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Introduction

Angioskin

De nos jours, l'augmentation de l'âge moyen et de l'exposition au soleil de
la population europ�eenne induit une augmentation signi�cative des probl�emes
de peau. Or nombre de ces maladies (on pensera aux cancers, ou �a des maladies
b�enignes telles que le psoriasis) peuvent être e�cacement trait�ees par th�erapies
g�eniques. C'est en partant de cette constatation que le projet Angioskin a �et�e
initi�e.

Angioskin est le projet de recherche Europ�een num�ero 512127. Il a pour titre
'DNA electrotransfer of plasmids coding for antiangiogenic factors as a proof of
principle of non-viral gene therapy for the treatment of skin disease' . Ce projet
a pour objectif de d�emontrer la possibilit�e d'amener des g�enes th�erapeutiques
dans les cellules de la peau par injection au travers de microaiguilles et transfert
�electrique a�n de traiter des maladies de peau, h�er�editaires ou non.

Le projet Angioskin se situe dans la continuit�e de deux autres projets eu-
rop�eens : le projet CLINIPORATOR qui portait sur l'analyse des m�ecanismes
du transfert d'ADN par �electroporation et l'�elaboration d'un g�en�erateur la-
bellis�e par la communaut�e europ�eenne, et le projet ESOPE qui portait sur
l'�elaboration des proc�edures standard d'op�eration pour l'�electroth�era pie g�enique
sur l'Homme. Ces projets ont montr�e l'e�cacit�e de l'�electroth�erapie g� enique
dans le traitement de tumeurs canc�ereuses et ont aboutit �a la conception d'un
syst�eme d'�electrodes et g�en�erateur complet pour e�ectuer ces traitements in
vivo. Angioskin constitue une sp�ecialisation de ces projets au traitement dela
peau et une miniaturisation du syst�eme d'�electrodes.

Ce projet implique de nombreux partenaires publics et industriels dont les
tâches vont du d�eveloppement du produit �a transfecter et du microsyt�eme pour
le faire, aux tests cliniques de ces derniers. La partie technologique du syst�eme
est r�ealis�ee au sein de deux laboratoires essentiellement : FEMTO-ST pour les
microaiguilles et �electrodes, et SATIE/BIOMIS pour le syst�eme de distributio n
microuidique. C'est sur cette derni�ere partie que s'appuie ce travail de th�ese.
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La microm�ecanique des uides

Au sens strict, la microuidique est un champ disciplinaire qui �etudie les
�ecoulements de liquides ou gaz dans des canaux de dimension sub-millim�etrique,
dont l'�epaisseur peut en cons�equence être dans certains cas de taille comparable
aux objets qui y circulent (bulles, cellules, gouttes, polym�eres). Au sens large,
il s'agit d'un domaine technologique multidisciplinaire qui int�egre la m�eca nique
des uides, la chimie analytique, la chimie de surface, l'ing�enierie mol�eculaire...
De mani�ere pratique, le terme microuidique caract�erise des outils technolo-
giques utilis�es dans les syst�emes miniaturis�es pour la mâ�trise des �ecoulements
et le contrôle des quantit�es transport�ees par les uides.

Dans cet environnement les forces misent en jeu et les comportements des
uides sont di��erents de ceux observ�es �a l'�echelle macroscopique et qui consti-
tuent notre compr�ehension intuitive de la m�ecanique des uides. Les m�ethodes
pour manipuler ces uides doivent donc être adapt�ees aux particularit�es de
l'�echelle microm�etrique, tout en prenant en compte l'�eventuelle circulation d'ob-
jets (mol�ecules d'ADN, ou cellules par exemple) au sein des uides.

Objectifs de la th�ese

Ce travail de th�ese, tout en �etant cadr�e sur la r�ealisation concr�ete du sy st�eme
microuidique du projet Angioskin, pr�esente certains aspects de l'interaction
entre les microsyst�emes et des objets biologiques. En particulier, les param�etres
intervenant dans l'injection d'une suspension d'ADN au travers d'une matrice
de microaiguilles sont �evalu�es. La connaissance de ces param�etres permet de
situer les avantages et les d�efauts de ce proc�ed�e par comparaison avec les autres
m�ethodes d'administration transdermique. D'une mani�ere g�en�erale, ce travai l
vise a assurer que toutes les exigences des partenaires m�edicaux du projet An-
gioskin sont remplies.

Le premier chapitre pr�esente le contexte technique et m�edical de l'admi-
nistration transdermique a�n de pr�eciser les exigences du cahier des charges
du projet Angioskin. Le second chapitre introduit des notions fondamentales
de m�ecanique des uides (r�esistance hydrodynamique, capillarite, rh�eologie de
uides complexes...) n�ecessaires �a la compr�ehension et la conception d'un syst�eme
microuidique. Dans cette partie, on s'int�eresse notamment aux particularit�es
des syst�emes microm�etriques et du transport de mol�ecules d'ADN dans ces
syst�emes. Le syst�eme d'injection et sa conception sont ensuite pr�esent�es dans
le troisi�eme chapitre. En�n, le dernier chapitre de cette th�ese pr�esente quelques
particularit�es de la culture cellulaire dans les microsyst�emes ainsi que ses enjeux
au travers de deux petits projets men�es parall�element �a Angioskin.
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Glossaire

ADN Acide DesoxyriboNucleique, c'est une mol�ecule pr�esente chez tous les
êtres vivants, elle porte l'identit�e g�en�etique de l'individu.

Angiog�en�ese Processus de formation de nouveaux capillaires sanguins �a partir
de vaisseaux sanguins existants. C'est un processus essentiel au d�evelop-
pement normal des tissus, mais il est aussi responsable de l'�evolution de
certaine maladie, en particulier des cancers.

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

Coe�cient de partage adimensionnel, d�e�nit la r�epartition de concentration
d'un �el�ement entre deux phases en contact : K = Cphase1/Cphase2 ; ca-
ract�erise l'a�nit�e relative de cet �el�ement pour ces deux phases.

DAPI (Di Aminido Phenyl lndol) marqueur uorescent sp�eci�que de l'ADN.

D�eriv�ee particulaire On appelle "d�eriv�ee 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-mêmes au cours du temps et la d�eriv�ee temporelle est une
di��erentielle totale.

Electrophor�ese L'�electrophor�ese est un proc�ed�e consistant �a d�eplacer des mol�e-
cules charg�ees sous l'inuence d'un champ �electrique.

Electroosmose L'�electroosmose est un d�eplacement de uide entrain�e par frot-
tement visqueux lors de la mise en mouvement de mol�ecules charg�ees sous
l'inuence d'un champ �electrique.

FITC (Fluoresceine Iso Thio Cyanate) colorant uorescent vert.

IGR Institut Gustave Roussi

IFR Institut F�ed�eratif de Recherche. L'IFR mentionn�e dans ce manuscript est
l'institut d'Alembert qui regroupe quatre laboratoires de recherche au sein
de l'ENS-Cachan.

Liaison hydrog�ene La liaison hydrog�ene est une liaison chimique de faible
intensit�e qui relie les atomes. On peut la d�ecrire comme une interaction
�electrostatique, de type force de van der Waals, entre des dipôles.

Miscible Se dit de deux liquides qui peuvent se m�elanger (contrairement �a
l'eau et l'huile par exemple, qui ne sont pas miscibles)

Papules L�esion cutan�ee �el�ementaire, se pr�esentant comme une �elevure r�esistante
et solide, ne contenant pas de liquide, spontan�ement r�esolutive et dispa-
raissant sans cicatrice

PDMS Le PolyDiMethylSiloxane est un polym�ere r�epliquant tr�es bien les mo-
tifs microm�etriques par moulage. Sa simplicit�e d'utilisation et ses quali t�es
m�ecaniques en ont fait un mat�eriau tr�es appr�eci�e pour les applications
microuidiques.

Peptide Chaine d'acides amin�es reli�es par des liaision peptidiques : on parle
de peptide lorsque la chaine compte moins de cents acides amin�es
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Phase Une phase est un milieu dans lequel les param�etres varient de mani�ere
continue ; cela inclut notamment la composition chimique et la densit�e. De
fait, un corps pur dans un �etat donn�e (solide, liquide ou gazeux) constitue
en g�en�eral une seule phase.

