( g) et le rayon du tube (r). Cette loi egissant la monee capillaire
est aussi appeke loi de Jurin gquation 2.11).

2! jiquide=air .CO
h = liquide=air q E) (2.11)
gir
Ce plenonrene donne un apercu tes concret de l'importance relative des
forces de surface (capillarie) et de volume (gravie) en fonction des dimensions
d'un syseme. En e et, la hauteur atteinte par la colonne d'eau est inversement

proportionnellea la dimension caraceristique de notre canal : son rayonr.

2.1.3 Hydrodynamiquea kchelle micronetrique

L'importance relative des dierentes forces mises en jeu varie en fonction
des dimensions caraceristiques d'un syseme. Les forces de volume comme la
gravie, sont proportionnellesa une longueur au cube tandis que les forces de
surfaces, comme la capillarie, sont proportionnellesa une longueur au care.On
voit donc que le rapport de force volume/surface est proportionnela la longueur
caraceristique du syseme. En d'autres termes, lorsque cette longueur diminue,
les forces de volume perdent de leur importance devant les forces de surfaces.
De ce fait, on pourra souvent regliger les forces de volume devant les forces de
surface dans les microsysemes.

C'est ce que I'on observe enetudiant la monte capillaire : la hauteur atteinte

par la colonne de liquide cepend d'une longueur caraceristique du syseme, le
rayon du tube 2.11. De manere chi ee, pour de l'eau avec un angle de mouillge
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g de 60, on obtient une hauteur de 0,7 mm pour un rayon du tube d'un cen-
timetre et une hauteur de 7 m pour un rayon d'un microrretre.

Les forces de surface prennent donc une importance consicerable dans les mi-
crosysemes. En particulier, le caracere hydrophile ou hydrophobe d'un materiau
est un eement fondamental pour la ealisation d'un microsyseme uidique.
L'importance de ces proprees de surface est pesente plus en cktails dans le
cas particulier de notre syseme (paragraphe 3.1.4).

D'autre part, le nombre de Reynolds est proportionnel lui aussia la di-
mension caraceristique du syseme (voir 2.6). En micro uidique, on a donc
toujours des nombres de Reynolds tes faibles. Cela signi e que lesecoulements
sont toujours de type laminaire pour les liquide simples et donc que les termes
non lireaires sont regligeables devant les termes de viscosie dans lequabn de
Navier-Stokes. En tenant compte de ces e ets, on peut simpli er cetteequation
pour lesecoulements micro uidiques (2.12).

@v
ot gradp+ v (2.12)

Si cette particularie simplie les calculs, I'absence d'instabilie pouvant
conduire a desecoulements turbulents dans les sysemes micro uidiques rend
plus di ciles certaines ogerations qui pro taient des turbulences aux plus grandes
echelles. Il est en particulier di cile de ealiser le melange de deux composants
dans un microsyseme uidique en prenant partie des instabilies hydrodyna-
migques gereees par un obstacle.

2.1.4 Calcul analytigue des paranetres d'unecoulement
micro uidique

Comme les ecoulements sont laminaires en micro uidique, il est souvent
possible d'avoir des formules analytiques simples decrivant les particulags
d'un ecoulement. L'exemple pesent ici permet d'introduire certaines de ces
formules. On consicere pour cela unecoulement dans un canal circulaire de
rayon R et de longueurL. On se place en egime stationnaire.

Calcul de la vitesse

En egime stationnaire, lequation 2.12 devient lequation de Stokes :

gradp= v (2.13)

Pour des raisons de synetrie, on se place ici en coordonrees cylindriques. Les
equations 2.14 pesentent alors I'expression du gradient de pression aux bores
du canal et du Laplacien de la vitesse dans ce syseme de coordonrees. On
consicere ici que le uide ne se ceplace que suivant l'axe Z (l'axe directeur du
canal) et que lecoulement est invariant le long de cet axe ainsi que par symetré
de evolution.
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Les conditions aux limites 2.15 expriment le non glissement aux parois (la
vitesse du uide est donc nulle contre la paroi du canal) et I'impossibilie d'avoir
une vitesse in nie au centre du canal. Cette seconde condition est introduite du
fait de l'apparition d'un logarithme dans le calcul de la vitesse; une vitesse
in nie ne pesentant pas une solution ealiste, I'une des conditions limites doit
l'annuler.

(
V(R) =0

v(0) 6 1 (2.15)

L'inegration de lequation 2.13 donne donc la vitesse du uide v, en tout
point du canal. Nunreriguement, si on applique une dierence de pression P
d'un Bar (100000P a) aux extemits d'un canal de rayon 40 m et de longueur
10 cm remplis d'eau (viscosie = 10 3 PI), on obtient alors une vitesse au
centre du canal de 0,4 m.s®.

P:(r? R?)

vz (r) = L (2.16)

Cebit

On obtient le cebit Q €equation 2.17) par inegration de la vitesse sur la
section du canal. En reprenant les conditions decoulement cecrites au para-
graphe peedent, on obtient un cebit de 1:10 ® m3.s ! c'esta dire 1 ls 1.
On remarque que, bien que les vitesses puissent étre importantes dans les mi-
crocanaux, les volumes manipuks sont toujours tes faibles.

Z, Z
Q= C T rdg = PR 2.17)
o o 8L '

Le signe "-" dans cetteequation signi e que lecoulement est dirige vers les
pressions les plus faibles. On ce nit, par analogie a un circuit electrique, la
esistance hydrodynamique (Ry) reliant le cebita la pression par la relation

P = Rj:Q. Cette esistance ne cepend que des dimensions et de la topologie
du syseme et de la viscosit du liquide. Dans le cas de notre canal, elle vaut :

8 L

Rn= "R

De manere analogue, pour un canal de section rectangulaire (hauteub et

de sectionS), on pourrait montrer que cette esistance vaut :

(2.18)

12::L
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A la manere des esistances dans un circuitelectrique, on peut jouer sur
la esistance hydrodynamiqgue d'un microcanal pour modi er la circulation des
uides dans un microsyseme uidique. Nous avons exploie cette propree dans
la conception du syseme decrit au prochain chapitre (voir paragraphe 3.3.2.

Taux de cisaillement

Le taux de cisaillement repesente la ceformation d'uneement de uide
dans unecoulement. Le cisaillement du uide peut engendrer d'importantes
contraintes sur les grandes mokcules s'y trouvant. On s'y ineressera parti
culerement dans les cas de suspensions d'ADN. Ce taux est la cerivee spatiale
de la vitesse equation 2.20).

@v P:r
= —= 2.20
@r 2L ( )
En moyenne, sur une section du canal, le taux de cisaillement > vaut:

Z, Zx
1 ' @v P:R

< = —: —:rdrd = —— 2.21
R2° 4 o @r 3L (2.21)

Nurreriguement, et toujours pour le canal cecrit peeedemment, cela donne
< > =1;210" s 1. Il s'agit & d'un taux de cisaillement relativement im-
portant, qui engendre des contraintes sur les grandes moécules transporees
par le uide. Concetement, dans ce canal, deux points espae d'un micronetre
peuvent avoir une dierence de vitesse de 1,2 cm.s?.

2.2 L'ADN en micro uidique

2.2.1 La moécule d'ADN
Structure de I'ADN

La mokcule d'’ADN est un long polynere biologique. Elle est compose
de bases azotes eparties le long d'une chame sucre-phosphate. Quatre bases
azoees composent 'ADN : l'acenine (A), la thymine (T), la guanine (G) et la
cytosine (C), elles sont compementaires deuxa deux (A-T et G-C) et hydro-
phobes. La chame sucre-phosphate est, elle, hydrophile. Gereralement, 'ADN
se pesente sous la forme d'une double telice compose de deux brins d'ADN
compementaires attaches par des liaisons hydrogenes entre les couples de bases
azoees. Cette con guration minimise la surface de contact entre les bases azees
hydrophobes et I'eau et la mokcule d'’ADN est donc globalement hydrophile.
Elle peut toutefois se pesenter sous d'autres formes comme de simples brins ou
des anneaux.

L'ADN est un polyelectrolyte. En solution, les groupements phosphates qui

la composent s’hydratent et s'ionisent de telle sorte que I'ADN peut étre dors
consiccee comme une longue chame de groupements regativement charges,
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c'esta-dire comme un polyelectrolyte, ou comme un poly-anion. Pour des rai-
sons delectroneutralie, ces charges regatives sont en fait compenses en so-
lution par des charges positives. Les proprees mecaniques et topologiques de
I'ADN cependent donc de la teneur en ions de la solution dans laquelle elle se
trouve.

Pour étre fonctionnelle au niveau biologique, une mokcule d'ADN ne doit
pas pesenter d'extemit libre, c'est pourquoi les plasmides (tel que celui du
projet Angioskin) sont des mokcules d'ADN refermees sur elles mémes. Les
chromosomes ont des fquences terminales leurepargnant cette conformation,
mais I'ADN des backtries, plus simple, est lui aussi circulaire. Cette particularie
biologique vient du fait qu'un brin d'ADN brige accidentellement est automa-
tiquement epae dans la cellule. Or, une mokcule d'’ADN avec des extemies
libres ne diere en rien d'une mokcule brise.

Les plasmides se pesentent sous une forme super enrouke. C'esta dire que
les deux brins le constituant sont accroctes 'una l'autre en ayantet tor sacks
un grand nombre de fois, ce qui leur donne la forme d'une sorte de pelote d’ADN.
Si I'un des brins vienta se briser en un point (cassure simple), les deux parties
peuvent tourner librement I'une par rapporta l'autre et 'ADN peut se ceméler.

Il prend alors une forme circulaire. Si les deux brins se cassent en un point (cas-
sure double), I'anneau est brie et I'ADN prend alors une forme lireaire (voir
gure 2.2.

Fig. 2.2 { De gauche a droite : ADN super enrouk (une seule boucle
repesente), ADN circulaire, et ADN lireaire

Les forces de cisaillement peuvent menera la degradation de I'ADN. R.
Adam ([53]) a monte en 1977 que des taux de cisaillement de l'ordre de 2500
s ! su saienta briser de longues mokcules d'ADN (1 ;2:10° Da). Or, les taux
de cisaillement peuvent étre signi cativement plus eleves dans les microcan-
naux :a cebit donre et dans un canal de section circulaire, ces forces sont
inversement proportionnelles au cube du rayon de section du canal (2.22). Plus
ecemment, une methode pour casser des brins d'’ADN en petits morceaux en
utilisant les forces de cisaillement aet ceveloppee [54]. Pour cela, on brce une
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solution d'ADN a passer au travers d'un microcanala un cebit donre. Avec
cette nmethode, on peut casser I'ADN en petits morceaux dont la taille moyenne
epend du taux de cisaillement. Pour obtenir des morceaux d'une longueur
moyenne de 5kb, il faut appliquer un cebit de 4,5 ml.min ! environ au travers
d'une section de 62 m; soit un taux de cisaillement de 210° s  environ.

_ 8Q

~ 3 R3

Il est donc important de s'assurer que les mokcules d'ADN ne seront pas

degracees lors des manipulations dans notre syseme. Cetteetude est pesente
dans la partie 2.3.3.

(2.22)

Les marqueurs uorescents

Il est possible de marquer les mokcules d'ADN en les mettant en solu-
tion avec d'autres mokcules, uorescentes, ayant une a nite avec les moecules
d'ADN. Cela permet de visualiser directement 'ADN. Par exemple, si on voit
des cellules uorescentes apes avoir ajoute de liodure de propidium a une
culture de cellule, cela signi e que les parois cellulairesetaient ouvertes et ont
laise passer le marqueur. Avec un objectif de tes fort grossissement,ropeut
aussi visualiser les mokcules individuellement ( gure 2.3).

Fig. 2.3 { Mokcules d'ADN marqiees (marqueur YOYO-1, [55])

L'iodure de propidium s'intercale entre les paires de basesa raison d'une
mokcule d'iodure de propidium pour trois paires de base. En s'intercalant, le
marqueur augmente toutefois les dimensions caraceristiques et donc les pro-
prees necaniques de la mokcule. De manere chi ee, une mokcule d'iodure
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de propidium a un poids mokculaire de 415 Da tandis que trois paires de base
d'ADN ont un poids de 1830 Da (environ); le marquage de I'ADN augmente
donc la masse de la mokcule de plus de 20%.

Du fait de la modi cation des mokcules d'ADN induite par l'ajout d'un
marqueur uorescent, on doit faire preuve d'une certaine prudence quanda l'in-
terpetation de esultats visuels sur des mokcules d'’ADN marguees. Il faut a ussi
veillera utiliser le marqueur au moment ai cela perturbe le moins I'exgeri ence;
ainsi, lors d'une electrophoese sur gel d'Agarose, on n'ajoute le marqueur
gu'apes avoir fait migrer I'ADN. Ainsi, on ne modi e les proprees de I' ADN
gu'au moment de la visualisation des esultats, lorsque I'ADN est immabile.

2.2.2 Rleologie de 'ADN

La rteologie est letude de la deformation et de lecoulement des corps
sous I'e et de contraintes exerieures. On distingue les uides newtoniens (eau,
huile), pour lesquels le taux de cisaillement est proportionnel aux contraintes
appliqlees, et les uides non newtoniens ayant un comportement plus complexe.
Les uides complexes peuvent avoir une viscosie quievolue en fonction de la
contrainte appligwee (voir gure 2.4). C'est le cas par exemple du ketchup qui
est un uidea seuil : en dessous d'une certaine contrainte, il ne se met pas en
mouvement (et ne sort donc pas de la bouteille).

Fig. 2.4 { Relation entre taux de cisaillement et contrainte pour dierents typ es
de uides

Les suspensions d'’ADN sont connues pour avoir un comportement thixo-

trope et visceelastique [56, 7]. La thixotropie corresponda uneevolution de la
viscosie en fonction du temps, tandis que la visceelasticie est lee au rapport
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entre le temps de earrangement des mokcules et le temps de cisaillement. Le
comportement de ces solutions est donc tes dependant du temps d'application
des contraintes. Leurs proprees rleologiques cependent de plus d'un grand
nombre de paranetres allant des dimensions et de la topologie de la mokcule
d'ADN etudee aux proprees chimiques (pH, salinie...) de la solution dans
laguelle les mokcules baignent.

Thixotropie

Un uide thixotrope a une viscosie qui diminue avec le temps sous une
contrainte constante. Ce comportement peut s'expliquer, dans le cas de I'ADN
notamment, par un arrangement des mokcules qui s'alignent par rapporta la
contrainte. L'orientation des mokcules dans le sens de lecoulement facilite &
circulation du uide et donc diminue la viscosie de ce dernier.

On utilise le nombre de Deborah (De, equation 2.23) pour caraceriser les
uides thixotropes. Le nombre de Deborah correspond au rapport entre le temps
de relaxation caractrisant la uidie intrineeque d'un matriau (le temps de
eorganisation des mokcules apes une sollicitation par exemple) et lechelle de
temps caraceristique d'une experience testant la eponse de ce maeriauT.

Le nombre de Deborah permet de caraceriser la uidie de I'objet que I'on
observe. Plus ce nombre est petit, et plus I'objet semble uide. Si on consicere
un glacier que I'on observe pendant une minute, il parait solide; mais si on
I'observe pendant mille ans (et que I'on multiplie ainsi son nombre de Debor#
par 5.1¢%), il coulera le long de la montagne. Dans le cas d'une solution d'ADN,
les mokcules tendenta s'aligner dans le sens de la contrainte, diminuant ainsi
la viscosie de la solution [57]. Ainsi, plus la contrainte est longue etplus les
mokcules s'alignerons. On a donc pour un nombre de Deborah petit une solution
qui tenda etre plus uide que pour un nombre de Deborah plus important pour
lequel les mokcules n'ont pas le temps de s'aligner.

Viscelasticie

La visceelasticie est un comportement mélant lelasticie (compo rtement
de type solide) pour laquelle lelongation est proportionnellea la contrainte et
la viscosie (comportement uide) pour laquelle le taux de cisaillement aug-
mente avec la contrainte (gure 2.4). Concetement, pour des contraintes de
courte duee, un uide visceelastique peut revenir vers sa forme initiale apes
ceformation comme le ferait un solideelastique.

D'un point de vue global, un uide viscelastique aura un comportement de

type elastique lorsque le temps d'application de la contrainte sera tes court;
par exemple, une goutte d'un tel type de uide peut rebondir si on la laisse
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tomber sur une surface. Pour une contrainte de plus longue duee, le comporte-
ment obsene sera de type visqueux ; par exemple, cette méme goutte posee sur
la méme surface setalera comme un uide newtonien de méme viscosie.

Dans le cas d'une suspension d'ADN, cette propret s'explique par la na-
ture des mokcules d'ADN. Celles ci se comportent comme une multitude de
petits ressorts qui setirent lorsque I'on applique une contrainte. Ces mdecules
se etractent ensuite lorsque la contrainte n'est plus appliqwee, entramart un
eger repli de la mokcule et donc du liquide environnant.

Chimie du milieu

La conformation de la mokcule d'ADN est in uenee par les especes chi-
miques pesentes en solution. Ainsi, la pesence et la quantie de certains ions
vont modi er le comportement individuel des mokcules d'ADN et, plus globale-
ment, les proprees rkeologiques de la suspension. Uneetude meree en 1964 par
R.L. Scruggs et P.D. Ross [58] a monte qu'en particulier, un taux de salini¢
croissant du milieu diminue la viscosie de la solution.

Dans le cadre du projet Angioskin, I'ADN sera a priori en suspension dans
de l'eau distilee; les faibles quanties injecees ne rendants pas indispensable
I'emploi d'un liquide physiologique. Cependant les variations des proprees
rreologiques leesa la chimie du milieu sont su samment faibles pour ne pas
constituer unebment ceterminant dans la conception du syseme d'injection.

2.2.3 Probémes propresa I'ADN en micro uidique

La manipulation de mokcules d'ADN dans des microcanaux pesente quelques
di cules. On en rekve essentiellement trois : I'adsorption des mokcules sur les
parois qui conduita une perte de produit actif, leur agegationa l'entee des
canaux pouvant former des bouchons et en n, le cisaillement des mokcules qui
peut conduirea leur destruction.

Adsorption

L'adsorption est un ptenonene faisant adterer certaines moecules gazeuses
ou liquides sur les surfaces solides par des interactions chimiques plus ou moins
fortes. Ce prenomene peut étre par exemple utilie dans la ealisation de masques
de protection pour peger des mokcules nocives. Dans les microsysemes, I'im-
portance relative gagree par les parois visa vis du volume tenda augmenér
I'ampleur de ce prenonene. Il repesente alors une perte de composant actif (les
mokcules d'ADN par exemple) lors de son transport. C'est donc un ptenonene
gue I'on souhaiteeviter ou au moins minimiser [59].
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On distingue deux types d'adsorption : l'adsorption physique et l'adsorp-
tion chimique. L'adsorption physique, ou physisorption, met en jeu des liaisas
faibles telles que les forces de Van der Waals. Elle est en gereral eversible ain
peut la comparer au tep6t de buee sur une paroi froide. L'adsorption chimique
s‘accompagne d'une modi cation de la epartition des chargeselectroniques des
mokcules adsorlees, les forces mises en jeu sont du méme type que celles qui sont
impligiees dans la formation des liaisons chimiques. Elle est souvent igversible
et engendre le cep6t d'une couche monomokculaire sur le solide.

L'adsorption physique ne constitue pas un probeme pour les mokcules
d'ADN : du fait de leur grande taille, elles sont entraYees par le ot plutdt
gu'accroctees aux parois par des liaisons faibles. En revanche, l'adsorption chi
migue peut poser probeme. Comme on I'a vu au paragraphe 2.2.1, la structure
de I'ADN est telle que seules ses parties hydrophiles sont pesenees au milieu
ambiant. Or, dans un circuit en PDMS, les parois sont hydrophobes et auront
donc tendancea repousser les mokcules hydrophiles. La nature du PDMS nous
peserve donc du risque d'adsorption sur les parois.

Agegation

Les mokcules d’ADN sont des polyreres pouvant atteindre de tes grandes
tailles. De ce fait, en micro uidique, leurs dimensions peuvent ne plus étre
regligeables devant celles des canaux dans lesquels elles circulent. On se re-
trouve alors avec une solution ayant une rteologie particulerement complee,
mais aussi avec un risque important d'apparition d'un ptenonene d'agegation
qui conduita l'obstruction d'une partie du syseme.

Fig. 2.5 { Bouchon formea partir de billes de polystyene de 1 m de dianetre
a l'entee d'un microcanal [60]

Dans son article [60], B. Stoeberetudie lI'agegation de billes de polysyene
au niveau d'un etecissement de la goretrie du circuit uidique. Ces billes,
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d'un dianetre inkrieur au micronetre, se rassemblent et s'agegenta l'en tee
du etecissement entramant ainsi la formation d'un bouchon qui empéche dors
la bonne circulation des billes dans le circuit ( gure 2.5). Comme les dimensions
caraceristiques des objets pesenes dans cet article sont comparablesa celles
que peuvent prendre une solution d’ADN dans un microsyseme uidique, il est
bgitime de s'ineressera ce plenonene d'agegation.

Inegrie des mokcules

Fig. 2.6 { Forces hydrodynamiques lors du passage dans un microcanal

Dans les microsysemes uidiques, les mokcules d'ADN peuvent étre sou-
misesa des forces hydrodynamiques importantes. En particulier, les forces déin-
gation et de cisaillement peuvent étre assez fortes pour entramer une rupture
des mokcules (gure 2.6). Ce ptenonene, etude de longue date [61], est au-
jourd'hui utilie pour produire des fragment d'ADN de longueur akatoire [54] .
Dans ces travaux, Y. Thorstenson fait circuler une solution d'ADN dans un
syseme comportant un canal d'un dianetre interne de 64 m sur quelques mil-
limetres. Apes plusieurs passages, on obtient une fragmentation de I'ensemble
des mokcules d'’ADN en solution. Plus ecemment, P.J. Shrewsbury a obsene
directement des mokcules d'ADN par uorescence dans un microcanal [55]. La
diminution de la taille moyenne des mokcules en sortie du syseme peut étre ici
duea un replielastique des mokcules sur elle méme ; mais la possibilie d'une
rupture des brins d'ADN reste une hypottese plausible.

Si une mokcule d'ADN est brizee, elle perd sa fonctionnalie en cas de
trerapie gnique. Il est donc indispensable de s'assurer de l'inegrie des madcules
d'ADN pour le syseme du projet Angioskin.
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2.3 Exgerimentations

Bien que la rleologie des solutions d'’ADN ait cep et bien etudee, des
guestions propres auxecoulements dans les microcanaux restentaelucider. En
particulier, les prenorrenes de bouchage ou de rupture cependentenormement
de la topologie et des dimensions de la mokcule d'ADN utiliee. Or I'ADN plas-
mide utilie pour Angioskin a une topologie particulere (de type super enrouk)
et son colt prohibitif I'a dispens de toute etude rheologique exhaustivea ce
jour. Il convient donc de s'assurer au moyen de quelques exgeriences qu'il n'y
a pas de risque de perte d'ADN par bouchage ou dcegradation dans le micro-
syseme.

2.3.1 Agegation des moécules d'ADN

Pourevaluer, dans le cas de I'ADN, les risques d'agegation, des tests onte¢
ealies avec plusieurs tailles de mokcules d'’ADN. La concentration massige
en ADNetait »>eea 1mg/ml pour les dierentes solutions, la pression appli qlee
au sysemeetait de 15 kPa et letranglement consiste en un ori ce de section
caree de 50 m de cok. On a pu observer pour le plus grand ADN (50 kpb)
la formation sysematique d'un bouchon en moins de 30s (gure 2.7, gauche).
La visualisation par uorescence (gure 2.7, droite) permet de s'assurer que le
bouchon est bien forme d'ADN et non cause par une poussere comme cela ar-
rive parfois. Pour les deux autres solution (300 et 2000pb) en revanche, aucune
formation de bouchon n'a pu étre obsenee, méme en augmentant la pression
appligee jusqua un bar.

Fig. 2.7 { Agegation de mokcules d'ADN lireaire de 50kpba I'entee d'un cana |
d'une section de 50x50m & gauche, en lumere visible,a droite, en uorescence)

Les rayons de giration treoriques des mokculesetudees dans ces exgeriences
sont respectivement 35nm, 100nm, et 700nm pour les ADNa 300pb, 2000pb et
50kpb. En utilisant le m&me calcul, on trouve un rayon de giration de pes de
200nm pour I'ADN plasmide d'Angioskin. On est donc plus proche des condi-
tions experimentales pour lesquelles le bouchon ne se forme pas. D'autre part
comme on peut le voir en particulier lors des tests delectrophoese (partie 2.33),
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les ADN utilies en therapie genique sont circulaires et plus compacts que les
polyneres lireaires. On ne sera donc pas cerange par ce ptenonene pour la
conception du syseme d'injection d'Angioskin.

23.2 PIV

La \elociretrie par image de particules ou PIV (Particle Imaging Velocim e-
try) est une nethode permettanta l'aide d'une canera de mesurer la vitesse
d'un uide en un point donre. On utilise pour cela des traceurs uorescents, un
microscopeequipe pour la uorescence, une canera et un ordinateur.

Les experiences ontee merees dans lequipe de P. Tabeling (UMR 7083,
ESPCI, Paris). Pierre Joseph y a monte un poste d'exgerimentation pour les
mesures par PIV . On peut se ekrera son travail [62] pour plus de cetails
concernant le fonctionnement de ce poste d'exgerimentation.

Principe

Le uide est ensemene avec des billes uorescentes de quelques centaines
de nanonetres de dianetre dont on observe le ceplacement avec un microscope
a uorescence et un fort grossissement (100 fois). Le grossissement de I'mwtif
permet de focaliser sur une petite egion de lecoulement et assure ainsi la loca-
lisation en altitude de la mesure de vitesse avec une pecision de moins de 500
nm (lepaisseur du plan focal). Une canera enregistre les images de lecoulement
qui sont transmises a l'ordinateur. Un calcul de corelation est alors e ectue
entre deux images successives. La position du maximum de corelation donne
le ceplacement moyen des particules entre les deux images et permet donc de
calculer la vitesse du uide dans le secteur obsene.

Pour la mesure d'un pro | de vitesse dans un micro-canal, I'objectif du micro-
scope est mone sur unekment piezaeelectrique dont on contréle le ceplacemert.
On peut ainsi focaliser sur dierentes tranches de liquide dans le canal par pas de
cents nanomnetres et mesurer leur vitesse successivement. La gure 2.8 pesente
un sclkema du montage. La canera et le piezo sont relesa un ordinateur pour
piloter le tout. Le logiciel utilis dans le montage est LabView.

La pecision et les limites de ce proec sont leesa la qualie de la camera et
aux dimensions de la fenétre d'observation. Il est en particulier important d'avoir
une constante de temps entre deux images successive qui soit la plus stable pos-
sible et donc incependante du pilotage par ordinateur. Pour ce montage, cette
constante de temps correspond au temps d'entrelacement de la canera. Une
image est compose de deux trames : d'abord la camera balaye les lignes de
pixels impaires dans la fenétre d'enregistrement (lignes 1, 3, 5...) puis les lgs
de pixels paires. Il y a donc un cecalage constant entre deux lignes conscutives ;
ce cecalage vaut 50 s pour la canera utilise. En parant une image en deux
images contenant, l'une les lignes impaires et 'autre les lignes paires, on obtien
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Fig. 2.8 { Sclema du montage de PIV (suivi de particules)

deux images ®paee dans le temps de 50s,a la pecision de la canera.

Il est impossible d'obtenir une constante de temps plus faible, et donc la
vitesse maximum mesurable par ce proed est directement limie par la taille
de la fenétre d'observation. Plus la fenétre est grande, et plus on pourra mesurer
des vitesses importantes. D'autre part, plus cette fenétre est grande et plus le
nombre de particules traiees est important, ce qui augmente le bruit. En e et,
lorsqu'une mokcule entre ou sort de la fenétre entre deux images, cela introdtii
une erreur. Ce type d'erreur ne peut étreelimire qu'en limitant le nombre de
particules traiees d'une part, et en faisant uneetude sur un nombre important
de mesures pour avoir des esultats statistiquement signi catifs.

Mesures

Le circuit utili® est un canal en serpentin d'une section rectangulaire de
25x300 m et d'une longueur de 15 cm. Il est mouk dans du PDMS et cole sur
une ne lamelle de verre. On utilise un objectifa immersion d'un fort grossisse-
ment (100x) et son point de focalisation ne se trouve qua 100 m de la lentille.
Il faut donc une lamelle de verre de moins de 100 m dépaisseur.

Pour la ealisation d'un prol de vitesse, on mesure la vitesse trois foisa
chaque altitude dans le canal, et on fait ensuite la moyenne des esultats signi -
catifs. S'il n'y en a pas, le point de mesure est retie. On fait donc 900 mesures
de vitesse pour balayer un canal de 30 m depaisseur avec un pas de 100 nm,
et de ces cents mesures, on ne conserve au plus que 300 points. Une srie de
mesure corresponda la ealisation d'un pro | de vitesse au moins trois fas, sur
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une fenétre donree en entee puis en sortie du canal.

Les paranetresetudes sont la longueur des brins d'ADN (on disposait pour
cela d'ADN lireairea 0.3kpb, 2kpb et 50kpb), la concentration massique d'AD N,
et la vitesse de la solution.

Pour des raisons de couts, les mesures ne portent que sur de I'ADN lireaire.
En e et, le prix de 'ADN plasmide circulaire dans le commerce est jusqua plu-
sieurs millions de fois pluselewe pour une quantie identique. Il ne faudra pas
perdre de vue que le comportement rleologique de cet ADN est sensiblement
dierent de celui de I'ADN lireaire. Toutefois, dans un processus de rupture,
I'ADN circulaire passera par letape de lirearisation avant de se fragmenter. On
peut donc consicerer que cetteetude se situe dans ce cas internediaire.

Les wries de mesures ont pore sur des concentrations massiques d'ADNa
1 mg.ml 1 et0,5 mg.ml 1. On s'est surtout ineresea la concentration pevue
du plasmide d'Angioskin, et on aetude aussi une concentration plus faible pour
faciliter la circulation de I'ADN plus visqueux (celuia 50kpb).

Pour nir, la vitesse de la solution dans le canal est controke par l'applica-
tion d'une pressiona I'entee du syseme. Comme les vitesses nous ineresant
etaient les pluselewes possible, on aet limie par la capacie de mesure du
syseme. La vitesse maximale mesurable du uide est de 1,5 mm.s'.

La taille des brins d'ADN s'est awee étre le facteur le plus in uent sur la
viscosie de la solution. La solution d'ADNa 0.3 kpb se comporte a peu pes
comme de I'eau : comportement Newtonien et viscosie proche de 1¢ PI. Dans
ce cas, il semble que les brins d'/ADN soient trop courts pour interagir entre eux
et in uencer le comportement global du uide.

A l'autre extréme, la solution d’ADNa 50 kpb est trop visqueuse. M&mea
concentration massique plus faible et avec des pressions beaucoup pluselewees
(1.5 Bar), lecoulement de cette solution dans un microcanal est particulerement
di cile. L'ADN se ceplace en paes compacts, et reste bloque par endroits dans
le syseme. Du liquide circule plus rapidement autour des amas d'ADN en-
tra'mant une partie des marqueurs uorescents. Sur une méme image, on observe
donc lecoulement de deux enties distinctes : le ceplacement lent, parfois par
saut, des amas d'ADN et lecoulement rapide de solution sans ADN zigzagant
rapidement entre les paes d'’ADN. Ce type decoulement est impossiblea aba-
der par PIV et aucun pro | de vitesse n'a pu étreetabli.

Enn, 'ADNa 2 kpb s'est, lui, bien prée aux experiences. Les gures 2.9,
2.10 et 2.11 pesentent les pro Is de vitesse de cet ADNa des concentrations et
pressions dierentes. Sur ces gures, les points correspondent aux valeurs me-
suees et les courbes correspondenta un ajustement parabolique des points de
mesure.
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Ajustement

Pour un uide Newtonien dans ces conditions exgerimentales, le prol de
vitesse est parabolique et on dispose d'une relation simple entre le prol de
vitesse et les proprees du uide gequation 2.24).

v(z) = 2:L:

3
4) (2.24)

Connaissant les dimensions du canal et les contraintes appliquees au uide,
on peut donca partir de la courbe du pro | de vitesse remonter aux proprees
du uide. Pour cela, on ajuste une courbe parabolique (dequationy = A:x? +
B) aux points de mesurea l'aide du logiciel Matlab. En comparant la courbe
d'ajustement avec une courbe treorique, on peutecrire :

P P:e?
A= 2.L: etB = 8.L:

(2.25)

Ce qui permet de ceduire localement la viscosie du uide au niveau de la
mesure du pro | de vitesse gquation 2.26). On peut ainsi comparer la viscosi
a l'entee eta la sortie du circuit.

P

T 2LA (2.26)

L'utilisation d'une courbe d'ajustement permet aussi de comparer le pro |
de vitessea celui que I'on attendrait pour un uide Newtonien.

Fesultats

La premere chose que I'on constate sur ces courbes est que I'ADN se ceplace
plus rapidement en n de canal (courbes rouges) qua l'entee (courbes bleues).
On observe cette acekration de 'ADN pour toutes les experiencesa I'exception
de celles impliquant de 'ADNa 0,3 kpb.

On observe aussi que le canal n'a pas la mémeepaisseur en cebut et en n
de circuit. On le \eri e en mesurant la distance entre les deux points de vitesse
nulle sur la courbe d'ajustement. Sur la gure 2.9 par exemple, le canal fait 30

m déepaisseura I'entee et 25 m dépaisseur en sortie. Cette deformation est
duea une ceformation dierente du PDMS composant le circuit; probablement
duea la dierence de pression entre I'entee (pression proche de la pression ap-
pligiee, donc une ceformation importante du canal) et la sortie (pression proche
de la pression atmospterique, donc ceformation nulle ou tes faible).
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ADN 2kpb, 20kPa, 1mg/ml, viscosité début : 0.0090199PI, viscosité fin : 0.0063195PI
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Fig. 2.9 { ProIs de vitesse en entee et en n de canal pour une solution d’ADN
de 2 kbp, a une concentration de 1 mg.ml * et une pression appliqwee de 20
kPa

Discussion

La viscosie d'un uide est un paranetre qui cepend fortement de la tempe-
rature. Or, les mesures sont longues, et la temperature ambiante de la sallewo
se ckroule I'experience n'est pas constante. Il semblerait aussi que, plus que
levolution de la temperature ambiante, leclairage pour la uorescence entr ane
unechau ement eger du circuit. Ces facteurs pourraient étrea l'origine de la
cerive de viscosie entre deux fries de mesure portant sur la méme experénce.
Naturellement, le recessaire aet fait pour limiter au maximum lecha u ement
du circuit, une egere cerive demeurant toutefois irevitable du fait de la reces sie
de leclairage.

L'approximation de lecoulementa un uide Newtonien est naturellement
discutable lorsque I'on fait le calcul de la viscosie localement. En e et, m
\eri e bien en faisant ces mesures que la suspension d’/ADN n'a pas un compor-
tement Newtonien. En particulier, sur les pro Is de vitesse, on observe unecart
pour les grandes vitesses entre les points de mesure et la courbe d'ajustement
qui repesente un pro | parabolique caraceristique d'unecoulement de uide
Newtonien.

L'interpetation de ces esultats ne permet pas de conclure quanta une

eventuelle cegradation des moecules d'ADN soumisesa un cisaillement. En ef-
fet, la dierence de prol de vitesse entre I'entee et la sortie du microcanal

56



ADN 2kpb, 13kPa, 1mg/ml, viscosité début : 0.014621PI, viscosité fin : 0.010644PI|
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Fig. 2.10 { Prols de vitesse en entee et en n de canal pour une solution
d'ADN de 2 kbp,a une concentration de 1 mg.ml ! et une pression appligiee
de 13 kPa

ne esulte probablement que de la thixotropie de la solution d'ADN. Les brins
d'ADN s'alignent le long des lignes de courant sans recessairement subir de
cegradation de leur structure. Il est méme vraisemblable que cet alignement
soit progressif et cebute dans le tuyau peedent I'entee du canal ce qui pour-
rait expliquer la dierence de viscosie obsenee ces l'entee pour les dier entes
pressionsetudees.

Cette absence de conclusion nous a donc merea employer une autre nethode
de caracerisation pour nous assurer de l'inegrie des mokcules d'ADN apr es
passage dans un microcanal.

2.3.3 Test de solidie de I'ADN

Le passage dans un microcanal engendre de fortes contraintes sur les grandes

mokcules. En e et, les forts taux de cisaillement, mais aussi les forces delogation

a l'entee du canal tendentaetirer les moécules au point de risquer de les briser
(gure 2.6). Lelectrophoese sur gel d'agarose est une nmethode permettant de
distinguer des ®quences d'ADN en fonction de leur taille. L'objectif est ici de
voir si I'ADN peut se brisera cause des fortes contraintes de cisaillement dans
un micro canal. En e et, s'il se brise, on peut alors distinguer la trace des petits
fragments d'’ADN lors de IElectrophoese.
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ADN 2kpb, 10kPa, 0,5mg/ml, viscosité début : 0.0055121PI, viscosité fin : 0.0045306PI|
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Fig. 2.11 { Prols de vitesse en entee et en n de canal pour une solution
d'ADN de 2 kbp,a une concentration de 0,5 mg.ml * et une pression appligee
de 10 kPa

Principe

Pour ceterminer si les brins d'’ADN se brisent lors d'un passage dans un
micro canal, on en fait I'essai. On fait donc passer notre ADN dans un canal de
section 60x60 micronetres cares puis on ealise [electrophoese de I'echantillon.

Lelectrophoese sur gel d'agarose consistea placer desechantillons d'ADN
dans un gel eta les faire migrer parelectrophoese. L'ADN est charge regati ve-
ment; en pesence d'un champ electrique, il se deplace donc vers lelectrode
positive. La vitesse de migration des quences d'’ADN dans le gel cepend de
leur longueur et de leur topologie. En la comparanta un £moin connu, on peut
donc caraceriser une solution d'ADN.

Dispositif et protocole

Les tests ontees ealies avec un ADN plasmide long de 7164 paires de
bases, le pPCMV beta. La concentration et la topologieetudees en priorie sont
celles envisagees dans le projet Angioskin, c'esta dire 1 mg/ml. Lesechantilons
traies pour chaque test ont un volume de 5 |. Les experiences ontee conduites
dans lequipe de L. Mir (IGR, UMR 8121, Villejuif)

Pour ealiser les echantillons, on fait passer des solutions d'’ADN dans un
micro canal. On applique pour cela une pression au moyen d'une seringue. En
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Concentration | Longueur du canal | Nombre de passages Lirearie
A | Img/ml 10 mm 1 non
B | 1mg/ml 4 mm 1 non
C | 0,5mg/mi 10 mm 1 non
D | Img/ml 10 mm 10 non
E | 0,25mg/ml 10 mm 1 non
T Temoin

Fig. 2.12 { Experiences ealiees pour le premier gel

tirant le piston, on multiplie par quatre le volume de l'aira la sorti e du canal et
on divise donc la pression par quatre. Ce proed permet d'obtenir de manere
tes simple une dierence de pression de trois quarts d'atmosptere entre |'entee

et la sortie du canal.