Photolithographie La photolithographie d�esigne l'ensemble des op�erations
permettant de r�ealiser un microsyst�eme. On utilise pour cela une r�esine
photosensible, que l'on expose �a des rayons ultraviolets au travers d'un
masque pour y transf�erer un motif, puis que l'on d�eveloppe chimiquement
pour r�eveller le motif transmis. Ce proc�ed�e est d�ecrit plus en d�etail en
annexe.

Plasmide Petite mol�ecule d'ADN extrachromosomique circulaire double brin,
capable de se r�epliquer ind�ependamment, et portant des caract�eres g�en�e-
tiques non essentiels �a la cellule hôte.

Proteine Chaine d'acides amin�es reli�es par des liaisions peptidiques : on parle
de proteine lorsque la chaine compte au moins cent acides amin�es

Rh�eologie La rh�eologie est une partie de la physique qui �etudie la plasticit�e,
l'�elasticit�e, la viscosit�e et la uidit�e caract�eristiques des corps d�efo rmables.
Du grec reo (couler) et logos (�etude).

SU8 La SU8 est une r�esine photosensible n�egative. Il en existe plusieurs va-
riantes de viscosit�e di��erentes permettant de r�ealiser des motifs tr�es � epais
en photolithographie. C'est la r�esine que l'on utilise pour r�ealiser les moules
pour les syst�emes en PDMS.

Thixotrope Se dit des uides ayant la propri�et�e de passer d'un �etat visqueux
�a un �etat liquide lorsqu'on les agite et de retrouver leur �etat initial apr�es
un temps de repos.

Viscoelastique Quali�e un mat�eriau dont la viscosit�e permet des d�eformations
�elastiques.

Wafer En micro-�electronique, un wafer d�esigne un disque assez �n de mat�eriau
semi-conducteur, comme le silicium. Il sert de support �a la fabrication de
micro-structures par des techniques telles que le dopage, la gravure, la
d�eposition d'autres mat�eriaux et la photolithographie.
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Chapitre 1

Introduction �a l'injection
transdermique

Il existe de nombreuses m�ethodes 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 l'e�cacit�e de l'injection, le taux de p�en�etrati on
de produit �a l'int�erieur des cellules cibles, le coût et la complexit�e des moyens
employ�es 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'en �etudier les di��erentes
m�ethodes pour pr�eciser l'int�erêt port�e �a l'utilisation de microaigui lles.

1.1 Le projet Angioskin

L'objectif du projet Angioskin est de r�eussir le traitement local d'une maladi e
de peau par th�erapie g�enique. L'�etude porte sur le traitement du psoriasis, mais
la m�ethode pourrait être �etendue �a d'autres maladies.

1.1.1 Le psoriasis

G�en�eralit�es

Le psoriasis est une maladie b�enigne de la peau, d'origine mal connue, en
partie g�en�etique. Elle peut être d�eclench�ee par plusieurs facteurs dont le stress,
des irritations locales, l'exposition au soleil, certains m�edicaments... Cette af-
fection dermatologique touche 2 �a 3% de la population mondiale. Elle se ca-
ract�erise par des plaques rouges et bien d�elimit�ees, contenant des papules, et
des squames (sorte de petites �ecailles de peau). Bien qu'ino�ensives, celles-ci
sont inesth�etiques.

Le psoriasis se traduit par un renouvellement trop rapide des cellules de
l'�epiderme. Celles ci se renouvellent en seulement quatre �a six jours, au lieu des
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trois semaines habituelles ce qui g�en�ere des inammations localis�ees. Les cellules
�epidermiques s'accumulent �a la surface de la peau et y forment une couche de
pellicules blanches.

Dans sa forme b�enigne, le psoriasis se limite au cuir chevelu, aux genoux,
aux coudes, aux pieds, aux mains et, parfois, aux organes g�enitaux. Dans les cas
graves, il s'�etend et peut gagner la totalit�e du corps. Cette maladie chronique
�evolue de fa�con tr�es individuelle, avec des pouss�ees, mais aussi des r�emissionsau
cours desquelles les l�esions disparaissent. On dit alors que le psoriasis est 'blan-
chi'. Le r�epit est de dur�ee tr�es variable et la r�emission souvent incompl�ete. En
l'absence de traitement curatif, il est toutefois possible de mâ�triser le psoriasis,
de diminuer l'�etendue des l�esions et d'am�eliorer la vie des patients.

Il n'existe pas de traitement d�e�nitif : actuellement, le traitement consiste
dans un premier temps �a faire disparâ�tre les l�esions, puis �a appliquer au niveau
des zones psoriasiques de petites quantit�es de produits dans le but de freiner les
r�ecidives.

Pour le psoriasis comme pour les tumeurs canc�ereuses, la croissance est per-
mise par un ph�enom�ene de vascularisation : de nouveaux vaisseaux sanguins
se cr�eent pour irriguer les cellules prolif�erantes. On appelle ce ph�enom�ene l'an-
giog�en�ese. Dans le cadre d'Angioskin, c'est sur cet �el�ement que l'on compte agir :
en utilisant un compos�e anti-angiog�enique, on peut empêcher la formation de
nouveau vaisseaux sanguins et donc l'alimentation des cellules malades. Plus
pr�ecis�ement, l'objectif est de traiter la peau g�en�etiquement pour lui permett re
de produire elle même la prot�eine curative.

Th�erapie g�enique

La th�erapie g�enique consiste �a utiliser du mat�eriel g�en�etique pour trai ter
une maladie. Concr�etement, on introduit un g�ene dans des cellules a�n qu'elles
produisent une prot�eine particuli�ere. Cette prot�eine pouvant servir �a remplacer
une prot�eine manquante �a l'organisme malade, ou agir activement sur la mala-
die (voir �gure 1.1).

Pour faire p�en�etrer le g�ene dans les cellules, il existe plusieurs m�ethodes,
dont certaines sont d�ecrites dans la suite de ce document. La m�ethode la plus
employ�ee aujourd'hui est cependant encore la voie virale : les virus ont naturel-
lement la capacit�e de migrer et de p�en�etrer dans des cellules cibles de certains
organes pour y introduire leur ADN. On peut donc ajouter au g�enome d'un vi-
rus le g�ene que l'on souhaite administrer pour ensuite le transmettre aux cellules.

Pour Angioskin, on souhaite utiliser un g�ene codant pour un peptide ayant
des propri�et�es anti-angiog�eniques, l'AMEP. Une fois introduit dans les cellules
de la peau, ce g�ene va permettre aux cellules de produire l'AMEP qui r�egulera
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Fig. 1.1 { Principe de la th�erapie g�enique.

la vascularisation de la peau. Les �etudes pr�eliminaires seront r�ealis�ees surdes
souris. Le psoriasis n'existe pas �a l'�etat naturel chez les souris, mais certaines mu-
tations spontan�ees ou induites des souris (souris transg�eniques), ou l'injection de
cellules jouant un rôle dans le d�eveloppement de la maladie peuvent simuler e�-
cacement certains aspects de la maladie [1]. On notera que l'exp�erimentation ani-
male, tout comme l'exp�erimentation humaine, est soumise �a des r�egles �ethiques
ainsi qu'�a une l�egislation sp�eci�que �a chaque pays [2].

1.1.2 M�ethode de traitement

Il existe g�en�eralement plusieurs moyens d'atteindre une maladie que l'on
souhaite soigner. On peut en particulier choisir entre un traitement g�en�eral,
touchant tout l'organisme, et un traitement local, cibl�e sur la partie mala de.
Pour le traitement de maladies de peau, le traitement local correspond �a une
administration transdermique des m�edicaments.