Deux longueurs de canal ontet utilies (4 et 10 mm) et plusieurs concentra-
tions d'ADN (1mg/ml, 0,5mg/ml et 0,25mg/ml). On a aussietude I'im  portance
du nombre de passages dans le micro canal (un ou dix passages).

Le dispositif pour IElectrophoese est constitte d'un gela 0.7% d'agar ose
dans un tampon de TAE (Tris Acetate d'EDTA) plae dans un bain de TAE.
Les echantillons d'ADN sont de concentration variable et on a pla@ 5 L de
solution pour chaque test dans le gel. Enn, on applique un courant de 100
mA pendant 1h30 pour faire migrer I'ADN. La e\elation se fait avec du B ET
(Bromure d'ethidium) qui est un marqueur uorescent de I'ADN.

Pour une partie desechantillons, I'ADN aet "lirearie". Une enzyme (Eco R1)
aee utilisee pour couper la boucle d'’ADN en un point et donc rendre la mokcule
lireaire. La digestion par cette enzyme (1ha 37° C) coupe le brin d'ADN en tout
point a1 se trouve une certaine £quence de bases (appeks sites de coupures).
EcoR1 n'a qu'un site de coupure sur I'ADN etude; si elle en avait plusieurs,
I'ADN serait cecoupe en plusieurs morceaux.

Les experiences merees sont pesenees dans les tableaux 2.12 et 2.13. Chaque
experience aee eali®e deux ou trois fois et est ekrenee par une lettre.

Fesultats

La gure 2.14 pesente le esultat de la premere electrophoese dont les
experiences sont lisees dans le tableau 2.12. On constate avant tout que la plu-
part des experiences merees sont identiquesa l'exgerience emoin. Donc pour
toutes ces experiences, I'ADN est de la m&me taille que 'ADN qui n'a paset
soumis au passage dans le microcanal. Cela signi e que les brins d'/ADN ne sont
pas casss, ou seulement en quantie trop faible pour étre obsenee.
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Concentration | Longueur du canal | Nombre de passages Lirearie
A | Img/ml 10 mm 10 non
B | Img/ml 10 mm 10 oui
C | Img/ml 10 mm 1 non
D | Img/ml 10 mm 1 ouli
T Temoin oui
T Temoin non

Fig. 2.13 { Experiences ealiees pour le second gel

On peut observer dans ce test la pesence de trois bandes dans chaque
tra'ree. Ces bandes correspondenta trois conformation de I'ADN plasmide :
lireaire, circulaire et super enrouk (gure 2.2). Ces trois bandes apparaissent
toujours lorsque I'on proedea lelectrophoese d'un ADN plasmide. Les for mes
circulaires et lireaires sont duesa des degradationseementaires causes par &
manipulation de lechantillon. Sur le gel, la forme progressant le plus vite est
la forme super enrouke, suivie par I'ADN lireaire puis I'ADN circulaire. On
\eri e que la marque la plus avanee est bien la plus intense ce qui montre que
I'essentiel de I'ADN n'est pas degrack.

En n, pour certains tests, on peut observer une trace au deh de la bande
de I'ADN super enrouk. Ces traces sont di cilesa distinguer sur les photos, on
devine toutefois sur la gure 2.14 celle du test "D"a I'extemite droite de | a
premere rangee. En fait, elles apparaissent avec plus ou moins d'intensie pur
les trois tests "D", ainsi que pour I'un des tests "E". Ces traces correspondent
de I'ADN qui a mige plus vite que le plasmide super enrouk. Il s'agit donc de
fragments plus petits et donc de brins d'’ADN brises. Les tests "D" correspondent
a des experiences al la solution d’ADN a e ectie dix passages au travers du
micro canal. Il s'agissait en les ealisant d'ampli er leventuel prenonene de
rupture de brins d'ADN pour mieux le visualiser. Et de fait, c'est sur ces seuls
tests que l'on peut observer des traces de rupture. La trace obsenee sur le test
"E" nktant pas epete sur les deux autres tests de la srie, elle n'est pas signi-

cative. Ce n'est probablement qu'un artefact ddia une mauvaise manipulation.

Sur le second gel ( gure 2.15), on a diminte la quantie d'/ADN depose po ur
tenter de limiter les tra'Yees que I'on observait sur le gel peedent. On a aussi
voulu \eri er qu'il n'y avait pas de fragments d'ADN bries dans ces trayees .
Pour cela, on a lireari®e par digestion enzymatique une partie de I'ADN an
de ne plus observer qu'une seule bande frontale (celle de I'ADN lireaire) moins
avanee que la bande de I'ADN super enrouke. Ces conditions experimentales
sont cecrites dans les tableaux 2.13.

On constate sur ce gel que la bande de I'ADN lireaire est pratiguement in-
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Fig. 2.14 { Resultat de la premereelectrophoese

existante sur les tests n'‘ayant pasees diges par lI'enzyme. Cela signi e que

la forme de I'ADN lireaire est plus rare que les deux autres et qu'elle le reste
méme apes dix passages dans un micro canal. Comme cette forme est duea une
cegradationebmentaire de I'ADN plasmide, on peut en conclure que I'ADN est
tes peu cegrace.

On observe pour trois des six tests de la ®rie a 'ADN aet lirearise que
la digestion est incompete. On peut donc encore voir des bandes correspondant
a I'ADN circulaire et super enrouk. En revanche, on n'‘observe nulle part de
trace de fragment d'ADN plus petits comme cktait le cas avec le premier test.
La quantie d'’ADN utilie est sans doute trop faible pour faire apparatre ces
e ets cep faibles lors du test peecdent.
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Fig. 2.15 { Resultat de la deuxemeelectrophoese

Discussion

Ces tests delectrophoese permettent de conclure de manere able que les
moecules d'’ADN ne sont pas cegrackes de manere signi cative au cours de
ces experiences. La pression utilie lors de ces tests corresponda la plus im-
portante pression appligiee pour l'injection au travers des microaiguilles. La
manipulation de I'ADN dans notre syseme ne devrait donc pas le degrader.
Cette experience permet d'autre part devaluer la viscosie de 'ADN plasmide
en solution.

La pression est appliqiee au moyen d'une simple seringue. On cee donc une
dierence de volume d'air en sortie qui engendre une cepression. En regligeant
les 5 Ide liquide qui entrent dans le syseme pendant la mise en pression devant
I'impecision de 0,1 ml induite par la manipulation manuelle de la seringue, on a
un syseme ferme et on peut invoquer la loi des gaz parfaits (2.27) pour catuler
la dierence de pression.

Pi:Vi = nilR:T = P:\s, (2.27)

Dans cetteequation, P; est la pression atmospterique etV; le volume initial

62



de la seringue ;P, est la pression apes l'actionnement du piston etV, est le
volume inerieur maximum de la seringue. En n, n est la quantie d'air dans la
seringue, R est la constante des gaz parfaits efl est la temperature. Dans le
cadre de l'exgerience, Py, V2, n, R et T sont des constantes. On calcule donc
aiement P, en fonction deV;.

Comme il faisait beaua I'lGR ce jour &, la pression atmosplerique (P;)etait
relativementeleee (1024 hPa d'apes rmeteofrance). Pour les tests, on a chasit
de multiplier par quatre le volume d'air dans la seringue. La seringue utiliee
avait un volume en bute de 8,75 ml. L'erreur de 0,1 ml sur la manipulation
de la seringue correspond donca une erreur en pression de 1,2 kPa equation
2.28). La pression sous la seringueetait d'un quart d'atmosptere soit 256 kPa
et donc la dierence de pression P entre lI'entee et la sortie du canaletait de
76,8 1;2 kPa.

dpP, = %:Pl (228)
Vi

On a mesue le temps de passage de I'ADN dans le micro canal de 10 mm.
Pour I'ADNa 1 mg/ml, il fallait en moyenne 3,5 s pour que 5 | de solution
traverse le canal; pour I'ADNa 0,25 mg/ml, il fallait 2,2 s pour 5 |. Ces me-
sures nous permettent d'avoir une estimation de la viscosie de la solution das
le canal.

On fait I'hypotrese que lecoulement est similaire pour un canal de section
caree et un canal circulaire de méme surface de section. On peut donca partir
de lequation 2.17 calculer la viscosie en fonction du cebit, de la pressionet des
donrees geonetriques du syseme gquation 2.29).

. P:R*
= — 2.2
8.Q:L (2.29)
On obtient =3;2:10 2 Pl pour 'ADNa 1 mg/mlet  =1;9:10 3 Pl pour

I'ADNa 0,25 mg/ml. Ces viscosies sont inkrieuresa celles mesuees pour un
ADN lireaire pourtant plus court (letude par PIV a monte que la viscos it de
I'ADNa 2 kpb est de I'ordre de 10 2 PI). Cette dierence est duea la topologie
de I'ADN plasmide :etant super enrouk, il se pesente comme des particules
bien plus petites qu'un ADN lireaire cerouk. On observe bien cette dierence de
viscosik lors des tests delectrophoese : I'ADN superenrouk, moins visqueux,
migre plus loin que le m&me ADN lirearise.

Conclusion

Apes un passage dans le micro canal, 'ADN ne pesente pas de signe de rup-
ture. Si les manipulations sont epetes, dans le cas de dix passages congcutif en
particulier, on peut observer des traces indiquant une rupture de brins d'ADN,
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mais le pfenonene n'est que de tes faible amplitude. Le passage dans des mi-
cros canaux et dans les conditions experimentalesetudees ne menace donc pas
de manere signi cative l'inegrie de I'ADN. On ne devrait donc rencontrer a u-
cun probeme de ce type dans le cadre du projet Angioskin. Ceci nhous permet
de proedera la conception du syseme d'injection, pesente dans le prochain
chapitre.
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Chapitre 3

Conception et
dimensionnement du
syseéme

Le syseme ceveloppe pour le projet Angioskin doit permettre de transfecter
les cellules de lepiderme. Pour cela, I'ADN injece a deux importantes barreres
a franchir : le stratum corneum, car les cellulesa traiter se situent en dessous, et
la membrane cellulaire car les genes doivent &tre ineesa l'inerieur des cellules.
L'icee du projet pour ealiser ces fonctions est d'employer des microaiguilles
pour percer la peau, et lelectroporation pour ouvrir les membranes cellulaires.
Les aiguilles du syseme servent donc delectrodes en plus d'amener le produit
sous la peau. La gure 3.1 pesente un schkema de principe de cette solution.
Le syseme complet du projet comporte donc une partie mecanique (aiguilles),
une partie uidiqgue (manipulation des nedicaments) et une partie electrique
€lectroporation). On decrit dans ce chapitre la partie uidique du syseme.

3.1 [enition du syseme
3.1.1 Cahier des charges

L'objectif de la partie uidique du projet est de faire passer au travers d'une
matrice d'aiguille per@e une quantie donree de produit.

Manipulation d'ADN

Le produit en question est une solution d'ADN plasmide cevelopge lui aussi
dans le cadre du projet an de permettre le traitement genique de maladies
de peau en inerant dans les cellules un gene codant pour la production d'une
mokcule aux proprees antiangiogniques. Les mokcules d'ADN sont de grande
taille et fragiles. Elles sont donc tes sensibles aux forces hydrodynamiquesuq
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risquent de les fragmenter. Pour que le traitement soit possible, les mokcels

doivent rester fonctionnelles, donc ne doivent pas étre degracees par leur mani-
pulation dans le syseme. Nous avons \erie dans le chapitre peedent (part ie

2.3.3) que les mokcules d'ADN utilies dans le cadre du projet nétaient pas
cegrackes dans notre syseme.

Maitrise de la quantie injecee

La quantie de produit injecee doit pouvoir étre controke a n de matr iser
le traitement. Comme pour tout traitement medical, le dosage du produit est
important. Ici, on souhaite surtout n'utiliser que la quantie recessai re au trai-
tement eteviter ainsi un surdosage qui constituerait un gaspillage de la solutn
d'ADN.

Injection homogene

On souhaite ealiser un traitement de la peau en surface. Par consequent,
on veut epartir 'injection de la solution d'ADN de la manere la plus uni-
forme possible. Concetement, on pevoit de ealiser un prototype permettant
d'injecter de 10a 20 | de produit au travers d'une matrice de cent aiguilles
egalement eparties sur 1 cm?. On doit donc ealiser un syseme capable dejecter
de 100a 200 nl de produit au travers de chaque aiguille et ce, malge la non
homogereit de la peau qui induit une esistancea l'injection dierente en so rtie
des dierentes aiguilles.

Minimisation des pertes

Les solutions d'ADN plasmide sont tes colteusesa produire. On souhaite
donc limiter au maximum les pertes de produita l'inerieur du syseme. C'est
d'ailleurs ce qui a motiwe le choix de microaiguilles pour faire peretrer 'ADN
sous la peau puisque tout ce qui passe au travers des aiguilles est inee sous la
peau. La manipulation du produit dans un syseme uidique implique recessai-
rement des pertes. Toutefois, la minimisation de ces pertes est une contrainte
omnipesente dans la conception du syseme.

Inegration du syseme

Enn, il restea prendre en compte les contraintes leesa l'inegration du
syseme et de ses dierentes parties. En particulier, la partie uidique n'existe
que pour étre adapee aux aiguilles et doit donc étre dimensionree en congequence
et ne pas nuire au bon fonctionnement des autres parties. D'autre part, il
faut aussi pevoir de I'espace pour ealiser la connexion electrique du eseau
delectrodes qui se fait sur la m&me face que le circuit micro uidique.
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3.1.2 Principe du syseme

Dans cette partie nous pesentons les caraceristiques gererales du syseme.
Une mocktlisation mecanique est propose dans la partie 3.2, et les cetais des
dierentsekments font I'objet de la partie 3.3.

Le syseme complet d'Angioskin

Comme cela l'a et evoqe peedemment, il y a dans le projet Angios-
kin deux barreresa franchir. La premere, macroscopique, est lepiderme qui
proege l'inerieur du corps contre toute agression exerieure; et la seconde es
la membrane des cellules que I'on doit transfecter.

Fig. 3.1 { Sctema de principe du syseme d'Angioskin.

Pour franchir la premere barrere, on utilise des microaiguilles. Celles ci
traversent la peau et permettent donc de celivrer le produit trerapeutique a
proximie de cellulesa transfecter. Pour amener ensuite le produita l'inerieur
des cellules, c'est le pkenonene delectroporation qui est exploie. Les aiguilles
serventa la foisa injecter le produit et commeelectrode pour appliquer le champ
electrique recessairea lelectroporation.

La partie uidique

L'objectif de cette partie est de ealiser une injection uniforme d'une quan-
tie donree de produit au travers des microaiguilles. Pour cela, il aee ceci
d'adapter a chaque aiguille un eservoir individuel et de le vider totalement.
Cette nethode permet de garantira la fois la quantie totale de produit injece
(il s'agit du volume des eservoirs) et l'uniformit de l'injection puisque tous les
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eservoirs sont de taille identique. Le syseme est donc constitte d'une marice
de eservoirs, recouverts d'une membrane ceformable permettant d'expulser leur
contenu. La gure 3.2 pesente une vue d'ensemble du eseau de chambres. Le
syseme est placa l'inerieur d'un bo'tier dont on contréle la pres sion et est
connecta l'exerieur au niveau de I'entee du circuit de remplissage.

Fig. 3.2 { Vue d'ensemble du circuit uidique

Le remplissage s'e ectue par le biais d'un circuit irrigant tous les eservoirsa
partir d'une unique entee. Pour cela, on bouche les aiguilles en les plantant dans
un morceau de PDMS, puis on diminue la pression dans le botier. Cela aspire le
liquidea travers le circuit de remplissage ce qui remplit 'ensemble des chambres.
Ce circuit est termire par une diode uidique qui ne permet la circulation du li-
guide que dans ce sens. La partie gauche de la gure 3.3 pesente ce remplissage.

Fig. 3.3 { Sctema de principe de la partie uidique

Pour l'injection, on likere les aiguilles et on augmente la pression dans le
botier. Cette pression positive va d'abord fermer la diode uidique qui empche
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tout retour du liquide au travers du circuit de remplissage ( gure 3.3, droite) ;
puis la pression appliqiee cause la ¢ exion de la membranea l'inerieur des
eservoirs ce qui, dans un premier temps, ferme le circuit de remplissage et,
dans un second temps, vide les eservoirs au travers des aiguilles. Le circuit
de remplissage est corcu pour étre boucle le mieux possible au moment de
I'injection. C'est ce qui permet de garantir I'individualisation des chambres et
donc l'uniformit de l'injection. Les cktails de ce syseme sont pesenes dans la
partie 3.3.

3.1.3 Maeriel et technologies

Le syseme est eali® dans un matriau polynere, le PDMS, et sa fabri cation
se fait en salle blanche. Les divers pro@des et techniques intervenant dans sa
ealisation sont exposes en cktail dans I'annexe A.

Le PDMS

L'utilisation du PDMS en microtechnologies aet initee par lequipe de G.
M. Whitesides [63] puis, du fait des nombreuses qualies de ce polynere, elle
s'est ereralisee pour les applications micro uidique. En particulier, le PDM S
est tes simple a manipuler et permet de epliquer parfaitement par moulage
des motifs micronetriques. Sa manipulation ne recessite que peu de matriel :
une enceinte sous vide poureliminer les bulles formees lors du nelange et un
four pour le faire eticuler.

En plus de la simplicie de manipulation, le PDMS a les proprees suivantes :

{ C'est un polynmere hypeelastique. A l'instar du caoutchouc, il peut donc
subir de tes grandes deformations sans se cegrader, et constitue donc un
maeriau de choix pour la ealisation de membranes deformables. Lequip e
de S. Quake [64] aet la premerea ealiser des vannes en exploitant cette
qualie.

{ Il est biocompatible [65] ce qui est indispensable pour uneement d'un

syseme servanta manipuler des produits de traitement nedical.

{ Il est naturellement hydrophobe, mais il existe des traitements permettant

de le rendre hydrophile lorsque c'est recessaire.

{ Il est poreux aux gaz, mais pas aux liquides.

Le PDMS est le principal support pour la fabrication de microsysemes ui-
diques au sein de lequipe Biomis. Ses proprees de biocompatibilie en parti-
culier ontet \eriees et exploiees pour la fabrication de sysemes de cultur e
cellulaire comme celui pesent dans la partie 4.1.

Salle blanche

La ealisation de sysemes micronetriques recessite un environnement par-
ticulerement propre puisque la dimension d'une poussere n'est plus regligeable
devant celle du syseme. De ce fait, la microfabrication se fait dans une sadl
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propre et maintenue en surpression par rapporta I'exerieur an de limiter la
pesence de pousseres. La salle blanche de BIOMIS est de classe 10000, ce qui
signi e qu'il y a moins de 10000 particules de poussere par pied cube.

Cette salle blanche estequipee de plusieurs appareils permettant de ealiser
les dierentesetapes de fabrication des microsysemes. Les principaux appareils
sont un bati devaporation qui permet de ceposer des couches de netal jusqua
plusieurs centaines de nanonetres depaisseur, un batit de RIE pour la gravure
%che, une aligneuse pour la photolithographie et un pro lonetre permettant de
mesurer les dimensions des objets fabrigles.

3.1.4 Choix de conception
Matrice de eservoirs

Vider un eservoir unique au travers d'une matrice d'aiguille ne peut conduire
a une injection homogene que si les aiguilles sont toutes parfaitement identiques
Ce qui n'est jamais le cas en pratique. Plus important encore, la peau n'est pas
un materiau homogene et par conequent, la esistancea l'injection n'est pas |l a
meéme d'une aiguillea l'autre.

Disposer d'un eservoir par aiguille permet deviter ce probeme. En e et,
si une aiguille pesente une trop grande esistance hydrodynamique, le contenu
de son eservoir ne pourra pas se vider au travers d'une aiguille voisine comen
ca auraitek le cas pour un sysemea eservoir unique. Le eservoir de cet te
aiguille mettra simplement plus de tempsa se vider, ou, dans le pire des cas, ne
se videra pas compétement.

Pour ces raisons, il aee decice d'adapter un eservoir individuela chaque
aiguille. Cela permet de garantir une injection homogne d'une quantie de
produit »>ee, chaque eservoir etant enterement vice lors de l'injection. D e
plus, le volume injece au travers de chaque aiguille est directement le au véume
du eservoir qui l'alimente. On contr6le donc la quantie de produit injece au
travers de chaque aiguille par le biais de la ggeonetrie de la matrice de esrvoirs.

Sparation des circuits de remplissage et d'injection

Lorsque I'on utilise une seringue traditionnelle, le remplissage de la seringue
se fait par 'aiguille, tout comme l'injection. Dans le cas d'une matrice d'aiguilles
un tel proedc de remplissage reste possible : il sut de tremper toutes les at
guilles dans la solution dont on souhaite remplir le syseme. Proeder ainsia
deux principaux avantages : cela permet de remplir la totalie des eservoirs en
limitant les risques de mauvais remplissage, et c'est la forme la plus simpleos-
sible pour la ealisation du syseme, donc la plus facilea fabriquer et pesentant
le moins de risques de cefaillance.
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Toutefois, si on prend en compte le fait que I'on souhaite limiter au minimum
le gaspillage du produit utili®e, cette manéere de proeder devient beaucoup plus
probematique. En e et, il faut alors placer devant chaque aiguille la quantite
de produit que peut contenir chacun des eservoirs. En d'autres termes, il faut
placer cent gouttes de produit de 100a 200 nl sur une surface plane, puis les
mettre en contact avec les aiguilles avant d'aspirer. Il faut aussi faire en @te
que chaque gouttelette soit enterement aspiee au travers de l'aiguille brs de
cette manipulation.

Chaque manipulation de produit engendre des pertes non regligeablesa cette
echelle. Une partie du produit manipuk reste toujours dans I'outil de manuten-
tion. On notera aussi que levaporation devient elle aussi un probeme critique :
a l'air libre eta temperature ambiante, une goutte de 100 nl d'eau skvapo re
totalement en quelques minutes.

A n de simpli er la manipulation du produit trerapeutique, il a donceg
tecice de sparer le remplissage du syseme de l'injection. On a donc corcu
un eseau de canaux permettant de remplir la totalie des eservoirs a par-
tir d'une seule entee. De ce fait, les pertes de produit dans le syseme sont
bgerement augmentees puisque tout le produit restant dans le syseme de rem-
plissage n'est pas injece au travers des aiguilles, mais les pertes leesalma-
nipulation pealable du produit sont consicerablement eduites.

Individualisation des chambres

Le fait d'avoir corcu un circuit de remplissage impliqgue que les chambres
ne sont pas eellement inckependantes les unes des autres. Elles sont relees par
un eseau de canaux, ce qui meta mal le principe de la pluralie de eservoirs.
Pour le remplissage, on a besoin d'un circuit unique, mais lors de l'injection,
il nous fauta nouveau une matrice de chambres incependantes pour garantir
l'uniformie de l'injection. Pour permettre cela, le circuit de remplissage doit
étre ferne lors de la phase d'injection.

A n de ealiser cette individualisation des chambres, le circuit de remplis-
sage est positionre juste sous la membrane. Ainsi, sa section est leealpression
appligee : lors du remplissage, la epression dans le eservoir de pressiotire
la membrane vers le haut, ce qui augmente la section du circuit de remplissage
et diminue donc sa esistance hydrodynamique (gure 3.4, (1));a linverse,
lors de l'injection, la membrane s'enfonce dans les canaux, ce qui augmente
consicerablement leur esistance hydrodynamique gure 3.4, (2)). A n d'accen-
tuer lesecarts de section, le circuit de remplissage est eali® en deux fois ce qui
permet de lui donner une forme en escalier. Typiquement, le circuit de remplis-
sage a une section rectangulaire de 300x100m, avec une marchea 50 m.

Cette nethode d'individualisation ne garantit pas une fermeturea 100% du
circuit de remplissage. Il reste toujours de ns passages entre les chambres lors
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Fig. 3.4 { Vue en coupe d'un canal du circuit de remplissage, (1) pendant le
remplissage, (2) pendant l'injection

de l'injection. Toutefois, la esistance hydrodynamique de ces passages est telle
que le liquide n'y passe pasa moins qu'une aiguille ne soit totalement bouake.

Proprées de surface du PDMS

Les proprees de surface du PDMS ont de l'importance lors du remplissage
d'un syseme. La nature hydrophobe du matriau peut empécher une solution
aqueuse d'envahir tous les recoins du syseme menant ainsia la formation de
bulles. Il est possible de traiter le PDMS pour le rendre hydrophile ; on a donc
pu tester le remplissage du syseme pour un PDMS hydrophile et un PDMS
hydrophobe ; la gure 3.5 donne un bon apercu du esultat de ces tests.

Lorsque les parois en PDMS sont hydrophiles, les solutions aqueuses tendent
a remplir les canaux tes rapidement par capillarie. Dans notre cas, le liquide
envahi le circuit de remplissage, mais pas les chambres (comme on peut le voir
sur la partie gauche de la gure 3.5). Lorsque qu'ensuite on essaye d'aspirer
le produit dans le syseme, il reste sur les parois sans remplir le volume des
chambres laissant ainsi une grosse bulle d'air dans chaque chambre. A l'inverse,
Lorsque le PDMS est hydrophobe, le liquide occupe d'abord le volume avant de
s'attacher aux parois. Il ne reste alors que de petites bulles d'air dans les coins
des chambres. Lorsqu'elles sont assez petites, ces bulles sont immediatement
absortees dans le PDMS du fait de leur pression interneelewee. Le remplissage
du syseme s'ogere donc mieux avec un PDMS hydrophobe. Le remplissage du
syseme est pesent plus en cktail dans la partie 3.4.2.

3.2 Mocklisation

L'objectif de cette etude est de ealiser un modtle necanique du syseme
d'injection et d'en ceduire un dimensionnement optimal. La mocktlisation per-
met de se faire une icce du comportement treorique du syseme. Elle aet faite
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Fig. 3.5 { Remplissage d'un eseau de chambres dont une moite est hydrophile
et l'autre hydrophobe. La photo de gauche montre le remplissage instantarelu
syseme par capillarie, la photo de droite montre le esultat apes as piration
de l'encre au travers du syseme.

au moyen du logiciel Femlab, version 3.1.

Le syseme est un eseau de chambres en PDMS couvertes d'une membrane.
Lejection du liquide se fait par l'application d'une pression sur la membrane
entra’ant ainsi sa ceformationa l'inerieur des chambres. La mocel isation per-
met detablir des relations entre d'une part les caraceristiques gonetriques du
syseme gpaisseur de la membrane, forme et taille de la chambre) et la pression
appliqee, et d'autre part le comportement de I'ensemble (ceformation de la
membrane, risques de rupture, volume mort et volume chas®).

3.2.1 Le mockle

Le PDMS est un matriau hypeelastique, incompressible et le probeme
pesente de tes grandes deformations. Ce type de probeme néetant pas gere par
Femlab 3.1, il faut entrer soi méme lesequations de comportement du sysera.

On note :

{ F le tenseur des gradients de deformation

{ J le ceterminant de F : J = det(F)

{ C le tenseur de Cauchy-Green C = FTF

{ E le tenseur de tension de GreenE =1=2:(C 1)

{ I la matrice identie

{ 11 un invariant de tension : 1, = trace(C)

Pour un matriau hypeelastique, les contraintes S sont calcukes par le biais
d'une fonction denergie W.
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S= @W=@E (3.1)

Le mocele Neo-Hookean aet utilie pour ces calculs. Pour ce mockle, la
fonction denergie de tension s'exprime :

W =1=2:G:(l; 3)+1=2::(J 1) (3.2
Qu G est le module de cisaillement G = 250 kPa pour le PDMS) et
est le module delasticie pris tes grand ( = 10* MPa) car le PDMS est

pratiguement incompressible.

En n, le contact au fond de la chambre est simuk par une force appligeea
la membrane du type :F = Aie B9 a1 A et B sont des constantes et d est la
distance entre la membrane et le fond de la chambre. Pour B tes grand, cette
force est regligeable tant que la membrane ne touche pas le fond de la chambre.
Les valeurs prises pour ces moctles sont la pression appligqiee au syseme o
Aetl m ! pour B (soit 106m 1).

Les gures 3.6 et 3.7 pesentent le maillage du mockle et la deformation
tridimensionnelle de la membrane a l'inerieur de la chambre. Le maillage est
compos de 3000a 5000ekments etraedriques.

Fig. 3.6 { Maillage du mockle necanique de la chambre d'injection

3.2.2 Proprees necanique du PDMS

Le paramnetre utilie pour caraceriser le PDMS dans les calculs est son mo-
dule de cisaillement. Or ce dernier cepend d'un grand nombre de facteurs dont
les proportions de durcisseur dans le nelange, ou la marque de PDMS utiliee.
D'apes la literature [66], ce paranetre peut varier entre 100 kPa et 3 MPa.
Pour avoir une icee plus pecise de l'ordre de grandeur de ce paranetre pour
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Fig. 3.7 { Deformation de la membrane a l'inerieur de la chambre sous une
pression de 45kPa

le PDMS utilie ici, des essais de traction ontees meres sur les machines de
I'lUT de Rennes. Des echantillons se pesentant comme des paws cares de
PDMS d'un centinetre de cot et de quatre millinetres depaisseur ont ees
colesa des plaques de verre par traitement plasma. An de ne pas briser le
verre dans les mords de la machine de traction, des plaques d'aluminium y ont
et colees avec une colle cyanolite. Lesechantillons ainsi pepaes ont permis
de tester le PDMS en cisaillement.

Fig. 3.8 { Acquisition du module de cisaillement du PDMS
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La gure 3.8 pesente le esultat de ces tests pour trois echantillons. Deux
types de PDMS ontee teses (le RTV de General Electronics et le 184 de
Sylgard) ainsi que deux proportions de l'agent eticulant (1/10 et 1/15). On
notera que la rupture du PDMS n'a paset clairement obsenee : il se cecolle
du verre avant de rompre. D'une manere ererale, le PDMS ne rompt que sous
des conditions irealisables dans nos microsysemes et peut donc ne pas &tre
prise en compte pour la moctlisation. Le module de cisaillement est donre par
lequation 3.3. F repesente la force appliqieea lechantillon et la deformation
engendee; h et S sont la hauteur et la surface de lechantillon de PDMS.

F:h
G= S: (3.3)

Ces courbes ontets ensuite compae au calcul de Femlab pour ce méme
essai de traction et le module de cisaillement aet ajuse an que le calcul
nurrerique corresponde aux essais. Cela donne un module de cisaillement de 250
kPa pour le PDMS RTV nelanga 1/15, 380kPa pour le RTVa 1/10 et 5 80
kPa pour le 184a 1/10. Toutes ces valeurs sont soumisesa des uctuations dues
a l'impecision du nelange polymere/ agent eticulant ainsi qu‘aux condit ions
variables de eticulation.

3.2.3 Apport du mockle

D'un point de vue qualitatif, les calculs pareements nis ont permis de cer-
ner la geonetrie optimale des microchambres permettant de minimiser le volure
mort lors de la de exion de la membrane. On constate avant tout que, tant que
I'on reste dans des dimensions permettant d'injecter un minimum de 10 | au
travers du syseme, plus les dimensions horizontales des chambres sont grandes
et plus le volume injecea pressionegale est important. De méme, augmenéer
la hauteur des chambres permet d'aneliorer la quantie de volume inject, mais
augmente aussi consicerablement le volume perdua l'inerieur du syseme, ce
qui n'est pas le cas pour une augmentation horizontale du volume. Pour un
meilleur rapport entre le volume injece et le volume perdu, il convient donc
d'exploiter au maximum la surface sur laquelle se epartissent les chambres tat
en optimisant le rapport d'aspect hauteur/largeur.

La gure 3.9 pesente levolution du rapport entre les volumes de liquide
injeces et perdus dans le syseme en fonction de la pression appliqiee. Chaque
courbe repesente une gonetrie dierente pour la chambre : dans la Egende
400x700x700 signi e que la chambre est un volume paraleepipedique de 400

m de hauteur et 700 m de cot; 300xD800 corresponda une chambre cylin-
driqgue de 800 m de dianetre et 300 m de hauteur.

Ces courbes montrent que la forme des chambres n'a que peu d'in uence sur
la qualie du syseme, comme le montre la superposition des courbes relatesa
la chambre cylindrique et celle d'un chambre caree dans la gure 3.9. De ce fait,
la pekrence sera donreea des chambres de forme caree, parce gu'elles sont
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Fig. 3.9 { Rapport entre les volumes injeces et volumes perdus dans le syseme
en fonction de la pression appliglee

plus facilesa epartir dans I'espace tout en exploitant au maximum la surface
utilisable.

On constate aussi, comme on pouvait s'y attendre, qu'une pression plus
importante permet d'injecter davantage de produit. Augmenter la pression ap-
pligiee pour eduire le volume mort est toutefois une solutiona envisager avec
pecautions ; en e et une pression trop importante pourrait endommager le mi-
crosyseme.

La gure 3.10 montre la ceformation de la membrane pour une pression de
50kPa. On visualise bien I'espace qui constitue I'essentiel du volume mort. kst
possible en terme d'optimisation de combler cet espace en donnant aux parois
une structure pyramidale a n de diminuer les pertes de produit dans le syseme.

3.2.4 Validation

A n de valider le mockle de simulation, la ce exion calcuke de la membrane
aek compaeea des mesures faites sur un syseme test. On applique au moyen
d'une seringue une pression dans une chambre recouverte d'une membrane, et la
membrane se eforme sous I'e et de la pression. On mesure alors la deformain
de la membrane au moyen d'un pro lonetre. La gure 3.11 pesente un sckema
de ce montage.

Les esultats de ce test sont pesenes dans la gure 3.12. Il y apparat

clairement que les courbes ne se superposent pas, et particulerement pour les
faibles pressions. Le test aet e ectie trois fois et les esultatsetai enta chaque
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Fig. 3.10 { Chambre en coupe, ceformation de la membranea 50kPa

Fig. 3.11 { Sctema du syseme de mesure de c exion de la membrane
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Fig. 3.12 { Comparaison entre e exion calcuke et mesuee

fois comparables. Il constitue toutefois une validation su sante du mocele pour
I'exploitation qualitative qui en est faite. En e et, lecart entre les cour bes cal-
cukes et mesuees n'est que de quelques pourcents pour l'essentiel de la plage de
mesure. Le montage ne permet malheureusement pas d'explorer des pressions
plus importantes car au deh de 30 kPa, la pointe du pro loretre dechire | a
membrane pendant la mesure.

Il'y a plusieurs causes auxecarts entre les calculs et les observations. Tout
d'abord, la pression est appliqiee au moyen d'une simple seringue de 20ml.
Comme le ceplacement de la membrane constitue un changement de volume
regligeable devant celui de la course du piston, la loi des gaz parfait permet de
connalre la pression induite par le ceplacement du piston 3.4.

Pi V, = Pf ZVf (34)

Ici, P; est la pression atmospterique,V; le volume initial de la seringue
(20ml), P; est la pression appligieea la membrane etV; le volume interne de
la seringue apes ceplacement du piston. Pour appliquer une pression de 11kPa
sur la membrane avec ce syseme, on doit eduire le volume de la seringue
de 10%, et donc ckeplacer le piston de la graduation 20 a la graduation 18.
En supposant que la pecision de positionnement du piston soit d'un quart de
graduation, on a alors une erreur sur letablissement de la pression de 1,5kPa
soit environ 14%. Pour des pressions appligees plus importantes, cette erreur
est plus faible. L'erreur est estinee par la dierenciation de lequation 3.4. E n
consicerant que la pression atmospterique et le volume initial de la seringe
sont des constantes, on obtient lequation 3.5.
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Pi:Vi: %

P =
f sz

(3.5)

Une autre source d'erreur dans la prise de mesure est dde a l'utilisation
d'un pro lorretre. En e et, la pointe du pro lonetre appuie sur le relief mesue
avec une force non nulle. Bien que faible (un poids de quelques milligrammes)
cette force est tes ponctuelle et su ta ceformer localement la membrane. La
canera du pro lonetre permet d'avoir une appeciation visuelle de I'erreur in-
duite. Celle ci est de l'ordre de quelques micronetres au plus.

En n, la valeur du module de cisaillement du PDMS utilise dans les calculs
est elle méme soumisea de egres uctuations ddiesa sa peparation manuelk.
De plus, la peparation toujours manuelle desechantillons pour levaluati on du
module de cisaillement a elle aussi introduit une incertitude. En regligeant I'in-
certitude de la machine de traction devant celle de la peparation desechantillons
on obtienta partir de lequation 3.3 I'erreur theorique sur le module de cis aille-
ment 3.6. En estimanta 0,2 mm l'erreur de dimensionnement de lechantillon
sur chaque longueur, on obtient une erreur de 5%.

F: h Fh: S
+
S: S2:

Les causes enon@es ici ne susent pasa expliquer competement lecart
obsene entre les mesures et le calcul. La simplicie du mocele choisi est proba
blement responsable de lecart esiduel. Malge tout, le moctle a fait ses preuves,
au moins pour les informations qualitatives, et les ordres de grandeurs que l'on
peut en tirer.

G= (3.6)

3.2.5 Conclusion

La validation avait deux objectif : le premier etait de \eri er que les pa-
ranetres utili’es dans les calculs sont ceux que I'on a avec le PDMS utilis ¢i.
Les calculs ontet ealies pour un PDMS dont le module de cisaillement est 250
kPa ce que I'on obtient avec le PDMS RTV nelanga 1/15. On notera toutefo is
gu'il s'agit d'une limite basse et il pourrait étre envisage d'utiliser un module
de cisaillement plus important si le besoin se pesentait. L'autre objecitfetait
de \eri er la coterence des esultats nurreriques, ce que le faible ecart entre
mesure et calcul con rme.

Pour la & nition d'une geonetrie optimale, on retiendra que plus la sur-
face de la membrane est importante, plus le volume chase est important,
incependamment de sa forme. Le rapport volume perdu sur volume injeceetant
d'autre part peu cependant de la forme de la chambre, il est petrable de choi-
sir la geonetrie engendrant le plus grand volume, donc caree, de ce point de vue.
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On a pu aussi voir dans quelle gamme de pression travailler pour obtenir le
comportement souhait. D'autres tests ayant monte que I'on peut raisonnable-
ment compter sur une pression d'un bar sans avoir de contraintes de ealisations
trop strictes pour I'ensemble du syseme, la pression pour l'actionnement du
syseme pourra étre comprise entre 0,5 et un bar. On obtient aiement des vo-
lumes injeces de I'ordre de dix microlitres pour cent aiguilles avec ces pressions.

3.3 Conception et fabrication des dierentseéments

Le syseme est constitle de plusieurs parties ayant chacune un réle sgeci que.
Le coeur du syseme est la matrice de eservoirs dans laquelle est eparti le po-
duita injecter; mais d'autresekments sont indispensables au bon fonctionne-
ment du syseme. Le remplissage des chambres a en particulier recessie I'ajout
d'un circuit speci que et distinct du circuit d'injection et une diode uidique
permet d'aiguiller le liquide vers le circuit de remplissage ou d'injection.