Voie g�en�erale et th�erapie g�enique

Dans beaucoup de situations, la voie g�en�erale est la plus simple. La prise
de m�edicaments par voie orale en particulier ne n�ecessite aucun �equipement, ni
aucune aide. Toutefois, ce moyen n'est pas adapt�e �a la th�erapie g�enique. Bien
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qu'il soit possible, en utilisant un vecteur viral, de r�epandre dans tout le corps
le m�edicament, on ne peut se permettre de risquer une modi�cation g�en�etique
al�eatoire au sein de l'organisme. De fait, les traitements en th�erapie g�eniques
sont g�en�eralement r�ealis�es ex vivo, sur des cellules r�eintroduite dans l'or ganisme
apr�es avoir �et�e transfect�ees. Cette raison essentiellement, mais aussile coût
prohibitif des produits utilis�es en th�erapie g�enique conduit pour des traitements
in vivo �a cibler uniquement l'organe ou la r�egion du corps �a traiter. Pour le
projet Angioskin, on s'est donc naturellement tourn�e vers une administration
transdermique.

Application transdermique

L'administration de produits par la voie transdermique pr�esente de nom-
breux avantages par rapport aux m�ethodes traditionnelles (voie orale et injec-
tion) [3, 4]. Elle �evite les d�egradations enzymatiques subies par les m�edicaments
administr�es oralement et est indolore contrairement aux injections. Dans certain
cas, comme celui du projet Angioskin, elle pr�esente surtout un moyen de mieux
cibler les cellules �a traiter (quand elles se situent dans la peau) ce qui permet
d'am�eliorer l'e�cacit�e des traitements et de mieux doser les produits utilis�es.

L'imperm�eabilit�e de la peau pr�esente cependant une limite s�erieuse �a ce
moyen d'administration de m�edicaments. En e�et, la couche super�cielle de
la peau (le 'stratum corneum') prot�ege e�cacement le corps humain contre
toute intrusion ext�erieure. Il est tr�es di�cile de faire passer des m�edicaments en
quantit�e su�sante au travers de cette barri�ere.

1.1.3 Conclusion

On cherche dans le cadre du projet Angioskin �a r�ealiser le traitement g�enique
d'une maladie de peau. Il y a pour cela deux principales barri�eres �a l'administra-
tion du m�edicament : l'�epiderme, qui fait obstacle �a l'application transdermi que,
et la membrane cellulaire, qui fait obstacle �a l'insertion du g�ene dans les cel-
lules, et donc �a la th�erapie g�enique. On verra dans la suite de cette partie des
m�ethodes pour franchir ces deux barri�eres, puis on pr�esentera plus en d�etails
celles retenues pour le projet Angioskin.

1.2 Administration transdermique

1.2.1 La peau

La peau est l'organe le plus �etendu du corps humain, sa surface totale est de
pr�es de 2 m2, elle repr�esente environ 10% du poids d'une personne. Elle remplit
des fonctions de protection et d'interaction avec l'ext�erieur de l'organisme. Elle
est compos�ee de trois couches : l'�epiderme, le derme et l'hypoderme (voir �gure
1.2).
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Fig. 1.2 { Coupe de la peau [5].

L'�epiderme

L'�epiderme a chez l'Homme une �epaisseur moyenne de 0,1 mm [5]. C'est la
couche externe de la peau, elle est strati��ee. Sur sa face profonde, les cellules ba-
sales se r�eg�en�erent en permanence et donnent naissance �a des k�eratinocytes qui
migrent vers la surface, perdent leur noyau, s'aplatissent et meurent en quelques
semaines. Cette derni�ere �etape fait de la couche super�cielle de l'�epiderme, le
stratum corneum, un tissu tr�es dense de cellules mortes. C'est cette derni�ere
couche qui contribue le plus �a l'imperm�eabilit�e de la peau ; elle est constitu�ee
de 10 �a 50 couches de cellules mortes dont l'espace intercellulaire est de l'ordre
de 20 nm [6]. Les cellules mortes de l'�epiderme sont �elimin�ees par nos gestes
quotidiens (frottements des vêtements, toilette...) et sont renouvel�ees par la
r�eg�en�eration des cellules basales. Le psoriasis correspond �a un d�er�eglement de
ce cycle qui s'emballe et conduit �a une surproduction de k�eratinocytes.

Le derme

Le derme se trouve sous l'�epiderme. Il est d'�epaisseur variable, en moyenne
quatre fois plus �epais que l'�epiderme, tr�es �epais dans la paume des mains et sur
la plante des pieds, et plutôt mince sur les paupi�eres. Le derme est fortement
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vascularis�e et joue un rôle dans le contrôle de la temp�erature du corps : ilpeut
se goner de sang chaud (la peau rougit) ce qui permet d'irradier cet exc�es
de temp�erature vers l'ext�erieur ; ou le sang peut s'en retirer (la peau blanchit)
lorsque la temp�erature externe est trop froide a�n d'�eviter que le corps ne perde
trop de chaleur par la peau. Le derme assure la nutrition de la peau, c'est aussi
l�a 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
que dans le derme que des microaiguilles qui le p�en�etrent �a peine sont indolores.

L'hypoderme

L'hypoderme est situ�e sous le derme. C'est un tissu riche en graisse et en
vaisseaux sanguins. Son principal rôle est d'amortir les pressions et chocs aux-
quelles la peau est soumise. Il prot�ege �egalement l'organisme des variations de
temp�erature. Il est particuli�erement 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 r�eservoir �energ�etique pour le reste de l a
peau. Situ�e trop en profondeur, il n'est g�en�eralement pas vis�e par les syst�emes
d'administration transdermique.

1.2.2 Di�usion

Mol�ecules et taille

La dimension des mol�ecules joue un rôle important dans leur mobilit�e et leur
potentiel de p�en�etration dans la peau. On utilise g�en�eralement le Dalton (Da)
comme unit�e de masse pour caract�eriser une mol�ecule. Un Dalton correspond �a
la masse d'un atome d'hydrog�ene, c'est �a dire 1; 66:10� 27 kg.

Pour l'ADN, on peut aussi utiliser le nombre de paires de base comme unit�e
de longueur et avoir une dimension caract�eristique correspondant �a la longueur
de contour des mol�ecules. On a alors :

{ 1 kbp = 1000 paires de bases
{ 1 kbp = 6,1.105 Da
{ 1 kbp = 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 peut �evaluer la taille caract�eristique d'un polym�ere en solution au

moyen de son rayon de giration. Ce rayon donne une dimension approximative
de la mol�ecule lorsqu'elle est repli�ee sur elle même, au repos. Pour un polym�ere
simple, ce rayon de giration peut être �evalu�e au moyen de la formule 1.1.

Rg = a:N � (1.1)
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Dans cette �equation, a est la longueur d'un monom�ere, N le nombre de
monom�eres que contient le polym�ere et � est un exposant dit de Flory qui vaut
0; 588 pour un bon solvant. Pour les mol�ecules biologiques, comme l'ADN, cette
loi doit être corrig�ee en prenant en compte la forme semi rigide qu'elles prennent
en solution. On peut alors �evaluer leur rayon de giration au moyen de l'�equation
1.2 [7].

Rg = 2 :L p:(
Np

6
) � (1.2)

Dans cette �equation, Np correspond au nombre de fragments (dits de Kuhn)
composants la mol�ecule etL p est la longueur de ces fragments. Cette formule
permet d'�evaluer le rayon de giration de notre mol�ecule d'ADN de 5 kpb �a pr�es
de 200 nm.

Di�usion dans la peau

Le moyen le plus simple de faire passer des m�edicaments sous la peau consiste
�a les laisser di�user. Toutefois, tous les compos�es ne sont pas susceptibles de
traverser le stratum corneum �a une vitesse utile. Pour que la di�usion soit e�ec-
tive, le compos�e doit avoir une faible masse mol�eculaire (inf�erieure �a 600 Da),
une bonne solubilit�e �a la fois dans l'eau et dans l'huile, et un coe�cient de par-
tage �elev�e entre membrane et solution ambiante [8]. Le coe�cient de partage
repr�esente la r�epartition de concentration d'un produit entre deux phases en
contact. Ici, il s'agit de la membrane cellulaire et milieu qui l'entoure. Ces trois
conditions sont remplies par la nicotine par exemple, ce qui peut expliquer l'ef-
�cacit�e de patchs transdermique pour l'administration de ce m�edicament dans
le traitement de la d�ependance au tabac.

Peu de mol�ecules r�eunissent les propri�et�es n�ecessaires �a la p�en�etration de
la peau par di�usion. En particulier, les mol�ecules charg�ees (comme l'ADN)
p�en�etrent tr�es mal la peau. Mais le facteur le plus limitant pour l'ADN r este
la taille des mol�ecules. En particulier, le plasmide envisag�e pour Angioskin est
une mol�ecule cinq cent fois trop massive pour traverser le stratum corneum. Son
rayon de giration est de 200 nm, alors que l'espace entre les cellules o�u il devrait
circuler est de l'ordre de 20 nm. Il n'est donc pas possible de faire di�user de
l'ADN plasmide au travers de la peau.

1.2.3 Proc�ed�es chimiques

De nombreuses m�ethodes �a caract�ere chimique ont �et�e �etudi�ees pour obtenir
de meilleurs taux de p�en�etration dans la peau par di�usion. On ne cherchera
pas �a en faire une �etude exhaustive, mais �a en pr�esenter les principales ca-
ract�eristiques. Le proc�ed�e le plus simple donnant des r�esultats est d'augmenter
l'hydratation de la peau, mais il existe aussi des agents chimiques permettant de
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d�esorganiser le stratum corneum pour y ouvrir des passages jusqu'aux couches
plus profondes de l'�epiderme.

Hydratation

Le stratum corneum est un tissu tr�es sec dont la teneur en eau n'est que de
15 �a 20% du poids du tissu sec [9]. Cependant, ce taux d'hydratation d�epend de
l'environnement, et on peut l'augmenter en trempant la peau dans l'eau, en l'ex-
posant �a une forte humidit�e, ou en empêchant l'�evaporation naturelle a u moyen
d'un �lm plastique, ou d'un patch occlusif. C'est cette derni�ere m�ethode qui,
�etant la plus e�cace, est g�en�eralement utilis�ee en clinique. Elle permet d'ame-
ner la teneur en eau du stratum corneum au même niveau que celle des tissus
inf�erieurs, soit 400% du poids du tissu sec environ.

L'hydratation du stratum corneum augmente le taux de p�en�etration de la
plupart des substances qu'elles soient hydrophiles ou lipophiles. Les m�ecanismes
conduisant �a cette am�elioration ne sont pas totalement d�etermin�es. D'un point
de vue m�ecanique, l'hydratation entrâ�ne une dilatation des tissus pouvant
conduire �a l'ouverture de passages aqueux au travers du stratum corneum. Chi-
miquement, l'augmentation importante de la quantit�e d'eau pourrait m odi�er
la solubilit�e d'un compos�e et augmenter son taux de p�en�etration dans les mem-
branes [9].

Agents chimiques promoteurs de p�en�etration

De nombreux agents chimiques peuvent être utilis�es pour am�eliorer la di�u-
sion de produits dans la peau. Ces agents peuvent interagir de plusieurs mani�eres
avec le stratum corneum ou le produit �a administrer ; en particulier, ils peuvent
d�esorganiser les couches cellulaires ou les membranes lipidiques, ou encore cibler
la solubilit�e du m�edicament.

Les alcools (tels que l'�ethanol) peuvent servir de solvant pour le m�edicament
administr�e. En augmentant la solubilit�e, ils permettent d'avoir des concentr a-
tions de m�edicament plus importantes et donc d'augmenter les gradients de
concentration qui sont les moteurs du ph�enom�ene de di�usion. D'autre part, ils
peuvent aussi agir sur la solubilit�e des tissus biologiques entrâ�nant une �el�evation
du coe�cient de partage entre membrane et solution ambiante augmentant en-
core la di�usion au travers des membranes.

Les sulphoxides et plus particuli�erement le dimethylsulphoxide (ou DMSO)
ont pour propri�et�e de d�enaturer les prot�eines. Appliqu�e �a la peau, le DMSO
modi�e la conformation de la k�eratine entrâ�nant une distorsion des cellules
pouvant cr�eer des passages pour les produits que l'on souhaite administrer. Les
agents tensioactifs ont aussi un e�et sur la k�eratine [9].
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En�n, de nombreux agents chimiques agissent sur les barri�eres lipidiques.
C'est le cas des acides gras [10], des surfactants ou encore de l'azone qui est
historiquement la premi�ere mol�ecule �a avoir �et�e quali��ee comme un promo -
teur de p�en�etration dans la peau. Les acides gras et l'azone s'ins�erent dans les
membranes lipidiques o�u leur pr�esence cause des d�efauts ponctuels a�ectant la
perm�eabilit�e de la membrane. Les surfactants solubilisent les �el�ements lipophiles
et peuvent donc solubiliser des parties des membranes ouvrant ainsi des pas-
sages au travers.

Bien que de nombreux agents chimiques aient �et�e test�es, �a ce jour, aucun n'a
montr�e toutes les qualit�es que l'on peut attendre d'un promoteur de p�en�etrati on
id�eal. On attend en e�et de ces composants chimiques qu'ils soient non toxiques,
non irritants, non allergisants, qu'ils n'aient aucune activit�e pharmaco logique
une fois introduits dans le corps, qu'ils ne laissent pas de marque sur la peau, que
leurs e�ets de perm�eabilisation soient transitoires, mais e�caces et de pr�ef�er ence
unidirectionnels (permettant la p�en�etration, mais pas la perte de composants
de la peau).

D'une mani�ere g�en�erale, il convient de pr�eciser que l'e�cacit�e des agents
chimiques d�epend du m�edicament que l'on souhaite administrer : il n'y a pas de
promoteur de p�en�etration chimique universel. Il est de plus di�cile de savoir a
priori quel promoteur chimique sera e�cace pour un nouveau m�edicament, ce
qui rend leur usage fastidieux.

Conclusion

Tout comme la di�usion naturelle dans la peau, les proc�ed�es chimiques pro-
moteurs de p�en�etration n'exploitent que le ph�enom�ene de di�usion pour faire
p�en�etrer un composer dans la peau. Ce ph�enom�ene est tr�es lent et a pour
seul moteur la di��erence de concentration entre l'ext�erieur et l'int�erieur de la
peau. De ce fait, seule une tr�es faible quantit�e des mol�ecules utilis�ees p�en�etrent
r�eellement dans la peau. En�n, la di�usion dans la peau reste tr�es sensible �a
la taille des mol�ecules transport�ees. Les dimensions et les coûts de productions
des mol�ecules d'ADN plasmide rendent ces proc�ed�es inadapt�es �a un traitement
g�en�etique.

1.2.4 Proc�ed�es �electriques

Ionophor�ese

Contrairement aux proc�ed�es chimiques vus pr�ec�edemment, la ionophor�ese
n'agit pas sur la perm�eabilit�e de la peau, mais fournit une force motrice aux
mol�ecules charg�ees �electriquement. Pour cela, on place une �electrode l�a ou l'on
souhaite faire entrer la solution ionis�ee et on relie une autre partie du corps�a
la masse. Lorsque l'on applique le courant, les mol�ecules charg�ees se mettenten
mouvement. Les mol�ecules de charge oppos�ee �a celle de l'�electrode pilote sont
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alors repouss�ees vers l'int�erieur de la peau. Des mol�ecules non charg�ees peuvent
alors aussi être entrain�ees par �electroosmose, mais ce ph�enom�ene est faible com-
par�e au d�eplacement des ions.

Pour ce proc�ed�e, on applique un courant faible, inf�erieur �a 0,5 mA par cm 2

en continu ou de mani�ere puls�ee a�n d'�eviter l'apparition de brûlures et d'ir-
ritations. Exp�erimentalement, on constate que les cations p�en�etrent mi eux par
cette m�ethode que les anions [11]. Le pH de la solution �a administrer joue un
rôle important dans la p�en�etration du composant actif. Les ions pr�es ents en
solution entrent en comp�etition lors de la mise en mouvement et les ions H+
�etant particuli�erement petits, ils p�en�etrent plus facilement que le compos ant
actif. D'autre par, un pH trop faible peut provoquer des r�eactions ind�esirables
de la peau, et doit aussi être ajust�e pour assurer l'ionisation du composant actif.