3.3.1 La matrice de eservoirs
Description

La matrice de eservoirs est leement principal du syseme. Chaque chambre
est une micro-seringue s'ajustanta l'une des aiguilles du syseme. Les chambres
sont recouvertes par une ne membrane de PDMS qui envahi tout leur volume
lorsqu'elle est mise sous pression chassant ainsi le liquide qu'elles contéara.
La dimension des chambres est adapeea la quantie de produit que l'on sou-
haite injecter.

Concetement, comme les aiguilles sont espaees les unes des autres de 1 mm,
les chambres ne peuvent cepasser cette dimension. La dimension maximale qu'il
est possible de ealiser pour chaque chambre est un pawe de 800m de cot et
400 m de hauteur. Au deh, les parois eparant les chambres sont trop nes et
la fabrication devient celicate. Ces dimensions correspondenta un volume de
0,25 | pour une chambre et compte tenu des pertes de produit dans le syseme,
on ne peut esgerer injecter plus de 20 | au travers de I'ensemble des aiguilles.

Fabrication

La matrice de eservoirs est ealiee par moulage. Le moule est fait en esine
epaisse (SU8) cepose sur un wafer de silicium. A n d'obtenir une structure
plusieurs niveaux, on proede a une succession d'enduction de esine et d'in-
solation (voir annexe A). On cepose d'abords une couche de 50n de esine
que I'on insole pour faire le premier niveau du circuit de remplissage, puis une
seconde couche de 50n pour le second niveau. Cela permet d'obtenir la forme
d'escalier de la gure 3.4. On cepose ensuite par dessus une nouvelle couche
de esine de 100 m cette fois pour ealiser les chambres. la encore, on peut
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pro@dera plusieursetapes d'enduction-insolation a n de donner aux chambres
une forme pyramidale (qui limite le volume mort). Pour la plupart des sysemes,

le circuit de remplissage est fait en deuxetapes et les chambres en trois; cela
permet d'obtenir des chambres de 400m dépaisseur.

Apes lesetapes d'enduction et d'insolation, le moule est cevelope et traie
an que le PDMS n'y adlere pas. Le PDMS est pepae puis mis sur le moule
et I'ensemble est plae sous vide poureliminer les bulles d'air formrees lors de
la peparation du PDMS et de sa ceposition sur le moule. Une fois le PDMS
egaz, on serre le moule entre deux plaques pour que les chambres traversent
le PDMS de part en part. En n, le tout est misa letuve pour deux heuresa
70°C pour le faire eticuler, puis on le cemoule.

La membrane

Lepaisseur de la membrane est »>ee empiriquement par les conditions de
fabrication et de manipulation. Une membrane de 30 m depaisseur est facilea
manipuler et se ceforme tes bien aux pressions appliqlees. L'exgerience montre
gue, jusqua uneepaisseur de 10 m, le risque de rupture de la membrane pour
une utilisation normale du syseme, est inexistant. Comme une membrane plus
ne se ceforme mieux, minimiser lepaisseur de la membrane permet de eduire
les pertes de produit dans le syseme. Toutefois des membranes trop nes se
cechirent lors de I'assemblage et pour letude du syseme, on s'est contene de
manipuler des membranes de 30 m depaisseur.

La membrane est ealiee en PDMS par enduction centrifuge. Elle estetake
sur un wafer en silicium exactement de la méme manere gqu'une esine photo-
sensible. Cela permet de ealiser avec une tes bonne epetabilie des membranes
nes et facilesa manipuler puisque apes leur eticulation, elles sontetakes sur
un wafer auquel elles n'adkerent pas. On peut matriser lepaisseur de la mem-
brane ealiee en jouant sur la vitesse de rotation de la tournette (Suss micotech
CT62). Toutefois, il ne faut pas perdre de vue que lepaisseur ne cepend pas
gue de cette vitesse de rotation, mais aussi de la viscosie du PDMS. Or, aps
avoiree pepae, cette viscosie augmente jusqua ce qu'il soit et icuk. On doit
donc prendre en compte le tempsecouk entre le nelange et letalement, c'est

a dire le temps de cdegazage du PDMS. Cette methode permet de ealiser de
membranesepaisses de 20na 100 m environ.

Une fois la membrane ealiee, elle doit étre colee au corps du syseme.
On utilise pour cela le collage plasma. Le eseau de chambres d'une part et
la membrane depose sur son wafer d'autre part sont expoesa un plasma
d'oxygene pendant 30s. Le eseau de chambres est ensuite plae sur la membrane
et le tout est mis quelques minutes au four pour stabiliser le collage. En n, on
cecolle I'ensemble du wafer. Comme la membrane est ne, elle se cechire et seule
la partie colee part avec le syseme; l'autre partie reste sur le wafer.
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3.3.2 Le circuit de remplissage

Description

Fig. 3.13 { Remplissage du syseme complet. Le syseme se remplis en 4s pour
1/10 de bar environ

Le circuit de remplissage est constitle de canaux reliant les chambres entre
elles (gure 3.2). Il s'ouvre sur l'exerieur du botier, qui esta pression at-
mosplerique, et cebouchea l'inerieur dont la pression est »ee au dessus ou
en dessous en fonction de la phase d'actionnement. La gure 3.13 montre son
fonctionnement.

Comme pecise au paragraphe 3.1.4, le circuit de remplissage doit &tre owart
pendant la phase de remplissage du syseme et ferne lors de l'injection. An
de limiter les ouvertures entres les dierentes chambres, ce circuit est eduit en
terme de dimensions et de nombre de canaux. Sa section doit tout de méme
permettre de laisser passer les mokcules d'ADN sans qu'il y ait de risque d'ag-
glomreration. Les canaux ont donc une section de taille supgerieurea un care de
100 m de cok.

Le circuit de remplissage alimente les chambres par rangees. Cela pose un
probeme pour le bon remplissage de I'ensemble du syseme car cela implique le
risque qu'une rangee de chambre ne se remplisse pas ou pas bien (ce probeme
est traie par l'ajout de esistances hydrodynamiques). Si cette geonetrie a
malge cela et choisie, c'est parce qu'alimenter toutes les chambres par un
seul chemin (un circuit en serpentin) implique une esistance hydrodynamique
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trop importante sur I'ensemble du circuit qui rend le remplissage extrémement
di cile et lent.

Resistance hydrodynamique

Les esistances hydrodynamiques (voir gure 3.2) ontek ajoutes pour ga-
rantir le bon remplissage de toutes les ranges de chambres par le circuit de
remplissage. En e et les dierentes rangees du circuit ne se remplissent pas
recessairementa la méme vitesse. De kgeres disparies dans les proprees du
maeriau, mais aussi dans la geonetrie des canaux su senta priviegier cer-
taines rangees par rapporta d'autre lors du remplissage.

Sur la gure 3.13 c'est essentiellement la dierence de longueur des parcours
pour l'encre qui induit le decalage du remplissage des dierentes rangees. |l
est en e et plus codteux en terme d'espace occupe (et de volume mort dans
le syseme) de ceer une arborescence de canaux garantissant une epartition
egale de la longueur des trajets que d'augmenter I'e et des esistances hydro-
dynamiques (c'esta dire augmenter leur longueur et eduire leur section).

Lorsqu'une rangee est pleine, tout le liquide aspie par le syseme tendraa
passer par ce chemin sans envahir davantage les rangees restantes ai le carera
hydrophobe du PDMS empéche le liquide de progresser. L'air restant dans le
sysemea ce moment est donc pege et ne peux plus en sortir ce qui empéche
donc une partie des eservoirs d'etre remplis.

Lorsque le liquide atteint la esistance hydrodynamique, sa progression és
tes fortement ralentie. En e et, le rapport surface sur volume est plus impor-
tant dans ces canauxetroits ce qui diminue consicerablement I'importance de la
force d'aspiration devant la esistance des parois hydrophobes. Cela permet de
mettre chaque rangee pleine en attente jusqua ce que tout le syseme soit rerpli.

La taille de ces esistances aet »>e empiriquement pour ne pas ralentir le
remplissage du syseme, tout en assurant la bonne epartition du liquide dans
les chambres. Elles consistent en un canal en forme de lacet d'une longueur d'un
millimetre et de section caree de 100 m de cot.

Fabrication

Le circuit de remplissage et les esistances hydrodynamiques sont ealies
par moulage en méme temps que la matrice de eservoirs. lIs sont deseemest
du méme moule.

3.3.3 La diode micro uidique

Lors de l'injection, le liquide ne doit pas ressortir par le circuit de remplis-
sage, mais par les aiguilles. Les canaux reliant les chambres doivent se boucher,
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mais cela suppose qu'il y ait une dierence de pression su sante entre les deux
faces de la membrane. Or pour le remplissage, l'inerieur du syseme doit étre
rele au eservoir de pression an de pouvoir aspirer le produit. Il faut donc
ajouter un actionneur assurant l'ouverture et la fermeture du circuit de rem-
plissage au niveau de sa connexion avec le eservoir de pression.

Cet eement est une diode uidique qui doit donc étre passante lors du
remplissage du syseme, lorsque la pression dans le botier est faible, etdquante
lors de l'injection lorsque la pression estelevee. Compte tenu des pressions ses
en jeu (de l'ordre d'un bar), celle ci doit étre tes robuste et surtout avoir un
eel comportement "tout ou rien". En e et, s'il y a des fuites, une partie du
produit ne pourra pas &tre injece, et sera donc perdue.

Les dierents concepts de diode

A lechelle macroscopique, uneement de type "diode uidique" est gerera-
lement constitte d'une partie mobile. Par exemple, une bille se deplacant dans
une chambre bouche un canal si une pression regative la retient, et laisse pas-
ser le uide lorsqu'une pression positive Ieloigne du canal ( gure 3.14). Cetype
dekment est tes able et robuste. Toutefois, il devient probematiquea ea liser
dans un microsyseme. En e et, 'assemblage de peces micronetriques est une
oreration cklicate, et les risques de rupture ou de blocage du syseme sont im
portants. Pour ces raisons, les diodes passives sont petees aux petiteséelles.

Fig. 3.14 { Schema de principe d'une diodea partie mobile

Par diode passive, on comprend que la diode ne contient aucun eement
mobile ou deformable qui modi erait sa georretrie pour ealiser la fonct ion de
diode. Ces diodes sont bases sur le comportement d'un uide facea des obs-
tacles ou un circuit particulier dans un canal. Elles sont tes simplesa fabriquer,
le motif permettant leur action est tout simplement moue en méme temps que
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le reste du circuit uidique, et sont tes ables. Le seul cefaut de ces diodes
est leur comportement gereral : elles n'‘ont pas un comportement tout ou rien.
Pour une dierence de pression donree, le cebit sera plus important dans un
sens que dans l'autre. Dans des conditions optimales, la dierence de cebit entre
les deux sens de circulation du uide est de I'ordre de 30% [67, 68]. Ces diodes
peuvent permettre en particulier de ealiser une pompe faisant avancer le uide
en moyenne dans un sensa partir d'une sollicitation geriodique.

Comme les diodes passives ne sont pas parfaitement bloquantes, elles ne
conviennent pas a l'usage que I'on souhaite en faire ici. An d'obtenir cette
fonction, on a choisit d'utiliser la membrane du syseme pour ealiser une diode
de type "porte". Une diode de ce type aet ealiee ecemment par M. Adams
[69]. Le mocele qu'il pesente est tes fragile, et d'une fabrication complexe;
mais il est possible de ealiser un eement plus simple et plus robuste en le
placanta la sortie du circuit uidique. LeEment en question est une simple
trappe eali®e dans la membrane. Lors du remplissage, celle ci se soueve et
laisse passer l'air et le liquide qui est aspie ; tandis que pendant l'injectim, elle
se retrouve plaqlee contre la sortie du circuit de remplissage la fermant iasi
totalement. Ainsi corcue, la diode est tes robuste (elle aet tesee jusqu' a deux
bar), et elle est parfaitement bloquante.

Fabrication

La diode telle qu'elle est corcue a le gros avantage d'exploiter leseements
existant du syseme, et plus particulerement la membrane en PDMS. La diode
est donc une trappe fornee dans la membrane au dessus d'un canal termi-
nant le circuit de remplissage. Sa fabrication est assez celicate toutefois. A
d'empécher localement la membrane de coller au reste du syseme, on inter-
cale un morceau de papier n (papiera cigarette) entre celle ci et le corps du
syseme lors de l'assemblage de la membrane ( gure 3.15). La trappe est engai
cecoupee au cutter autour du bout de papier et celui ci est retie.

Fig. 3.15 { Fabrication de la diode : a) positionnement du morceau de papier,
b) collage de la membrane, c) cecoupe de la membrane et extraction du papier

Comme pecie peedemment (partie 3.3.1), la membrane se cechirea I' en-
droit a elle n'est plus colee. Par conequent, il est recessaire de faire en sde
gue la membrane soit colee tout autour du morceau de papier celimitant la
trappe. Les dimensions de ce morceau de papier sont s lors tes restreintes

87



(quelques centaines de micronetres pour le coe le plus court) ce qui rend sa
manipulation celicate. L'ogeration au cutter recessite elle aussi du doigte pour
ne pas ab’mer le reste du syseme.

D'autres proedes onteke teses pour simpli er la ealisation de cette  diode.
Le plus prometteur consistaita traiter I'emplacement de la trappe au moyen
d'un plasma de CF/O ;, plut6t que d'utiliser un morceau de papier. Le plasma
CF4/O , peut etre utili® pour graver le PDMS, et il le degrade en le rendant
plus di cilea coller. Toutefois, les esultats n'ont pasee aussi bons que pour
la methode originale.

Conclusion

Plusieurs diodes ont ek testes sur le syseme pour remplir la fonction
cesiee. En particulier, un type de diode passive et un concept de diodea partie
mobile. Comme cela aetevoqle, une diode passive nétant pas parfaitement
bloquante, elle ne convient pas au syseme. Quanda la microdiodea partie mo-
bile qui aet teste, elle ne fonctionne tout simplement pas. La partie mobile
se coince et la diode reste toujours passante, dans les deux sens. Le principal
probeme est que la microfabrication se fait en deux dimensions et qu'il faut
donc cerer le jeu mecanique sur la dimension verticale du canal. Ce jeu conduit
a un probeme d'arqueboutement (blocage de la partie mobile) contre lequel il
est pratiquement impossible de se pemunir.

En revanche, la diode uidiqguea membrane corcue pour le syseme remplit
toutes les conditions recessaires au fonctionnement de ce dernier. Elle a de plus
l'avantage d'exploiter la méme membrane que le reste du syseme; ce qui Sipt-

e sa fabrication. Toutefois, lesetapes de fabrication de cette diode restent top
manuelles et requerent un certain doige. Elle peut donc encore étre anelioee
sur ce point.

3.3.4 Le botier et 'assemblage

Le botier du syseme sert en méme temps de eservoir de pression. Il englobe
le syseme et permet d'appliquer au choix une pression sugerieure ou inérieure
a la pression atmospterique pour ceformer la membrane qui recouvre le esea
de chambres (voir gure 3.3). La pressiona l'inerieur de ce bo'tier est geee par
une pompe de type seringue (qui n'apparait pas sur la gure 3.3). Il est eali®
par une entreprise specialiee dans l'usinage de pecision.

L'assemblage du syseme se fait en plusieursetapes. Tout d'abord, on colle
la partie PDMS (c'esta dire le eseau de chambres sur lequel est cole la mem-
brane) sur la matrice d'aiguilles. On proede pour celaa un collage plasma :
les deux partiea assembler sont exposea un plasma d'oxygene puis mises en
contact. On pro te de la transparence du PDMS pour pouvoir ealiser lI'assem-
blage de ces deux peces, chague microeservoir devant s'ajustera une aiguille.
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Le positionnement, eali® manuellement pour l'instant, pourrait &tr e un jour
automatie. C'est en e et une ogeration cklicate qu'il faut eussir rapidem ent
du fait du faible temps d'action du traitement plasma.

La seconde etape de l'assemblage consistea placer et coller le botier. Ce-
lui ci s'appuie sur la matrice d'aiguilles et englobe tout le syseme uidique en
PDMS @ I'exception de I'entee du circuit de remplissage). A ce jour, ce collage
se fait avec du PDMS. Ce n'est pas tes robuste, mais cela garantit une certaine
etancteie de l'assemblage car le PDMS bouche tous les trous.

En n, il ne reste qua connecter le boiera un actionneur de pression. On
utilise pour cela une simple seringue avec un tuyaua son extemie. Le tuyau
s'ajustea un trou de méme dianetre per@ dans le botier.

3.3.5 Conclusion

A l'origine, le syseme ckcrit ici avaitee pense comme une simple mat rice de
eservoirs couverts d'une membrane qui auraitee rempli et vice au travers des
aiguilles. L'ajout d'un circuit de remplissage a complexie ce concept tant du
point de vue du fonctionnement interne du syseme que de celui de sa fabrication.
Toutefois, I'aboutissement est un syseme uidique adapea la probemati que
du projet et d'un usage facile.

3.4 [etails du fonctionnement

Le syseme pesent dans ces pages est destirea étre utili® en clinique. Cete
partie cecrit son fonctionnement en conditions normales, ainsi que les esultats
obtenus lors des divers essais.

3.4.1 Utilisation du syseme
Utilisation normale

Lorsqu'il sera live pour les essais cliniques, le syseme sera directementti-
lisable. Il auraee serili®, et les aiguilles seront planees dans une piece de
PDMS. Les aiguilles sont ainsi proeges contre les chocs pendant le transptr
et elles sont bouctees a n de permettre le remplissage du syseme.

Dans ces conditions, on peut ogerer au remplissage comme cecrit dans la par-
tie 3.1.2. Pour cela, on place une gouttelette de produit sur la spatule d'entee
du circuit de remplissage puis on 'aspire dans le syseme en utilisant la senigue.
Pour garantir un remplissage complet du syseme, il faut placer une goutte de
30 | et arréter l'aspiration juste avant qu'elle ne soit compktement entee dans
le syseme.
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On proede ensuite a la mise en place du syseme sur le patient : on re-
tire la protection des aiguilles, puis on les plante dans la peau. On applique
la pression pour injecter le produit au travers des aiguilles, et on proede a
[electroporation. Contrairementa une injection macroscopique ou le produit
ne retourne jamais dans l'aiguille, il y a un risque pour un syseme miniaturise
comme celui ci. Il faut donc maintenir la pression d'injection pendant tout le
processus delectroporation pour maintenir le produit sous la peau.

Reutilisation

Le syseme de remplissage est initialement pevu pour étrea usage unique.
Ce qui rend sa eutilisation di cile, c'est que le remplissage ne se ceroule bien
que si l'inerieur du syseme uidique est enterement propre et hydrophobe.
Hors, apes une premere utilisation, il reste du produita l'inerieur du sy seme,
ce qui perturbe son bon remplissage. Le syseme ne peut donc étre eutilisgque
s'il est ecle.

Le protocole de echage est simple : le syseme doit &tre mis une heurea
letuvea 110 °C. Une temperature tropelewee pouvant le cegrader, il n'est pas
recommande de cepasser cette consigne ; en particulier, le plastique du botier
commencea fondrea 120C.

Serilisation

La serilisation se faita l'autoclave. C'esta dire en chaleur humide : de la
vapeur d'eaua 110°C. Apes un passagea l'autoclave, de la vapeur d'eau peut
s'etre condengseea l'inerieur du syseme le rendant impossiblea utilis er, comme
apes une premere utilisation. Pour gerer ce probeme, le remede est le méme :
une heurea letuvea 110 °C.

3.4.2 Remplissage

Comme cela l'aeeevoqle (paragraphe 3.1.4), le eseau de chambre ne s
rempli bien que si le PDMS qui le constitue est hydrophobe. C'est un esultat
peu commun en micro uidique ai I'on recherche gereralement I'nydrophilicie
des maeriaux poureviter la formation de bulles. Cette particularie est | eea
la georretrie complexe du syseme et plus particulerement aux changements de
sections du circuit lorsqu'un canal cebouche sur une chambre.