Fig. 1.3 { Syst�eme d'�electrodes plac�ees �a la surface de la peau : a) Electrode
charg�ee n�egativement, b) Electrode d'administration du produit contenant des
ions charg�es positivement, c) �a l'application du courant, les ions charg�es positi-
vement sont repouss�es par l'�electrode b et p�en�etrent dans la peau.

La ionophor�ese peut-être utilis�ee pour l'administration comme pour l'ex trac-
tion de produits de la peau puisque lorsque les mol�ecules charg�ees positivement
sont repouss�ees par une �electrode, les mol�ecules charg�ees n�egativement sont alors
extraites �a cette �electrode. Une application commerciale de ce principe est en
vente depuis 2002 aux Etats Unis : la Glucowatch. Cette montre, destin�ee aux
diab�etiques, permet de mesurer le taux de glucose dans le sang tr�es simplement
et de mani�ere totalement non invasive. On remarquera pour cette application
que le glucose est une mol�ecule non charg�ee et que c'est donc par �electroosmose
que celle-ci est extraite de la peau.

La ionophor�ese ne jouant pas sur la perm�eabilit�e de la peau, elle peut être
e�cacement coupl�ee �a d'autre proc�ed�es m�ecaniques ou chimiques, comme la so-
nophor�ese [12], ou l'application d'acides gras [13]. Elle permet aussi de contrôler
le taux de p�en�etration ou d'extraction des produits par le biais de la dur�ee ou
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de l'intensit�e du courant appliqu�e. C'est toutefois un proc�ed�e relativemen t lent
qui ne peut que di�cilement faire p�en�etrer de grandes mol�ecules dans la peau.
En e�et, une application trop intense du courant �electrique peut provoquer une
brûlure ou des l�esions l�eg�eres de la peau [14].

Magn�etophor�ese

Tout comme la ionophor�ese, la magn�etophor�ese est une m�ethode servant �a
favoriser la p�en�etration de mol�ecules dans la peau en ajoutant une force mo-
trice suppl�ementaire aux forces de di�usion. De même encore, cette m�ethode
fonctionne sur des mol�ecules aux propri�et�es particuli�eres : les mol�ecules dia-
magn�etiques. Une substance diamagn�etique est une substance qui, plac�ee dans
un champ magn�etique, s'aimante en sens inverse. Ainsi, les substances dia-
magn�etiques tendent �a s'�eloigner des maximum d'intensit�e du champ magn�etiq ue
et donc ces substances sont pouss�ees vers l'int�erieur la peau lorsqu'elles sont sou-
mises �a un champ magn�etique ext�erieur.

De même que l'ionophor�ese o�u un transport de mol�ecules non charg�ees peut
être obtenu par �electroosmose, un ph�enom�ene identique peut être observ�e avec la
magn�etophor�ese. En e�et, l'eau est diamagn�etique, elle est donc d�eplac�ee sous
l'e�et d'un champ magn�etique. Elle peut alors par magn�eto-osmose entrâ�ner
avec elle d'autres mol�ecules.

L'e�cacit�e de cette m�ethode a �et�e montr�ee en utilisant de l'acide benzo•�que
comme mol�ecule test [15] ; toutefois, la magn�etophor�ese reste un proc�ed�e peu
�etudi�e et sans doute peu e�cace.

Conclusion

Les proc�ed�es �electriques d'administration transdermique ont de nombreuses
qualit�es qui ont permis d'aboutir �a des objets commerciaux particuli�erement
innovants. Leur principal int�erêt est de ne pas agir sur la perm�eabilit�e de la
peau, mais de fournir une force motrice aux mol�ecules que l'on fait p�en�etrer.
Seules, elles ne peuvent toutefois atteindre les couches profondes de la peau
que di�cilement, ou tr�es lentement. Leur e�cacit�e est de plus, comme pour les
proc�ed�es chimiques, sensible �a la taille des mol�ecules transport�ees, ce qui les
rend inadapt�es �a l'administration de solution d'ADN.

1.2.5 Proc�ed�es m�ecaniques

Si la peau pr�esente une trop forte opposition �a l'administration trans der-
mique, il est possible d'agir m�ecaniquement dessus pour la d�estructurer, la per-
cer ou même en retirer une partie. Plusieurs m�ethodes pour parvenir �a ces
r�esultats sont pr�esent�ees dans cette partie.
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Ablation du stratum corneum

Puisque le stratum corneum constitue la barri�ere �etanche qui s'oppose �a la
p�en�etration transdermique, une m�ethode �evidente d'am�elioration de la p�en �etra-
tion consiste �a le retirer, ou du moins �a en r�eduire l'�epaisseur. Il existe pour cela
plusieurs proc�ed�es ; en particulier l'utilisation d'une sorte de ruban adh�esif [ 16]
ou l'ablation laser [17]. Apr�es que le stratum corneum ait �et�e ainsi tra it�e, les
m�edicaments p�en�etrent plus facilement par di�usion dans la peau.

Si l'ablation laser n�ecessite un mat�eriel lourd et on�ereux, l'usage de ruban
adh�esif est �a la fois simple et e�cace pour retirer le stratum corneum. Il su�t
de coller le ruban sur la partie de la peau �a op�erer puis de le retirer, arrachant
de la sorte une partie des cellules de la peau. En op�erant plusieurs fois (environ
quarante [16]), on peut retirer une partie signi�cative du stratum corneum.
L'int�erêt principal de cette m�ethode est qu'elle peut être envisag�ee en addition
de n'importe quelle autre pour r�eduire la barri�ere que repr�esente le stratum
corneum.

Per�cage de la peau

Sans aller jusqu'�a retirer le stratum corneum, il est possible d'augmenter
la perm�eabilit�e de la peau en y per�cant de petits trous. Pour cela, on peut se
servir d'une matrice de micropointes que l'on presse contre la peau puis que
l'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 m�ethodes conduisent �a une nette
diminution des propri�et�es de barri�ere de la peau �evalu�ee soit par l'augment ation
d'un facteur mille de la perm�eabilit�e de la peau [18], soit par une diminution de
sa r�esistivit�e [19]. Dans un cas comme dans l'autre, l'augmentation, même d'un
facteur mille, de la perm�eabilit�e de la peau ne constitue pas une solution pour
l'administration d'une solution d'ADN.

Des micropointes peuvent toutefois être enduites de la solution �a administrer
avant l'insertion. Cela permet de la faire p�en�etrer directement avec les aiguilles,
sans compter sur la di�usion pour v�ehiculer le m�edicament [20]. On a donc
une meilleure proportion de produit qui p�en�etre dans la peau, ce qui limite le
gaspillage. Pour ce proc�ed�e, le m�edicament est administr�e sous une forme s�eche,
ce qui limite sa solubilit�e et donc sa propension �a se r�epartir dans les tissus. Ce
n'est donc pas une m�ethode id�eale pour un traitement de la peau, elle est plutôt
destin�ee �a un traitement g�en�eral o�u l'on souhaite faire passer le m�edi cament
dans le sang.

Sonophor�ese

La sonophor�ese (ou phonophor�ese) est une m�ethode de perm�eabilisation de la
peau bas�ee sur l'utilisation d'ultrasons. On utilise pour cela un g�en�erateur d'ul-
trason s�epar�e de la peau par un milieu de couplage. Les puissances appliqu�ees
sont de l'ordre d'un Watt par centim�etre carr�e �a une fr�equence de 20kHz [21, 2 2],
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les pressions mises en jeu sont g�en�eralement comprises entre 1 et 5 Bars [23].La
sonophor�ese peut aussi être appliqu�ee �a la corn�ee lors du traitement de maladies
oculaires [24].

La sonophor�ese g�en�ere un ph�enom�ene de cavitation �a la surface de la peau.
La cavitation est un ph�enom�ene physique qui se manifeste dans un liquide sou-
mis �a des variations importantes de pression. Localement, la pression diminue en
dessous de la pression de vapeur saturante ce qui m�ene �a la formation de bulles.
En particulier, ce ph�enom�ene se produit lorsque qu'un liquide est soumis �a des
ultrasons : des cavit�es gazeuses microm�etriques se forment et implosent violem-
ment entrâ�nant localement des hausses de pression et de temp�erature dans le
liquide. L'e�ondrement de ces microbulles ouvre localement les membranes des
cellules �a proximit�e (�gure 1.4).

Fig. 1.4 { E�et des ultrasons sur les cellules de la corn�ee.

Comme il ne s'agit que d'une m�ethode d'am�elioration de la perm�eabilit�e
de la peau, elle ne permet pas de faire p�en�etrer des mol�ecules de tr�es grande
taille. Samir Mitragotri [25] pr�esente des r�esultats pour des mol�ecules de 180
et 5000 Da (respectivement manitol et inulin) et rapporte une am�elioration de
la perm�eabilit�e d'un facteur 33 (manitol) et 20 (inulin) ; mais pour de gros ses
mol�ecules dont le taux de p�en�etration dans la peau est tr�es 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 photom�ecanique

L'application d'une tr�es forte pression pendant un temps tr�es court permet
d'augmenter la perm�eabilit�e de la peau. Pour r�ealiser cela, on utilise une source
laser de forte puissance pour envoyer une impulsion de forte intensit�e sur une
cible. On peut ainsi obtenir une onde de pression allant de 300 �a 1000 bars
pendant une dur�ee allant de cent nanosecondes �a une microseconde environ.

Fig. 1.5 { Sch�ema de l'application d'onde photom�ecanique

La transformation de l'�energie lumineuse du laser en une onde de pression
m�ecanique est g�en�eralement obtenue par ablation d'une cible pos�ee �a la surface
de la peau. Dans ce cas, les radiations du laser causent la d�esint�egration de la
cible qui �ejecte de petites particules �a une vitesse supersonique de sa face insol�ee
(voir �gure 1.5). La pression induite d�epend alors des caract�eristiques de l'onde
lumineuse �emise (temps et intensit�e). Dans ce proc�ed�e, c'est action directe de
l'onde de pression qui modi�e la perm�eabilit�e de la peau.

Comme il ne s'agit encore que d'une m�ethode de perm�eabilisation de la peau,
elle n'est pas non plus adapt�ee �a l'administration d'ADN plasmide. Elle permet
toutefois de faire p�en�etrer des mol�ecules de relativement grande taille. Ainsi, des
mol�ecules de 40 kDa (dextran) peuvent p�en�etrer jusqu'�a 40 � m sous la surface
de la peau [26] et des billes de latex de 100 nm p�en�etrent l'�epiderme [23]. Des
mol�ecules de plus petite taille (insuline) peuvent aussi p�en�etrer jusque dans le
sang. C'est un proc�ed�e totalement indolore, qui endommage le stratum corneum
temporairement. Le principal d�efaut est le mat�eriel n�ecessaire : il est coûteux et
encombrant, totalement impropre �a un usage domestique.
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Les microaiguilles perc�ees

La m�ethode la plus intuitive pour faire passer un produit dans la peau est
sans doute la r�eduction �a l'�echelle de la peau du moyen d'injection univer-
selle qu'est l'aiguille perc�ee. Pour cela, des microaiguilles agenc�ees en matrice,
peuvent être utilis�ees. Le proc�ed�e est simple : la matrice d'aiguilles est plant�ee
dans la peau, et le produit peut-être inject�e au moyen d'une simple seringue,
comme �a l'�echelle macrom�etrique.

Les microaiguilles pr�esentent de multiples int�erêts pour l'administratio n trans-
dermique. Tout d'abord, elles sont indolores car elles ne p�en�etrent pas les couches
profondes de la peau, l�a o�u se trouvent les terminaisons nerveuses. Ensuite, les
d�egâts caus�es �a la peau sont uniquement m�ecaniques : des trous nombreux mais
de petites tailles qui se r�esorbent rapidement. En�n, elles permettent d'injecter
e�cacement une quantit�e importante de produit sans pour autant en gaspiller
beaucoup.

Cette m�ethode toutefois n'en est qu'�a ses d�ebuts et pr�esente aussi des dif-
�cult�es : 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�cile �a contrôler au niveau
de chaque aiguille. Pour parvenir �a injecter une même quantit�e de produit au
travers de chaque aiguille, il faut alors pr�evoir un syst�eme de distribution adapt�e.

Conclusion

Les mani�eres d'agir m�ecaniquement sur la peau sont tr�es vari�ees, et n'ont pas
�et�e toutes expos�ees ici. Certaines, comme les ondes photom�ecaniques n�ecessitent
un appareillage tr�es lourd, tandis que pour d'autres, un simple scotch est uti-
lis�e. D'une mani�ere g�en�erale, toutes ces m�ethodes n'apportent pas de meilleurs
r�esultats que les proc�ed�es chimiques et �electriques ; en particulier pour l'ad-
ministration de mol�ecules de tr�es grande taille. Seule l'injection au travers de
microaiguilles fait exception. Ce dernier proc�ed�e permet non seulement de faire
passer des mol�ecules de grande taille au travers de la peau, mais il garanti aussi
et surtout une utilisation optimale du produit puisque tout ce qui est inject�e
traverse e�ectivement la peau. C'est donc cette derni�ere m�ethode qui a �et�e re-
tenue pour administrer l'ADN plasmide dans le cadre du projet Angioskin. Les
microaiguilles sont pr�esent�ees plus en d�etail dans la partie 1.4.

1.3 Transfert d'ADN

Une fois franchie la barri�ere de l'�epiderme, l'ADN doit être introduit �a l 'int�e-
rieur des cellules pour pouvoir s'exprimer. On doit pour y parvenir avoir recours
�a un proc�ed�e permettant aux mol�ecules d'ADN de traverser la membrane plas-
mique entourant les cellules.
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1.3.1 La cellule

La cellule est l'unit�e structurale et fonctionnelle constituant tout ou partie
d'un être vivant. Il en existe deux types distincts : les cellules eucaryotes dont
le noyau est isol�e du reste de la cellule par une membrane plasmique, et les
cellules procaryotes, plus primitives (bact�eries par exemple) dont le noyau n'est
pas isol�e. Une cellule est compos�ee �a 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 constitu�ee de
lipides. Cette membrane sert principalement �a contrôler les �echanges de la cellule
avec l'ext�erieur, et de ce fait, elle constitue une barri�ere �a l'assimilati on des
solutions m�edicamenteuses. Dans les cellules animales (eucaryotes), le noyau est
aussi entour�e d'une membrane.

Le noyau

Le noyau contient le mat�eriel g�en�etique de la cellule, assure la transmission
des caract�eres h�er�editaires et joue un rôle important dans le m�etabolisme cellu-
laire, notamment dans la r�egulation de la synth�ese des prot�eines. Il contient la
chromatine (un m�elange d'ADN et de prot�eines) et le nucl�eole qui est le lieu de
synth�ese de l'ARN.

Le cytoplasme

On d�esigne par cytoplasme tout le contenu de la membrane plasmique �a l'ex-
ception du noyau. Il est essentiellement constitu�e d'eau et contient les organelles
de la cellule (c'est a dire, les mitochondries, l'appareil de Golgi, les lysosomes...).
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1.3.2 Structure de la membrane plasmique

La membrane cellulaire est constitu�ee principalement d'une bicouche lipi-
dique. Ces lipides sont des mol�ecules comprenant une tête polaire (hydrophile)
et une queue apolaire (hydrophobe). En milieu aqueux, ces lipides s'organisent
pour r�eduire les contacts entre leur partie hydrophobe et la solution environ-
nante. Ils peuvent ainsi prendre la forme de micelle en formant une sph�ere de
têtes hydrophiles isolant les queues hydrophobes, ils peuvent aussi former de
petites poches appel�ees liposomes ou en�n, une membrane pouvant envelopper
une entit�e plus vaste comme la cellule (�gure 1.7).