Remplissage hydrophile et capillarie

Si I'on se place dans une situation ai les parois du sysemes sont hydro-
philes, on pourra observer le remplissages des canaux du circuit de remplissage
par capillarie puisqu'ils sont de section constante (voir 2.1.2). En revanche, des
gue ces canaux cebouchent sur une chambre de section cing fois plus grande, la
surface liquide/air doit augmenter pour permettre la progression du liquide, ce
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qui change lequilibre des forces.

Pour decrire la situation, on va consicerer le cas simple d'un canal circulaire
tebouchant sur un céne d'angle a la base (gure 3.16).

Fig. 3.16 { Impregnation d'un céne

Le travaileementaire pour deplacer la ligne triple, et donc pour faire pro -
gresser un liquide par capillarie peut etre cecrit par lequation 3.7 :

W = solide=air :dsparoi solide=liquide :dsparoi liquide=air :dsliquide:air (3-7)

Dans cetteequation, W est le travaileementairea apporter pour faire pro-
gresser le liquide, repesente les tensions de surface pour les trois interfaces
(solidefair, solide/liquide et liquide/air), dSpaei repesente la variation de la
surface de la goutte en contact avec le solide elS;quige=air repesente la va-
riation de la surface en contact avec l'air. Comme la paroi est inceformale, la
variation de la surface du liquide en contact avec la paroi estegalea lI'opms de
la variation de la surface de l'air en contact avec la paroi. C'est pour cela gun
seuldSyarei intervient dans cetteequation.

Fig. 3.17 { Tranche de cbne et parametrage

Dans le cas d'un cone, on peut cecriredSiqige=air €t dSparoi @ l'aide du
paranetrage propos sur la gure 3.17.
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dsliquide:air = i (r+ dr)z T 2 (3.8)

USiquide=air = f 2+2::rdr + :dr? i ? (3.9)

dSiquide=air = 2 :r:dr (3.10)

dSiquide=air = 2: :r:dl:cos (3.11)
De méme :

On obtient donc :

dSquuide=air = dSparei :COS (3.13)

En inegrant cette relation 3.13a lequation 3.7 on peutecrire le pa rametre
d'impegnation du cobne 3.14.

|cone = solide=air ( solide=liquide + liquide=air :COS) (3-14)
On \eri e bien que pour = 90° on retrouve la condition d'impegnation
d'un tube equation 2.9) et pour = 0°, on retrouve la condition detalement

simple equation 2.8). On notera toutefois que contrairement a letalem ent
simple a1 on consicere que I'on dispose d'un volume de liquide a etaler sur
une surface, le volume de cepart est dans ce cas nul. Ce qui signi e qua moins
d'avoir les conditions d'un mouillage total, le liquide ne progressera pas sur cét
surface. On peut encore introduire la relation de Young dans lequation 3.14 et
obtenir une condition simple d'impegnation du cone.

l'cone = liquide=air (cosg cos) (3.15)

Le liquide ne peut donc progresser dans le cone par capillarie que si>
g . Cette condition ne peut étre remplie dans notre sysemea l'endroit ou les
canaux de remplissage cebouchent sur les chambres ;a moins de leur donner une
forme qui serait coOteusea la fois en termes d'espace occupe et de volume de
liquide gaspile dans le syseme. Il n'est donc pas possible d'exploiter les fices
capillaires pour remplir le syseme.

Remplissage hydrophobe

Pour remplir un microcircuit uidique hydrophobe, on est oblige de se mu-
nir d'un syseme de pompage. On doit étre alors capable de fournir une force
su sante pour cepasser la esistance des forces capillaires (les forces gratation-
nellesetant insu santes dans un microsyseme). Dans cette partie, on consicere
donc que le liquide est aspie (ou pouss®) par une pompe de type seringue.
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A cette echelle, la forme prise par le liquide lorsqu'il remplit une chambre
est conditionree par la tension de surface du liquide. Le travail eementaire a
apporter pour augmenter le volume de liquide dans la chambre est doncegal au
travaila fournir pour l'augmentation de la surface entourant ce volume. Cette
surface a deux parties : une partie du liquide est en contact avec le solide (le
PDMS ici) et l'autre partie est en contact avec l'air.

La relation de Young equation 2.7) permet de simpli er lequation 3.7 en
faisant intervenir I'angle de contact g. Cette relation (3.16) est d'autant plus
simple que, pour une solution aqueuse dans un PDMS hydrophobeg vaut 90°
et donc le travaileementaire W ne depend que de levolution de la surface de
contact entre l'air et le liquide.

W = jiquide=air :(COY E):dSparoi  dSir ) (3.16)

Dans ces conditions, la forme prise par la goutte de liquide dans le syseme
est simple a pevoir : elle evolue simplement en gardant minimale la surface
liquide/air. Cette surface prend donc des formes en fraction de sptere, ou de
cylindre circulaires ( gure 3.18).

Fig. 3.18 { Sctema de levolution du liquide dans une chambre lors du remplis-
sage. A)Quart de sprere au cepart, B)Demi cylindre lorsque la paroi haute est
atteinte, C)Paralekpiede quand 5 parois sont touctees, D)Quart de cyli ndre
en cas de remplissage dissynetrique

Cette prise de forme est naturellement une approximation regligeant les ef-
fets dynamiques au cours du remplissage. En particulier, la surface du PDMS
n'‘est pas parfaitement homogne, et I'angle de contacta l'avanee du liquide
n'est pas toujours exactement de 90 Cependant, les esultats obsenes corres-
pondent tes biena cette approximation.

Fesultats

L'observation du remplissage permet de s'assurer gu'il s'oere bien et de
manere epetable. La methode choisie permet de remplir compktement le syste-
me avec une excellente epetabilie. La gure 3.13 montre le esultat de ce
proec.
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La gure 3.19 pesente le remplissage normal d'une chambre. Dans ce cas de
gure, on observe gque I'ange de contact entre le PDMS et la goutte d'encre est
egerement sugerieura 90 °. De ce fait, les coins du eservoir ne se remplissent
pas bien. Toutefois, les coins du eservoir sont justement les emplacements dont
le liquide n'est pasejeckt par le syseme. Ce n'est donc pas un cefaut grave de
remplissage ; cela peut méme étre consicee comme une bonne chose puisque le
volume mort se trouve eduit (bien que de manere regligeable). D'autre part,
l'importante pression interne dans ces petites bulles les conduitsa se esorber
rapidement par di usion de l'air dans le PDMS. On l'observe tes bien pour le
coin sugerieur droit de cette chambre : en I'espace de quelques secondes (entre
les images 3 et 4), la bulle a totalement disparu.

Fig. 3.19 { Etapes du remplissage d'une chambre ; la bulle d'air dans le coin en
hauta droite est absortee dans le PDMS en quelques secondes

La forme des chambres a une grande importance dans le remplissage. Pour
le syseme de la gure 3.20, les faces hautes et basses du eservoir ne sont pas
bien paralkles. De ce fait, le remplissage ne s'ofere pas de manere syatrique
et I'encre ne s'attache qua I'un des coes du eservoir lors du remplissage. On &
retrouve dans le cas de gure D) de la gure 3.18 et le remplissage du eservoir
est mauvais.

Pour nir, il est assez simple d'obtenir un remplissage parfait du syseme
moyennant quelques arti ces. La meilleure solution en ce sens consistea rem-
plir les eservoirs par les coins comme monte sur la gure 3.21. Dans ce cas,
la chambre se remplit enterement et egulerement sans laisser d'espace pour
deventuelles bulles d'air. Si cette solution n‘a pasee adopte pour le sysem e
d'Angioskin, c'est surtout parce que les petites bulles d'air restant parfois dans
les coins des chambres ne sont pas génantes. Il est aussi petrable de garder
I'ouverture au centre de la paroi a n que la membrane se ceforme mieux lors de
Iejection de produit.
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Fig. 3.20 { Mauvais remplissage caus par un cefaut geonetrique du syseme

Fig. 3.21 { Progression de I'encre lors d'un remplissage par les coins. Pour ces
images, la chambre est remplie en 2.5s
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3.4.3 Resultats d'injection
Premiers esultats

Les premiers esultats de distribution de liquide par le syseme ont permis de
s'assurer de son bon fonctionnement. Ces essais se font fait dans l'air ; iyavait
donc pas de esistance hydrodynamique importante comme pour une injection
dans la peau. Toutefois, il etait plus facile ainsi de quanti er la quantie de
produitejeck au travers d'une aiguille et donc de \eri er d'une part la quantie
pouvant &tre injece et d'autre part l'uniformie de la distribution. La gur e
3.22 pesente le esultat de ces tests. Le volume ejece au travers des aiguies
est de 120nl +/- 19nl, et le produit est distribue par 80% des aiguilles. Les 20%
d'aiguilles ne distribuant pas I'encre ontee bouclees accidentellement au cours
du processus de fabrication et d'assemblage du syseme.

Fig. 3.22 { Resultat d'ejection dans l'air

Injection dans la peau

Pour valider ¢k nitivement le syseme, des tests d'injection dans la peau de-
vront étre ealies. L'injection dans la peau devrait pesenter des dierences si-
gni catives par rapporta l'injection dans I'air, la peau pesentant une esi stance
bien plus importante. Comme nous ne disposons pas encore de matrice de mi-
croaiguilles pouvant percer la peau, ces tests n'ont pu étre ealissa ce jour

3.5 Conclusion

Le syseme uidique ceveloppe au cours de ce travail de these permet la
distribution homogene d'une quantie contréke de liquide. Sa conception a pris
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en compte toutes les contraintes leesa la manipulation d'ADN. En particulier ,
il est possible de manipuler de petites quanties de produit tout en limitant le
gaspillage de ce dernier, et des tests ontet ealies pour \eri er que 'ADN ne
risquait pas d'étre degrack dans le syseme. Les objectifs species dans le cahier
des charges ont doncegs atteints.

Ce systme reste toutefois perfectible. Sa fabrication artisanale est longe et
cklicate ; il est donc di cile de le produire en grande quantie avec les moyens
d'un laboratoire. Hors il aet corcu pour un usage unique et une grande quan-
tie de tests devra étre meree au cours de la phase de validation biologique du
projet Angioskin. Il est actuellement possible de le eutiliser moyennant une
proedure de nettoyage et £chage assez longue, mais cela ne constitue pas une
solution confortable au probeme.

Pour nir, il est di cile actuellement de comparer l'injection d'ADN au tra-
vers de microaiguilles avec d'autres nmethodes d'administration transdermique.
Bien que le proed: soit tes prometteur, il n'a encore donre aucun esultat
concret.
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Chapitre 4

Cellules et microsysemes

Du fait de leurs dimensions similaires, les microsysemes uidiques sont de
bons moyens pouretudier les cellules individuellement, ou en petites quanties
[70, 71]; et inversement, les cellules peuvent y servir de micro eacteurs chi-
miques [72, 73], voir m&me d'actionneurs mecaniques [74]. Les projets pesess
dans cette partie portent sur un microsyseme pour letude de I'in uence de
gradient de concentration d'especes chimique sur des populations de cellules, et
sur la culture de cellules en microcanal pour simuler une arere in vitro.

4.1 Le projet IFR

Le savoir faire acquis dans la ealisation du syseme de distribution micro-
uidique peut étre exploie dans d'autres contextes. Le syseme a doncee revu
en insistant cette fois sur l'aspect "Reseau de chambres individualisable" dans
le cadre d'un projet de recherche de l'institut d'Alembert (IFR 121). Ce projet
est mere en collaboration avec le laboratoire de biologie de Cachan, IleBPA.

4.1.1 Contexte

La recherche en biologie recessite parfois de tester I'in uence d'un paranetre
sur la sankt d'une population de cellules. Dans le cadre d'une etude pharma-
cologique en particulier, il faut pouvoir tester dierentes concentrations d'un
produit sur dierentes populations de cellules an de determiner un seuil cri-
tique de toxicie ou d'e cacie. Les microsysemes o rent une solutionel egante
a ce probeme en permettant de limiter les quanties de produits et cellules
utilies dans ces tests tout en permettant de les paralklisera grande echelle
[70, 71, 75].

On s'ineresseraa terme dans ce projeta letude de la dierenciation des

cellules souches. Au cours de leur ceveloppement, les cellules souches embryon-
naires, toutes identiques, se dierencient pour donner naissancea tous les tissus
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du corps humain. Comprendre et contréler ce phenonene de dierenciation cel-
lulaire pourrait permettre, par exemple, de egrerer des tissus abines, voir de
reconstituer des organes complets in vitroa partir de cellules souches pelewees
sur le patient. Elles font donc actuellement I'objet de beaucoup de recherches
dans le domaine de la nedecine.

Le prenorrene de dierenciation cellulaire est en partie piloe par la concen-
tration locale de certaines especes chimiques. Pour mieux le comprendre, il fau-
drait ealiser de tes nombreuses experiences a n devaluer l'in uence de tous
les paranetres. On cherche donca ealiser un syseme permettant de faire ces
experiences en «ries. L'icce pesente dans la suite de ce chapitre est de mettre
des cellules en cultures dans une matrice de eservoirs, puis de les mettre en
pesence d'une concentration variable de deux produits donres. Dans un pre-
mier temps, ce méme syseme pourra &tre utilie pour mener une etude de
toxicologie sur des cellules de foie en analysant la eponse des cellules en culture
en fonction de la concentration locale de produit.

4.1.2 Description du syseme
Les dierentes parties

Tout comme le coeur du syseme de distribution d'Angioskin, ce syseme est
constitte d'une matrice de eservoirs. Les eservoirs sont conneces entre eux
par des canaux assez grands pour laisser passer une population de cellules (soit
au moins 100x100 m de section). Un syseme de vannes au niveau des canaux
permet d'ouvrir ou de fermer les connexions entre les chambres. Les vannes sont
constittees d'une membrane en PDMS pouvant se deformera l'inerieur des
canaux comme celles decrites par lequipe de S. Quake [64]. La deformation de
la membrane est controke par la mise sous pression d'un second circuit uidique
sitte sous le eseau de chambres (voir gure 4.1 et photo 4.2).

Les deux circuits uidiques sont incependants. D'un cog, le eseau de cham-
bres est connecea plusieurs eservoirs pour manipuler les produits et les cellules
traies par le syseme. De l'autre cog, le circuit de fermeture des vannes n'est
conneck qua une simple entee permettant de le remplir d'eau et de le mettre
(ou non) sous pression. La fabrication des deux circuits se fait par moulage. lls
sont ensuite coles de part et d'autre de la membrane ealiee, elle, par enduction
centrifuge.

Principe

L'objectif de ce syseme est de pro ter de la epartition des concentrations de
deux produits par di usion dans le syseme pourevaluer l'action d'un gradient
de concentration de ces produits sur levolution d'une population de cellules.
Pour cela, des cellules sont mises en culture dans les chambres du syseme. Les
proprees de biocompatibilie du PDMS permettent la culture de cellulesa sa
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Fig. 4.1 { Geonetrie du syseme

surface moyennant quelques traitements pealables ; ces proedes font partie du
savoir faire de lequipe BIOMIS [76]. Une fois les cellules mises en place, e#f
sont expoees aux produitsevalles.

La di usion est un moyen simple de ealiser un gradient de concentrations,
et a fait I'objet de plusieurs travaux en micro uidique [77, 78]. Les produitsa
evaluer sont pla@s aux entees du eseau de chambres a partir desquelles ils
di usent dans tout le syseme. Lorsque les concentrations des produits se sont
convenablement eparties (au bout de quelques heures), le syseme de vannes
permet de stopper la di usion, et de conserver ainsi la epartition de concen-
trations obtenue. Le syseme peut alors &tre mis plusieurs joursa l'incubateur
pour permettre aux cellules de se cevelopper. La epartition des concentrations
obtenue par di usion est logarithmique. Cela permet d'observer dans un méme
syseme l'in uence de concentrations dierentes de plusieurs ordres de gran-
deur. Les cellules et leur ceveloppement sontetudes apes plusieurs cycles de
divisions cellulaires.

4.1.3 Fonctionnement

La gure 4.3 pesente le sctema de principe du syseme. Son exploitation se
ceroule en trois partie essentiellement : le remplissage du syseme, la rse en
culture des cellules et en n, la mise en place du gradient de concentration.

Remplissage

Les deux parties pesentes dans la gure 4.3 sont remplies de manere
dierente. Tout d'abord, le circuit de fermeture des vannes est rempli avec de
I'huile. Le PDMS etant lipophile, I'huile entre dans les canaux par capillarite,
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Fig. 4.2 {Photo du syseme ; pour la visualisation, de I'encre rouge aet injecee
dans les chambres, et de I'encre bleue dans le circuit de fermeture des vannes

et les forces capillaires sont su sammentelewes pour chasser l'air des canaux
par di usion au travers du PDMS. Il sut donc pour ce remplissage de placer
une goutte d'huilea I'entee du circuit et d'attendre une demi jourree pour que
I'huile ait compktement remplae l'air initialement pesent dans ce circuit.

Pour remplir le eseau de chambres avec du milieu de culture cellulaire
(RPMI-1640, Sigma), on proedea un remplissage sous vide. En e et, le mieu
de cultureetant de nature aqueuse, il ne peut entrer dans des canaux en PDMS
(hydrophobes) par capillarie. Pour cela, on isole le circuit de fermeture des
vannes (en le bouchant) pour que I'huile ne se nelange pas au milieu de culture,
puis on plonge le syseme dans un bain de milieu de culture. On met alors le
tout sous vide et l'air contenu dans les chambres sort du syseme, de méme
gu'une partie de l'air emprisonre dans le PDMS. Lorsque I'on remet le touta
pression atmosplerique, le milieu de culture envahi le vide dans les chambres.
Le PDMS absorbe nalement les bulles d'air restantes ( gure 4.4).

Repartition des cellules

Avant l'insertion de cellules dans le syseme, celui ci est laise pendant une
nuit avec du milieu de culture seul. L'exgerience a monte que cela aneliorait
l'adresion des cellules sur le PDMS. Cet e et est probablement caus par la
di usion dekments du milieu de culture dans le PDMS aneliorant ainsi ses
qualies de biocompatibilie. Du milieu de culture contenant les cellules est
ensuite injece avec une seringue dans le syseme par les entees du eseau de
chambres. En injectant et aspirant alternativement la solution au travers de
chacune des quatre entees, on obtient une bonne epartition des cellules dans
le syseme.
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Fig. 4.3 { Sctema de principe du syseme

Fig. 4.4 { Principe du remplissage sous vide : A) on plonge le syseme dans la
solution dont on souhaite le remplir, B) on met le tout sous vide : l'air sat du
syseme, mais aussi du PDMS qui en contient un peu, C) On remet le touta
pression atmosplerique, le liqguide envahi les chambres vides et l'air restant és
absorke par le PDMS

Mise en place du gradient de concentration

Les produitsa tester sont plaes dans deux des eservoirs d'entee pour leur
permettre de di user dans tout le eseau de chambres. Le syseme est alors mia
I'incubateur le temps que la di usion gerere la epartition de produits souhait ee.
Le moment venu, le circuit de fermeture des vannes est mis sous pression an
d'isoler les chambres et donc de stopper le prenorrene de di usion. Le syseme
est enn laise a letuve pour le temps de letude. Compte tenu de la longue
duee de letude, levaporation des produits esta surveiller. An de la limiter
on veillea ce que le syseme soit plae dans une atmosplerea pression deapeur
saturante en eau; mais il peut étre recessaire de remettre un peu de milieu de
culture dans les eservoirs d'entee. Il ne reste alors qua observer levolution de
la population de cellules et mener letude biologique.
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4.2 Projet IFR,etude peliminaire
4.2.1 Diusion

Mockle nunerique

Fig. 4.5 { Diusion d'un compos chimique dans une srie de chambres

Le moctle est ealie avec Comsol 3.3. Il simule la di usion d'un solute dans
une rangee de 10 chambres. Les chambres ont une base caree de 806 de
cok et une hauteur de 400 m (soit un volume de 0,256 mni chaque) et sont
fpaees par un canal de section caree de 100 m de coe sur une longueur de
200 m Comme monte sur la gure 4.5.

Ce mockle comporte 44000 eements (bien qu'un moctle plus simple avec
3500 eeEments ait donre les mémes esultats) et repesente la di usion dans
de l'eau d'un compos dont le coe cient de diusion est de 5.10 ° (coe -
cient de di usion de la uoreseine dans I'eau). Les gures 4.6 et 4.7 pesentent
levolution de la concentration dans le moctle en fonction de la distancea I'ori-
gine al la concentration est >eea 1 mol/L. La epartition de concentrati on
est pesente en fonction du temps de di usion (6, 12 ou 24 heures) en valeurs
eelles (gure 4.6) et en logarithme ( gure 4.7).

Ce mockle permet de voir que les sauts de concentration se font dans les
canaux, plusetroits, tandis que dans chaque chambre, la concentration est uni-
forme. On \eri e aussi que l'on peut changer le gradient de concentration en
jouant sur le temps de di usion (cad. le temps au bout duquel on ferme le eseau
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Fig. 4.6 { Concentration dans la range de chambres

de vannes) et donc choisir la plage de concentrations sur laquelle travailler. On
peut ainsi obtenir des concentrations dierentes de plusieurs ordres de grandeurs
dans un méme syseme, comme requis.

\éri cation exgrimentale

Une \eri cation de principe aet ealie avec deux produits uorescents :
de la uoreseine, et de la rhodamine. On fait ainsi di user dans le eseau de
eservoirs soit I'un de ces produits, soit les deux, pour \eri er que la di usion
croiee se ceroule normalement. On observe ensuite le syseme par uorescence,
et l'intensie lumineuse permet de visualiser la concentration.

La gure 4.8 pesente |'observation par uorescence des concentrations de
uoreseine et de rhodamine. L'observation par uorescence ne permet d'obser-
ver exgerimentalement que deux ordres de grandeur de concentration dans le
syseme. Il est donc di cile avec nosequipements de visualiser toute la plage de
concentration threorique. On voit sur cette gure quatre chambres dans lesquelles
les deux produits ont di ue : la rhodamine vient du haut de l'image tandis que
la uoreseine vient de la droite. On constate sur ces images que les concentra-
tions ne se epartissent pasequitablement. Si les deux produits avaient di use
epaement, on devrait observer la méme concentration de rhodamine dans les
deux chambres du haut et la m&me concentration de uoreseine dans celles de
droite. Or la chambre sittee en hauta droite montre une faible concentration
de rhodamine et de uoreseine. Il est donca pevoir que les a nies chimiques
des deux composants que I'on souhaite faire di user de cette manere auront
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Fig. 4.7 { Concentration dans la range de chambres

une in uence sur la epartition des concentrations dans le syseme. De fait, et
comme nous l'avons \erie par la suite, la uoreseine et la rhodamine ne se
nelangent pas bien.

La ealisation d'un gradient de concentration d'un seul produit est donc tes
simplea obtenir; il faut en revanche bien conna'tre les proprees chimiques des
deux produits que I'on va utiliser pour ealiser un gradient croi® de concen-
tration. En e et, outre le fait que ces produits peuvent eagir chimiquement
entre eux, ils n'ont pas recessairement le méme coe cient de di usion, et ne se
epartirons donc pas dans le sysemea la méme vitesse. Pour ce dernier point,
il esteventuellement possible d'adapter la geonetrie du syseme pour favoriser

Fig. 4.8 { Diusion croiee de rhodamine et de uores®ine dans un micro-
syseme. A gauche, visualisation de la rhodamine eta droite, la uoreseine

105



la di usion dans une direction par rapporta l'autre et donc ajuster le temps de
di usion relatif des deux produits.

Parmi les evolutions possibles de ce syseme, on pourrait envisager de le
doter de deux circuits de vannes incependants. Cela permettrait de stopper la
di usion de I'un des produits avant l'autre. On peut aussi tout simplement avoir
des canaux plus larges dans une direction que dans l'autre augmentant ainsi la
vitesse de di usion des produits d'une chambrea une autre dans cette direction.

Conclusion

La di usion est un prenonene tes simplea exploiter pour ceer un gradient
de concentration. Pour peu que I'on connaisse les proprees chimiques du pro-
duit que I'on fait di user, il est facile de pevoir la epartition des concentra tions
dans le eseau de chambresa un instant donre. L'exploitation de ce pkenonene
permet d'avoir au moyen d'un protocole tes simple, et avec des moyens res-
treint une grande plage de concentrations pour ealiser lesetudes biologiques
attendue.

4.2.2 Viabilie des cellules

Le syseme ne permettant pas la circulation de uides au cours de la periode
exgerimentale, I'oxygene et les nutriments recessaires au bon fonctionnement
des cellules peuvent venira manquer. Il est donc impossible de cultiver des cel-
lules dans ces conditions pendant une longue periode. Toutefois, pour qu'une
etude puisse étre meree avec ce syseme, les cellules doivent pouvoir survivre et
se cevelopper le temps de plusieurs cycles de divisions cellulaires; c'esta dire
pendant au moins cing jours. La croissance des cellules dans le syseme a donc
etetudee.

Principe

Comme les nutriments ne peuvent étre renouveks au cours de I'exgerience,
il aee ckecice de ealiser des eservoirs su samment grands pour que les cel -
lules aient au cepart tout le recessaire pour se cevelopper pendant une semaine.
Dans uneetude d'E. Leclerc [79], les cellules se ceveloppent normalement pen-
dant pes de cing jours sans aucun apport exerieur dans des microchambres
en PDMS. Les eservoirs de notre syseme ont doncet cees plus grands pour
augmenter la eserve de nutriment et donc tenter d'assurer une surviea plus
long terme de la population de cellules.

La porosie du PDMS aux gaz permet pour sa part d'assurer un certain
renouvellement de l'oxygene dans les eservoirs. Le coe cient de di usion de
l'oxygene dans le PDMS (Dppms ) Vaut 4;1:10 Scm?.s 1. Pour avoir les meil-
leurs echanges possibles, le plafond des eservoirs doit étre le plus n pos-
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sible ; une epaisseur de 200m semblant étre un bon compromis [79]. Toute-
fois, lepaisseur du plafond n'est pas encore contréke dans notre proedc de
fabrication du syseme.

\éri cation exgrimentale

Pour ces tests, le eseau de chambres aet pealablement rempli d'eau en
salle blanche au moyen d'un remplissage sous vide (comme pesent au para-
graphe 4.1.3). Dans le laboratoire de biologie, I'eau est remplace par dwmi-
lieu de culture cellulaire contenant un peu d'antibiotique (gentamicine) a n de
seriliser le syseme. Le syseme est lais® ainsi pendant une nuita l'incubateur.

Les cellules sont ensuite pelewees de leur culture et mises en suspension dans
une solution de milieu de culture. On utilise pour cetteetude des cellules M44 ;
ce sonta l'origine des cellules immortaliees de rats. La solution contént 10°
cellules par millilitre ce qui permet d'avoir une dizaine de cellules par chambres.
Elles sont injecees dans le sysemea l'aide d'une seringue comme cecrit au
paragraphe 4.1.3.

Le syseme est ensuite misa letuvea 37 °C pour que les cellules puissent
vivre et se cevelopper. Pour limiter levaporation, I'ensemble du syseme est
mis dans une boite de petri remplie d'eau a n d'étre en atmosptere humide. Les
cellules sont en n surveilees egulerement et obsernees au microscope pendant
une semaine.

Resutats

Du point de vue de la epartition des cellules dans le syseme, les esultats
sont tes bons. Lorsque l'on n'injecte qu'une faible quantie de cellules, on se
retrouve fatalement avec un certain nombre de chambres sans cellules, mais
on obtient tout de méme aiement une moyenne de dix cellules par chambre,
avec la majorie des chambres comprenant entre 5 et 20 cellules. En revanche,
pour une concentration plus importante, la epartition se fait de manere pl us
homogene, et tes satisfaisante compte tenu de la simplicie du mode ogeratoire.

Fig. 4.9 { Evolution de la population de cellule dans I'une des chambres au bout
de trois, six et huit jours (environ 40, 120 et 150 cellules, de gauchea drod)
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En ce qui concerne la survie et le ceveloppement des cellules, les esultats
peliminaires sont plus mitiges : dans un méme syseme, une chambre peut
avoir une population de cellules en parfaite sant et en plein developpement
tandis qu'une autre chambre peut voir mourir toute sa population de cellules en
quelques jours. La cause de ces esultats akatoires est probablement due au fait
que les tests peliminaires ontet ealies avec peu de cellules (10 en moyenngar
chambre) et que ces cellules ne produisaient alors pas su samment de facteur de
croissance : une progeine egulant le ceveloppement d'une population de cellules.
On a pu malge tout observer des cellules vivant et se ceveloppant parfaitement
dans le syseme sur une periode de 8 jours comme monte dans la gure 4.9 al
la populationevolue d'une quarantaine de cellulesa pes de cent cinquante.

4.2.3 Conclusion et perspectives

Ces travaux constituent avant tout une etude de faisabilie pour le projet.
lls ont de ce point de vue appore beaucoup d'informations tes positives. En
particulier, au sujet de la manipulation des cellules, on est parvenua les epartir
de facon homogene dans le syseme sans avoir recoursa des manipulations com-
plexes. D'autre part, on a pu \eri er que malge le fait que les cellules soient
enfermees dans de petits eservoirs, elles ont susamment deements nutriti fs
et d'oxygene pour continuera se cevelopper pendant une semaine.

4.3 Culture de cellules dans un microcanal

L'un des principaux attrait des microsysemes uidiques, est de permettre
de ealiser des mockles in vitro de fonctions, ou d'organes vivants [80]. Asi,
au sein de lequipe Biomis, Laurent Griscom travaille sur un mocktle de peau
en cultivant des cellules nerveuses et des cellules de peau sur une méme puce
[81, 82]. Le projet pesent ici porte sur la ealisation et letude d'un mocele de
vaisseau sanguin. Il est eali® au sein du laboratoire du professeur Kitenoria
l'universie de Tokyo durant un sjour de deux mois au cours de lee 2007.

4.3.1 Principe de l'exgrience
Contexte

Les parois des vaisseaux sanguins sont constitiees de cellules endotteliales.
Ces cellules servent principalementa contenir le sang dans les veines tout en
permettant lesechanges nutritifs avec les tissus environnants. Elles partipent
aussia la eponse in ammatoire en produisant des mokcules d'adtesion cellu-
laires qui in uencent la migration des leucocytes dans les tissus irries [83]. Les
cellules endotteliales sont soumises en permanencea des contraintes nmecanigues
leesa la ceformation des vaisseaux sanguins d'une part, et aux forces de cisdé-
ment gereees par la circulation sanguine d'autre part.

108



La culture de ces cellules dans un microcanal en verre o re la possibilie de
lesetudier dans des conditions proches de leuretat naturel, tout en gardant un
aces visuel pour les observer. Les protocoles de mise en culture de ces cellules
dans un microcanal ontetelaboes dans le laboratoire du professeur Kitamori
par Yo Tanaka [84]. L'acas visuel aux cellules permet en particulier d'utiliser
des marqueurs uorescents pour lesetudier. Les travaux pesenges ici ont pore
sur la mise en place de protocoles d'immunomarquage dans le microcanal.

L'immunomarquage

L'immunomarquage permet de reconnaitre des mokcules particuleres. Pour
cela, on utilise des anticorps que l'on peut visualiser par uorescence, et qui se
xent speci guement sur la mokculea reconnaitre (I'antigene).

Fig. 4.10 { Principe de l'immunomarquage

Le principe de marquage est simple : la peparation contenant la mokculea
mettre enevidence est plongee dans une solution contenant I'anticorps dit pri-
maire. Celui ci se xe de facon speci quea l'antigene rechercle. Apes rirca ge,
I'exes d'anticorps estevacle et il ne reste que celui setant >e. Cet antico rps
pourrait &tre directement porteur du marqueur uorescent, toutefois on utilise
gereralement un second anticorps, porteur du marqueur uorescent, et pouvant
se xera l'anticorps primaire ( gure 4.10). Cette technique indirecte a plusieur s
avantages. D'un point de vue pratique d'abord, il est plus simple de produire
un seul anticorps uorescent pour une batterie de marqueurs sgeci ques ; mais
cela ampli e aussi le signal puisque l'anticorps primaire va pouvoir accrocher
plusieurs anticorps secondaires.
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4.3.2 Realisation
Concept et assemblage de la puce

Le canal est eali® dans une lame de verre. Il a une forme semi circulaire
et mesure 200m de large et 100 m de profondeur au maximum sur six cen-
tinetres de longueur. Un support netallique simpli e sa manipulation, et sur-
tout les connexions uidiques ( gure 4.11).

Fig. 4.11 { Le microcanal et son environnement

A chaque extemie du canal, la connexion est eali®e en vissant I'embout
des tuyaux exerieurs dans le support netallique pour les mettre en contact
avec la lame de verre et I'entee du canal. Un joint torique assure letandeie
du montage. Une seringue est connecte au tuyau de sortie pour la mise en
mouvement des uides par aspiration tandis que le tuyau d'entee est connece
aux eservoirs de produits que I'on fait circuler dans le canal.

Mise en culture des cellules

Avant l'introduction des cellules, la surface inerieure du microcanal est mo-
diee par cep6t de protines favorisant I'adtresion cellulaire. Le canal est d'abord
rempli de Poly-L-lysine (Sigma) pendant une heure, puis on y introduit du Ma-
trigel (Becton Dickinson) pendant deux heures. Apes cetteetape peliminaire,
le canal est rempli de milieu de culture, et les cellules peuvent étre introduites.

Les cellules sont introduites dans le canal et misesa l'incubateur pendant
deux heures. Durant cetteetape, le uide n'est pas mis en mouvement dans le
canal puisqu'il faut permettre aux cellules de se deposer sur les parois et d'y
adterer. Apes deux heures, le uide doit &tre mis en mouvement pour assurer
I'approvisionnement en nutriments et en oxygne aux cellules dans le canal.
Toutes les cellules qui n‘ont pas adree aux parois sont alors emporees par le
courant. Les cellules restantes (la tes grande majorie si I'experience sest bien
cerouke) commencent alorsa envahir les parois du canal en se multipliant par
division cellulaire.
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Protocole de marquage des cellules

Le marquage des cellules dans le microcanal n'est pas tes dierent des pro-
tocoles de marquage dans de simples puits. La squence de produitsa appliquer
est la méme, et on change uniquement le eservoir d'entee du syseme pour
introduire les dierents produits. Le protocole se pesente comme suit ;

Fixation des cellules Le canal est rempli d'une solution de paraformalde-
hide (4%) pour tuer et immobiliser les cellules. Duee : 20 min; cebit :
0,7 I/min; temperature : 37 °C.

Rircage Le canal est rine avec du PBS (Phosphate Bu ered Saline). Duee :
15 min; cebit : 0,7 I/min; temperature : 20 °C.

Ouverture (facultatif, marquage du noyau) Les parois cellulaires sont perees
chimiquement (Triton X-100) pour permettre aux marqueurs de peretrer
a l'inerieur des cellules. Duee : 10 min; cebit: 0,7 I/min; temperature :
20°C.

Rircage PBS; Duee : 15 min; cebit : 0,7 I/min; temperature : 20 °C.
Premier anticorps  Duee : une nuit; pas de circulation ; temperature : 4 °C.
Rircage PBS; Duee : 15 min; cebit : 0,7 I/min; temperature : 20 °C.
Second anticorps Duee : 40 min; cebit : 0,7 |/min; temperature : 20 °C.
Rircage PBS; Duee : 15 min; cebit : 0,7 I/min; temperature : 20 °C.

DAPI (facultatif, marquage du noyau) Duee : 10 min; cbit : 0,7 I/min;
temperature : 20°C.

Rircage PBS; Duee : 15 min; cebit : 0,7 I/min; temperature : 20 °C.

L'observation se fait ensuite par uorescence. Les couleurs d'excitation des
marqueurs pour le noyau (DAPI) et les anticorps (FITC)etant dierentes, o n
peut les observer £paement, puis les superposer. La rhodamine est fequemment
utilie pour marquer les membranes cellulaires et ealiser ainsi de belles images
des cellules; toutefois, son spectre demission recouvre celui du marqueur pore
par I'anticorps secondaire et empeche l'observation de ce dernier. Les marquages
du noyau et de la membrane sont facultatifs ; ils ont essentiellement un réle
esthetique.

4.3.3 PResultats
Culture de cellules

Contrairementa la culture dans de grands eservoirs vue au cebut de ce
chapitre, il n'y a pas su samment de nutriments dans un microcanal pour per-
mettre aux cellules de se developper. Ainsi, si I'on introduit trop de cellulesa
l'origine, celles ci ne pourrons pas s'attacher aux parois et la mise en culture
echouera (gure 4.12, partie gauche). Inversement, si I'on n'introduit pas su -
samment de cellules, il leur sera di cile de recouvrir toutes les parois du micro-
canal.

111



Fig. 4.12 { Developpement des cellules endotteliales dans un microcanal. A
gauche, la mise en cultureechoue,a droite, elle se ceroule normalement.

Toutefois, si I'on introduit la bonne concentration de cellules (environ 10
cellules/ml), la mise en culture se ceroule gereralement sans probeme ( gure
4.12 partie droite). Dans ces conditions, il faut compter environ quatre jours
pour permettre aux cellules d'envahir toutes les parois du canal.

Immunomarquage

Fig. 4.13 { Imnmunomarquage des mokcules d'adtresion ICAM produites par les
cellules endotfeliales. A gauche : sans stimulation,a droite : apes une stimub-
tion chimique au Tnf-

Les experiences d'immunomarquage ont et e ectiees dans des puits de
culture cellulaire dans un premier temps, puis dans le microcanal dans un se-
cond temps. L'experimentation pealable dans les puits de culture permet de
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s'assurer que le marquage fonctionne bien d'une part, et sert deement de com-
paraison pour le marquage dans le microcanal d'autre part.

Le premier anticorps tese (CD31) est un marqueur speci que aux cellules
endotleliales humaines. La uorescence obsenee lors de cette exgerience at-
teste donc uniquement du fait que l'on est bien en train de manipuler ce type
de cellules. Ce test a donc surtout servia la prise en main des dierentes mani-
pulationsa ealiser pour I'immunomarquage.

Fig. 4.14 { Immunomarquage des mokcules d'adtesion produites par les cellules
endotteliales (en vert) ; les noyaux des cellules sont coloes en bleu.

La seconde experience visea mettre enevidence certaines mokcules d'adte-
sion seceees par les cellules endotteliales. On a pour cela utilis un anti-
corps speci que aux moecules ICAM (InterCellular Adhesion Molecules). Ces
mokcules sont naturellement produites par les cellules endotteliales, méme en
'absence de stimulation. Toutefois, leur expression est bien plus importante
apes une excitation chimique (Tumor Necrosis Factor : TNF- ). La gure 4.13
pesente le esultat de ce marquage dans les puits de culture. Comme I'expres-
sion naturelle de la mokcule est beaucoup plus faible qu'apes stimulation le
temps d'exposition et le contraste sont plus important pour I'image de gwuche
(sans stimulation) ;a temps d'exposition et contraste egaux, celle ci auratet
enterement noire. La gure 4.14 pesente le esultat de cette experience dans le
microcanal.