Fig. 1.7 { Agencement des lipides en bicouches

Cette structure est �a l'origine du rôle de barri�ere de la membrane plasmique.
En e�et, la r�egion hydrophobe centrale constitue une barri�ere infranchissable
pour les substances polaires et les substances charg�ees �electriquement comme
les ions, même celles de petite taille. Toutefois, les mol�ecules neutres, comme
l'eau, peuvent traverser lentement une bicouche lipidique et les mol�ecules apo-
laires la traverse facilement.

Une structure seulement constitu�ee d'une bicouche lipidique serait instable.
En e�et, les composants de la bicouche lipidique ne sont pas li�es de fa�con co-
valente, ils peuvent se d�eplacer librement dans celle-ci, mais en restant sur une
même face. Des mouvements de translocation d'un côt�e �a l'autre de la bicouche
sont possibles, mais rares.

Dans une membrane cellulaire se trouvent aussi des glucides et des prot�eines
pour garantir d'une part la stabilit�e de la structure et d'autre part permettr e les
divers �echanges n�ecessaires au bon fonctionnement de la cellule. En particulier, la
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r�epartition des glucides et prot�eines engendre un potentiel transmembranaire de
l'ordre de 60 mV participant �a la stabilit�e de la membrane. L'int�erieur est charg�e
positivement, l'ext�erieur n�egativement. Di��erents proc�ed�es peuvent per mettre
�a de grosses mol�ecules de traverser cette membrane. On peut par exemple avoir
recours �a un proc�ed�e chimique ou �electrique, comme pr�esent�e dans la suite de
ce manuscrit.

1.3.3 Transfection chimique : les liposomes

Les liposomes sont des v�esicules sph�eriques dont le centre est occup�e par une
cavit�e aqueuse et dont l'enveloppe est constitu�ee de phospholipides agenc�es en
bicouche, comme pour la membrane plasmique des cellules (voir �gure 1.7). Ils
constituent donc de grosses particules polaires. Ces v�esicules peuvent servir �a
encapsuler les m�edicaments a�n de les transporter. Ils pr�esentent une a�nit�e
particuli�ere pour les parois cellulaires ; ils sont en particulier capables de fusion-
ner avec les membranes, ce qui permet de lib�erer dans la cellule les compos�es
actifs encapsul�es dans les liposomes (�gure 1.8).

Fig. 1.8 { Administration intracellulaire avec un liposome

Pour un traitement transdermique, les liposomes peuvent être appliqu�es di-
rectement sur la peau. Du fait de leur grande taille, et malgr�e leur souplesse et
leur mobilit�e [8, 27], on ne peut que di�cilement les faire p�en�etrer profond� ement.
D'autre part, ils ne sont pas aussi e�caces que les vecteurs viraux pour la
transfection [28] et leur pr�eparation n�ecessite une �etape d'encapsulation de la
mol�ecule qui peut être d�elicate.

1.3.4 Electroporation

L'�electroporation consiste �a rendre les membranes cellulaires plus perm�eables
par l'application d'un champ �electrique [29]. La �gure 1.9 pr�esente un sch�ema
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de principe de ce proc�ed�e [30]. Ce proc�ed�e permet de faire p�en�etrer des sub-
stances m�edicamenteuses �a l'int�erieur des cellules, permettant ainsi de diminuer
le dosage des traitements en am�eliorant leur assimilation et leur ciblage. Ceci
est particuli�erement b�en�e�que dans le cas de traitements lourds comme celui du
cancer.

Fig. 1.9 { Sch�ema de l'�electroporation [30]

C'est un proc�ed�e dont l'e�cacit�e est d�emontr�ee pour l'application de pro-
duits par voie transdermique [3] sans même utiliser de microaiguilles pour fran-
chir le stratum corneum comme c'est envisag�e dans le projet Angioskin. Contrai-
rement �a la ionophor�ese qui est un proc�ed�e moteur, l'�electroporation est un
proc�ed�e de perm�eabilisation des membranes cellulaires et donc de la peau.

On utilise comme pour la ionophor�ese deux �electrodes, mais par l'applica-
tion de contraintes �electriques di��erentes, on obtient un m�ecanisme di��erent. Les
pulsations �electriques appliqu�ees sont de haut voltage et de tr�es courte dur�ee (� s
ou ms) g�en�erant des champs �electriques de plusieurs centaines de volts par cen-
tim�etre carr�e. A l'application du champ �electrique, on modi�e la r�epartiti on des
charges dans le cytoplasme des cellules et donc le potentiel transmembranaire.
Cette modi�cation engendre une instabilit�e de la membrane qui se traduit par
l'ouverture de pores. Si on ne d�epasse pas un certain seuil (d�ependant de la taille
de la cellule et de l'ordre de 500V.cm� 1 pour une cellule de 20� m de diam�etre)
cette ouverture est r�eversible et la membrane retrouve naturellement sa struc-
ture initiale une fois la r�epartition des charges revenue �a la normale. Dans le
cas contraire, la membrane se disloque de mani�ere irr�eversible et la cellule meure.

Les forts courants �electriques induits lors de l'�electroporation sont �a l 'origine
de son principal d�efaut. Ils causent en e�et une contraction des muscles rendant
le traitement inconfortable, voir douloureux. Pour �eviter cet e�et ind�esirable, il
faut limiter les dimensions du syst�eme. On peut ainsi conserver la valeur des
champs �electriques tout en diminuant la tension appliqu�ee. En particulier, l'ar-
ticle [31] pr�esente un r�eseau de micro�electrodes permettant une �electroporation
de la peau indolore. De ce fait, l'�electroporation est un proc�ed�e favoris�e par la
miniaturisation.
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L'un des principaux attraits de l'�electroporation est que son mode d'applica-
tion peut tr�es simplement être coupl�e �a un proc�ed�e tel que l'ionophor�ese [3 2]. En
pratique, dans un processus d'�electroporation, on peut appliquer une ou deux
pulsations �electriques de forte intensit�e pour ouvrir les membranes cellulaires,
et poursuivre avec une s�erie de pulsations �electriques plus faibles destin�ees �a
d�eplacer par �electrophor�ese, ou �electroosmose les m�edicaments vers l'int�erieur
des cellules [33].

1.3.5 Conclusion

Bien qu'elles n'aient pas �et�e pr�esent�ees dans cette partie, il existe de nom-
breuses m�ethodes, sp�eci�ques �a l'ADN, pour p�en�etrer �a l'int�erieur des cellules.
Les plus e�caces �a ce jour sont virales et ne sont pas adapt�ees �a un traitement
in vivo. Parmi les m�ethodes non virales, l'�electroporation est tr�es pro metteuse
et permet tr�es simplement de localiser le traitement, entre les �electrodes [34].

Dans le cadre du projet Angioskin, il a donc �et�e d�ecid�e de r�ealiser un couplage
microaiguilles/�electroporation pour assurer la p�en�etration de la so lution d'ADN
�a l'int�erieur des cellules de la peau. De cette mani�ere, les microaiguilles per-
mettent de franchir la couche externe de l'�epiderme tandis que l'�electroporation
ouvre les membranes cellulaires pour permettre la p�en�etration du produit �a
l'int�erieur des cellules cibl�ees.

1.4 Syst�eme d'injection

Les microsyst�emes en g�en�eral, et les microaiguilles en particulier commencent
�a trouver de nombreuses applications dans le domaine de l'administration de
m�edicament [35]. L'un des principaux attraits de l'injection au travers de mi-
croaiguilles est que, contrairement �a toutes les m�ethodes jouant sur la perm�eabi-
lit�e de la peau, ce n'est pas uniquement une faible quantit�e du produit utilis�e
qui p�en�etre r�eellement dans la peau, mais sa totalit�e. C'est cette raison, ap-
puy�ee sur le coût tr�es important des produits employ�es en th�erapie g�enique,
qui a conduit �a choisir une injection au travers de microaiguilles : on cherche ici
�a obtenir une optimisation du traitement en terme de quantit�e de produit utilis �e.