4.3.4 Conclusion

La culture et I'immunomarquage des cellules endotteliales dans un micro-
canal constituent un outil puissant pour leuretude. Cela permet en particulier
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de visualiser de manere pecise et leur eaction a certaines excitations dans
des conditions tes proche de leuretat naturel. Dans cette etude, la eaction
a l'excitation chimique par du tnf-  a pu etre obsenee, toutefois d'autres sti-
mulations pourront étre etudees a l'avenir. Il sera en particulier ineres sant
detudier la eaction de ces cellules soumisesa des contraintes necaniques telles
qu'un important taux de cisaillement par exemple.
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Chapitre 5

Conclusion et perspectives

5.1 Syseme de distribution micro uidique

Ce travail de ttese pesente en cetail la conception et le developpement d'un
actionneur micro uidique pour la distribution de uide au travers d'une matrice
de microaiguilles. L'actionneur en question constitue uneement d'un projet
de recherche europeen, Angioskin, visanta ealiser le traitement d'une mala-
die de peau (le psoriasis) par injection d'ADN codant pour une protine anti-
angiogenique. Le contexte nedical de ce projet a impos plusieurs contraintes
sur les caraceristiques du syseme de distribution uidique ; il doit permettre
de manipuler de petites quanties de uide tout en limitant les pertes, et as-
surer l'injection d'une quantie e nie de produit de manere uniforme au tra-
vers d'une matrice de cent microaiguilles malge des conditions d'injection va-
riables. En e et, les proprees necaniques inhomogenes de la peau ne doivent
pas in uencer la epartition du liquide injece. Ces pecautions sont rendues
recessaires par le codt important de la solution d’ADN therapeutique (de I'ordre
de 10 000 euros/mg) qui doit donc étre utili dans les meilleures conditions
possibles. Letat de l'art concernant de tels sysemes est aujourd’hui encore a
peu pes vierge. En e et, s'il existe cep des sysemes de distribution micro ui-
diques tes performants (les imprimantes a jets d'encre en particulier) aucun
n'est adapt aux conditions d'injection au travers d'une matrice de microai-
guilles ayant des esistances hydrodynamiques variables en sortie. En n, il aeé
aussi recessaire de s'assurer que les mokcules d’ADN pouvaient circuler cor-
rectement, et surtout sans etre degracees, dans le microsyseme an de garder
leurs proprees therapeutiques.

Le microsyseme aet ealie® en PDMS. Il est constitte d'une matrice de
eservoirs individuels (un par microaiguille) recouverts d'une membrane cefor-
mable. Ce concept permet de contrbler au niveau de chaque aiguille le vo-
lumeejeck par le syseme : il s'agit du volume dceplae par la membrane dans
chaque micro-eservoir. L'homogereie de l'injection est ainsi garant ie car tous
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les micro-eservoirs ont un volume identique. A n deviter un remplissage el icat
par les aiguilles, un circuit de remplissage distinct du circuit dejection aet
ajoue. Ce syseme permet d'irriguer tous les micro-eservoirsa partir d'une
entee unique. Une diode micro uidique assure l'aiguillage du liquide vers les
circuits de remplissage ou dgjection. En n, ce circuit de remplissage est sitie
sous la membrane et est dimensionre pour étre bouche ks le debut de I'injection
a n d'avoira nouveau des eservoirs paes pour chaque aiguille. Ce syseme a
fait I'objet d'un brevet europeen (n °: 06425292.7, 2006) pesent en annexe.

An de \erier que leur circulation dans des microcanaux n'alerait pas
la qualie des solutions d'ADN, plusieurs exgerimentations ont et eal ises.
Du fait de leur grande taille, les mokcules d’ADN peuvent en e et former des
bouchons en s'aggloneranta l'entee des microcanaux; elles peuvent aussi se
rompre du fait des importantes contraintes hydrodynamiques rencontees dans
le microsyseme. Lesecoulements de solutions d'’ADN ont doncet obsenes par
\elocimretrie par image de particules (PIV), et parelectrophoese apes pass age
dans un microcanal. On a pu ainsi \eri er que d'une part 'ADN plasmide utilis
dans le projet circulerait normalement dans le syseme (alors qu'un ADN plus
long risquerait de boucher les microcanaux) et qu'il n'est pas degrace par la
manipulation. Les experiences ont donc valice le syseme pour son utilisation
avec des solutions d’ADN plasmide.

5.2 Culture de cellules dans les microsysemes

La geonetrie du syseme aek reprise dans un projet annexe, en insistant
cette fois sur l'individualisation de micro-eservoirs mis en eseau. Ce prget
mere en collaboration avec le Laboratoire de Biotechnologie et de Phariacolo-
gie geretique Appligee (le LBPA,a 'ENS-Cachan) visea mettre des cell ules en
culture dans un microsyseme eta les exposera un gradient de concentrations
chimiques pour ceterminer I'in uence de la concentration d'un produit sur le
ceveloppement de cellules ealisant ainsi une paralklisation de tests pour une
analyse toxicologique. Dans ce projet, le gradient de concentrations est eai
par di usion passive du produita travers le circuit de remplissage du syseme; il
est ensuite maintenu en fermant au moyen d'un eseau de vannes les connexions
entre les eservoirs. Cette nethode permet d'avoir des concentrations d'especes
chimiques eparties sur plusieurs ordres de grandeurs et assure donc une grande
plage detude pour les essais biologiques. Ce type de syseme simpli e, et eddi
consicerablement le colt, des experiences qui n‘auraient pu étre ealises qu'avec
un robot distributeur de gouttes. Pour ce projet, il a aussiet \erie que des
cellules pouvaient bien etre cultiees dans le syseme et rester viables pendant
une duee su santea l'exgerimentation (environ une semaine).

En n, un autre projet de culture cellulaire dans un microsyseme aet ealie
au sein de lequipe du professeur Kitamori, a Tokyo. Il s'agissait de realiser
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des protocoles dimmunomarquage sur un moctle in vitro de vaisseau sanguin.
Ce moctle aet eali® en cultivant des cellules endotteliales humaines (les
cellules des parois sanguines) dans un microcanal. Cette collaboration a surtout
constitte un approfondissement de connaissances au niveau de la culture des
cellules dans les microsysemes.

5.3 Perspectives

Le syseme de distribution micro uidique corcu au cours de cette these reste
a &tre tesk en interaction avec les autres composants du projet Angioskn @
savoir la matrice de microaiguilles, lelectroporation pour le transfert de gnes
et les essais cliniques de la trerapie genique). Cependant, avant de passera une
eventuelle phase commerciale, la question de la possibilie d'industrialiserla fa-
brication du syseme doit étre esolue. Dans cette optique, la ealisation encore
trop manuelle de la diode constitue un obstaclea surmonter. Le syseme doit
encore doncevoluer vers une forme plus adapeea uneeventuelle commerciali-
sation.

Finalement, d'autres applications, a l'instar du projet de culture cellulaire

avec un gradient de concentration d'un produit donre pesene dans cette trese,
pourraient étre trouvees pour exploiter le syseme de distribution mis au point.
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Annexe A

Proeas de fabrication

A.1 Photolithographie

On cesigne par photolythographie toutes lesetapes d'un proede de micro-
fabrication bas sur le ceveloppement de esines insokes. Il s'agit du proede
employe, en particulier, pour la ealisation des composants micralectroniques.

A.1.1 Principe

Suivant ce que I'on souhaite ealiser, il peut y avoir plus ou moins déetapes
pour ce pro@ce. Les trois principalesetant I'enduction d'une esine photosen-
sible, l'insolation puis le developpement.

Letalement de la esine se fait par un proed d'enduction centrifuge. Une
goutte de esine est cepose sur le substrat qui est mis en rotation. La esne
sktale alors de manere uniforme sur tout le substrat. Lepaisseur de la couche
de esine cepend essentiellement de la viscosie de cette dernere, mais aussi de
la vitesse de rotation du substrat. La esine est ensuite misea cuire a n de fire
evaporer les solvants qu'elle contient.

La secondeetape est l'insolation de la esine. Pour cela, on utilise un masque
sur lequel est dessire le motif que I'on souhaite reproduire. La esine est expes
a un rayonnement ultraviolet au travers du masque, ce qui celimite des zones
insokes et des zones non insokes. Suivant la esine utilise, la eaction aux
UV est dierente. On distingue en particulier les esines postitives qui sont
cegrackes quand elles sont exposees aux UV des esines regatives pour lesquelles
I'exposition permet de polyneriser la esine.

La dernereetape est le ceveloppement de la esine. Le substrat est plonge
dans un bain de developpeur, ce qui permet deliminer la esine insoke (dans le
cas des esines positives) ou celle qui n‘a paset insoke (esine regatiw). On
obtient alors sur le substrat la eplique du motif du masque utilis.
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Fig. A.1 { Principe de la photolithographie

A.1.2 Gravure

La esine n'est gereralement pas ce que l'on souhaite conserver sur le sub-
strat. Dans la plupart des proe@des, il ne s'agit que d'une couche sacri cielle
servanta proeger une partie du maeriau dessous pour une etape de gravure
chimique ; tout comme le masque proege une partie de la esine lors de l'in-
solation. On exploite la slectivie des produits chimiques pour ne graver que
ce qui se trouve sous la esine sans dissoudre la couche de esine protectrice.
Pour graver certains magriaux, la esine n'est pas une protection su sante, et
on doit alors ceposer et graver une couche intermediaire ; I'or, ou I'aluminiun
peuvent étre utilisa cet e et. Une fois la gravure ealiee, on utilise un solvant
poureliminer la couche de esine inutile.

A.1.3 Realisation de moules

Dans le cas de la ealisation de microsysemes en polynere, on se sert de
la photolythographie pour ealiser des moules. Pour cela, on utilise une esine
epaisse pouvant setaler en couches allant de quelques micronetresa une cen-
taine de micronetres. Contrairementa un proecd de gravure, on conserve dans
ce cas la esine sur le substrat : c'est elle qui forme les motifs du moule.

Des geonetries complexes, a plusieurs niveaux, peuvent étre ealises en

e ectuant plusieurs etapes d'enduction et d'insolation de esine (gure A.2).
On peut ainsi ealiser des chambres conneckes entre elles par des canaux plus
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Fig. A.2 { Realisation de moule par photolithographie

petits, par exemple. On utilise gereralement la SU8, une esineepaisse regatve,
pour ealiser ce type de moule. Pour garantir un bon cemoulage du PDMS une

etape de passivation du moule est pegrable. On peut utiliser pour cela un
plasma de CHF; appligiea la RIE.

A.2 Reactive lon Etching

La RIE (pour Reactive lon Etching) est un proedce de gravure ®che. Cela

signi e que l'on utilise les produits chimiques sous forme de gaz plutot qu'en
solution agueuse pour graver un substrat.

A2.1 RIE

Le proec de RIE consistea placer le substrata l'inerieur d'une enceinte
contenant des gaz et deuxelectrodes. On cee alors un plasmaa partir des gaz en
appliquant une tension alternative (13MHz, puissance allant jusqua 300W) qui
permet de casser les mokcules en ions. Les ions sont acekes par le champ
electrique et pecipies contre le substrat avec lequel ils eagissent de deux
maneres : physigue et chimique. La eaction physique est une gravure due aux
collisions des ions qui arrachent des mokcules du substrat ; la eaction chimique
est leea l'interaction entre les gaz utilies et le substrat.

Les eglages de ce pro@ce sont celicats ; pour favoriser I'une des interadbns
du plasma par rapporta l'autre en particulier. En e et, la gravure physique est
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anisotrope tandis que la gravure chimique est isotrope. Ainsi favoriset'une
plutét que l'autre va ceterminer la forme des parois des motifs, entre parfé-
tement verticale (gravure anisotrope) et arrondie (gravure isotrope). Le temps
de gravure est aussi un paranetre importanta prendre en compte : on compte
parfois en heures le temps recessaire pour creuser le substrat de quelques di-
zaines de micronetres. Par exemple, pour graver du PDMS au seule la gravure
physique intervient, on creuse environ 10 micronetres en une heure.

Enn, il est possible d'utiliser ce proe@ce non pas pour graver le substrat,
mais pour y ceposer une ne couche d'un produit. C'est ce que I'on fait lorsque
I'on veut rendre un moule moins adterant (pour faciliter le cemoulage) : en uti-
lisant du CHF3 comme gaz, on recouvre le moule d'un Im ayant les proprees
du € on.

A.2.2 DRIE

La DRIE (pour Deep RIE) est en fait un proede permettant de ealiser des
structures de tes forts rapports d'aspect sur le principe de la RIE. Ce proece,
appek parfois aussi proece Bosch du nom de I'entreprise inventeur, expldie
e cacement les deux types de gravure induite par la RIE pour obtenir une
gravure anisotrope en un temps restreint.

Le proec se pesente comme une succession detapes eementaires. Tout
d'abord, il y a uneetape de gravure RIE classique avec ses deux composante :
isotrope et anisotrope. Une fois atteinte une certaine profondeur et avant que
la partie isotrope de la gravure ne creuse trop les parois, on stope la arure,
on change les gaz dans I'enceinte et on cepose un polyrere qui a pour e et
d'inhiber la partie chimique de la gravure. On reprend ensuite une etape de
gravure et le polyrrere nétant grawe que par l'attaque physique (anis otrope),
les parois ne sont pas touctees : seul le fond du motif est misa nu et grawe.
Ce proec: permet de ealiser des rapports d'aspect de 50 :1 et creuse troisa
quatre fois plus vite que la gravure humide.

A.3 PDMS

Le PDMS (PolyDiMethylSiloxane) est un polynere tes usie pour lar ealisation
de sysemes micro uidiques du fait de sa simplicie de manipulation et de la qua-
lie de ces propréees necaniques. En particulier, sa souplesse en fait un candidat
de choix pour la ealisation de membranes deformables, et donc de vannes ou
de pompes.

A.3.1 Peparation

Le PDMS se pesente sous la forme de deux composants : le polynere d'une
part, et l'agent eticulant d'autre part. On nelange les deux composants dans
les proportions 1 :10 (eticulant :PDMS), puis on met la peparation sous vide
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pour cegazer le nelange ; c'esta dire faire disparaitre les bulles d'air qui £ sont
fornees.

Une fois le nelange fait, le PDMS, initialement liquide va se durcir et pour
nalement prendre la consistance d'une sorte de caoutchouc. La eticulation du
PDMS peut se fairea temperature ambiante en quelques jours, ou dans un four

a 70°C en deux heures.

A.3.2 Moulage

Pour ealiser un motif dans du PDMS, il faut tout d'abord ceer un moule
de ce motif. On ealise ce moule par photolythographie. Concetement, on uti-
lise gereralement une esine epaisse regative (la SU8) que l'on depose sur un
wafer en silicium. On peut ensuite faire subira ce moule un traitement pour
diminuer son adterence et faciliter le emoulage du PDMS. Je cepose pour cela
une couche de CHF3 sur mes moules.

Une fois que I'on dispose d'un moule, on verse le nelange PDMS+eticulant
dessus, on le passeeventuellement sous vide poureliminer les bulles d'air qui se
sont formees lors de la manipulation, puis on le met au four. En n, le dmoulage
peut-etre cklicat si le syseme est n (moins d'un millimetre depaisseur ); il y
a alors un risque qu'il se dechire.

On notera aussi que le PDMS se etracte de 1% apes cemoulage. Lorsque les
dimensions sont critiques ou que la pece doit &tre aligree sur d'autres motis, il
faudra prendre en compte ce cetail. Par exemple, pour le syseme d'ANGIOS-
KIN, on doit aligner une matrice de chambres sur une matrice de trous. On a
des motifsa aligner qui sonteloigres de un centirretre et si le moule n'est pas
plus grand de 1%, on va avoir une erreur de 100 m pour le positionnement
d'une partie des motifs.

A.3.3 Collage

Cette nmethode de moulage ne permet d'obtenir que des canaux ouverts sur
une face. Pour les fermer, on doit ensuite coller le syseme sur une lame de
verre, de silicium ou sur un autre morceau de PDMS. Pour cela, on fait subir au
syseme PDMS eta son support un traitement plasma. On utilise typiquement
une expositiona un plasma d'une puissance d'une vingtaine de watt pendant une
minute. L'expositiona un plasma d'oxygne permet d'activer temporairement
les surfaces ; en les mettant alors en contact, elles se collent en quelques instants
L'e et de I'activation plasma disparait au bout d'une ou deux minutes environ;
le collage doit donc étre e ectie immediatement. La qualie du collage d epend
des makriaux que I'on a assembes. Le PDMS colle au PDMS comme si les deux
parties nétaient faite que d'un seul bloc tandis que sur le silicium, le esultat est
moins solide. Le collage sur le verre est en revanche excellent : sous contrainte,
le PDMS peut se cechirer avant de se decoller.

133



A.3.4 Traitement de surface

Le PDMS est naturellement hydrophobe. Pour la ealisation de sysemes
micro uidiques, cette propree peut étre encombrante. Pour le rendre hydro-
phile, on peut I'exposera un plasma d'oxygene pendant quelques secondes, mais
cet e et, comme pour le collage, est temporaire. Il est possible toutefois de le
perenniser en trempant le PDMS dans une solution de PVP (Poly vinyl pyrroli-
done) apes I'exposition au plasma. On obtient ainsi des surfaces de PDMS qui
restent hydrophiles plusieurs jours en atmosptere sche. Un trempage dans 'eau
tout simplement permet aussi de garder quelques temps le caracere hydrophile
du PDMS mais le esultat est moins bon qu'avec du PVP. Le traitement au
PVP a fait I'objet d'un brevet cepos par lequipe BIOMIS.

A.3.5 Connection

Lorsqu'il est utilie pour des applications micro uidiques, le syseme doit
souvent étre connece a une tuyauterie macroscopique. Pour cela, il sut de
percer un trou avec une aiguille non biseaute dans un morceauepais de PDMS
puis d'y ingrer une aiguille ou n'importe quel tube d'un dianetre egerement
sugerieura celui du trou. Les proprees necaniques du PDMS sont telles que le
esultat est parfaitementetanche. C'est d'ailleurs & I'un des ineréts du P DMS
pour les applications micro uidiques les connections sont simplesa ealiser et
e caces.
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Annexe B

Brevet
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“FLUID DISPENSING SYSTEM”

The present invention relates to a fluid dispensing system.

The micro-techniques allow to realize small sized systems adapted to
the deliver of different products. These techniques are particularly useful
when products to be delivered are available only on small dose, or when
very small quantity of product has to be handled.

The above techniques have a particular advantageous applications in
micro-fluidics for the deliver of small quantity of fluids, for instance in
medical field. Especially, microfluidics systems can serve in the
transdermal administration of drug.

For instance fluid dispensing systems realized according to micro-
techniques are known for the delivery of a dose of fluid, in particular a fluid
containing large size molecules (DNA for example).

Article of B. Stoeber, D. Liepmann, “Design, Fabrication and Testing of
a MEMS Syringe”, Technical Digest of the 2002 Solid-State Sensor and
Actuator Workshop, Hilton Head Island, South Carolina, U.S.A., June 2-6
2002, pp. 77-80 describes a fluid dispensing system in a form of a multi-
needle syringe wherein a deformable, flexible reservoir (figure. 1) on a
backside of a array of micro-needles contains a lyophilised drug suspended
in non-aqueous fluid. By merely pressing the syringe against the skin it
delivers several drops of drug (for instance a vaccine).

The above multi-needles syringe has been designed for wide spread
distribution of vaccines in third-word situations where the lack of storage
and trained personnel are significant problems.

The scope of the present invention is to realize a fluid dispensing
system for supplying to the skin different drops of fluid with great efficacy.

The above scope is realized by the present invention that relates to
a fluid dispensing system characterized by comprising a system of
interconnected micro chambers communicating with at least one fluid inlet
and with at least one suction port; each micro chamber having an output
communicating with at least an exit, for example a needle, and having at
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