1.4.1 Fabrication des microaiguilles

Di��erents concepts de microaiguilles

Les technologies de microfabrication de MEMS (Micro Electro Mechanical
System) permettent de parall�eliser massivement les g�eom�etries con�cues. Une
fois un motif �el�ementaire d�e�ni, celui-ci peut alors ais�ement être r�epliqu �e et as-
sembl�e en matrices de toutes tailles. Les travaux portant sur la r�ealisation de
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microaiguilles par le biais de ces technologies ont donc naturellement d�evi�e vers
la r�ealisation de matrices de microaiguilles.

Suivant la mani�ere dont on travaille le wafer, on peut r�epartir les aigui lles
sur toute une surface [18, 36, 37] ou seulement les aligner en peigne [38, 39].
Les aiguilles r�ealis�ees parall�element au plan du wafer, qui ne peuvent qu'être
align�ees, sont g�en�eralement plus grandes et plus complexes que les aiguilles nor-
males au plan du wafer pour lesquelles les contraintes de fabrication imposent
une certaine simplicit�e.

Un grand nombre de travaux ont men�e �a la r�ealisation de nombreuses formes
de microaiguilles en faisant varier les proc�ed�es de fabrication. On distingueles
aiguilles perc�ees des aiguilles non perc�ees. Les aiguilles non perc�ees ont �et�e
con�cues pour faire des microtrous dans la peau [18] a�n de faciliter le passage
de produit �a travers l'�epiderme, ou pour servir d'�electrodes et r�ealiser un contact
intracellulaire [36] par exemple. Les aiguilles perc�ees sont en revanche destin�ees
au pr�el�evement [37] ou �a l'injection [38] de produits dans les tissus.

Aujourd'hui, des syst�emes d'administration de produits par voie transder-
mique utilisant des aiguilles non perc�ees commencent �a être commercialis�es (le
syst�eme Macroux d'Alza par exemple [40]). En revanche, les microaiguilles
perc�ees n'�etant pas encore bien mâ�tris�ees, elles restent �a ce jour des objets de
laboratoire.

Dimensionnement

Le dimensionnement des microaiguilles est gouvern�e par trois �el�ements ma-
jeurs : tout d'abord, les aiguilles doivent être su�samment longues pour p�en�et rer
la peau �a la profondeur requise (de 150 �a 500� m), ensuite, le rapport de forme
de ces aiguilles doit permettre la perforation de l'�epiderme en limitant la force
d'insertion, en�n, les aiguilles doivent être su�samment solides pour ne pas se
briser lors de l'insertion. Elles doivent donc être e�l�ees, ou biseaut�ees, maissuf-
�samment large pour supporter des e�orts radiaux importants (soit pr�es d'une
centaine de microm�etre �a la base).

Des �etudes ont �et�e men�ees a�n de pr�evoir le comportement m�ecanique des
aiguilles lors de leur insertion dans la peau [41]. La force n�ecessaire �a l'insertion
d'une microaiguille aux dimensions �etudi�ees varie entre 0.1 N et 3 N et semble
toujours inf�erieure aux contraintes de rupture maximales tol�er�ees par les ai-
guilles. Toutefois, l'insertion en bloc d'une matrice d'aiguilles est beaucoup plus
contraignante car les e�orts appliqu�es se r�epartissent entre toutes les aiguilles
divisant ainsi la force d'appui. De plus, la densit�e d'aiguille joue alors un r̂ole
important dans la p�en�etration : si les aiguilles sont trop proches, la peau ne peut
plus se d�eformer et les contraintes deviennent alors insu�santes pour permettre
le per�cage (on peut appeler cela 'l'e�et Fakir').
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On notera qu'il existe des m�ethodes, autres que topologiques, pour am�eliorer
la p�en�etration des aiguilles dans la peau. En particulier, l'application de vi -
brations ultrasoniques permet de r�eduire ces e�orts de p�en�etration [42]. Cett e
m�ethode, ainsi que l'emploi d'une force d'impact ont �et�e �etudi�ees par l'�equipe en
charge de la r�ealisation des microaiguilles du projet Angioskin. Ces �etudes ont
�nalement aboutit �a la r�ealisation d'un syst�eme d'insertion vibrant (une sorte
de pistolet) devant am�eliorer le taux de p�en�etration des aiguilles dans la peau.

Les aiguilles d'Angioskin

Les aiguilles du projet Angioskin sont d�evelopp�ees au laboratoire FEMTO-
ST (UMR CNRS 6174). Elles ont la particularit�e de devoir servir d'une part
d'aiguilles pour l'injection et d'autre part d'�electrodes pour l'�electroporati on.
Pour permettre une bonne distribution du champ �electrique dans l'�epiderme
lors de l'�electroporation, ces aiguilles doivent donc avoir une forme r�eguli�ere.
Elle ne peuvent être pyramidales ou coniques comme le sont la plupart des mi-
croaiguilles existantes, ce qui ajoute une contrainte importante concernantleur
solidit�e. D'autre part, ces aiguilles doivent être perc�ees 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 r�ealis�ees dans du silicium
au moyen d'un proc�ed�e de DRIE (Deep Reactive Ion Etching). Il s'agit d'un
proc�ed�e de gravure s�eche permettant d'obtenir des motifs avec de grands rap-
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ports d'aspects. Les d�etails de ce proc�ed�e sont pr�esent�es en annexe (partieA.2.2).
Elles sont ensuite recouvertes d'or a�n de pouvoir remplir leur rôle d'�electrodes.
Concr�etement, pour traverser l'�epiderme, les aiguilles devaient initialement me-
surer au moins 300� m de long (longueur pr�evue pour des tests sur les souris),
pour un diam�etre ext�erieur de pr�es de 100 � m. Ce rapport de forme n'�etant pas
tr�es important, les aiguilles doivent être biseaut�ees pour pouvoir percer la peau.

L'exp�erience a montr�e au cours de l'avancement du projet que les aiguilles de
300� m de long, facilement r�ealisables, n'�etaient pas su�santes pour transpercer
la peau. Leur conception est donc en �evolution permanente en vue de parvenir �a
une solution e�cace. Toutefois, l'augmentation de la taille des aiguilles pr�esente
de nombreuses di�cult�es de fabrication avec les technologies utilis�ees. D'autres
technologies, plus on�ereuses, sont actuellement envisag�ees en parall�ele a�n de
disposer au plus tôt de prototypes exploitables.

1.4.2 Les microseringues

Dans le cadre de l'utilisation d'aiguilles perc�ees, il faut r�ealiser un syst�eme
d�edi�e �a la manipulation des petites quantit�es de liquide devant être inject�ees au
travers des aiguilles. Suivant la complexit�e de ce syst�eme, on pourra contrôler
ou non les param�etres de l'injection ; en particulier la quantit�e de produit inject� e
et l'uniformit�e de l'injection.

Les syst�emes de distribution microuidiques

R�ealiser un syst�eme de distribution microuidique ne repr�esente pas un d�e�
technologique en soi. Une imprimante �a jet d'encre peut r�ealiser et positionner
des millions de spots de quelques picolitres en une seconde. Cette technologie
a d'ailleurs �et�e adapt�ee �a la distribution de produits r�eactifs pour permett re
de parall�eliser des tests chimiques [43]. Pour des applications pharmaceutiques,
d'autres syst�emes permettant de disposer une matrice de gouttes sur une surface
plane existent d�ej�a dans le commerce ; le robot ChipWriterProT M de VIRTEK
est l'un des plus r�epandu pour cette tache.

Des microsyst�emes ont aussi �et�e cr�e�es pour d�eposer des microgouttes tout
en all�egeant la technologie employ�ee par ces robots. La solution la plus �el�egante
consiste �a exploiter les forces capillaires en tamponnant la surface de travail
avec une matrice de micro-tampons [44]. Tous ces syst�emes ne sont toutefois
con�cus que pour d�eposer un certain nombre de microgouttes sur une surface
plane, et les volumes concern�es ne sont pas toujours extensibles aux quantit�es
�a manipuler pour une administration de m�edicaments.

Tout ces syst�emes ne permettent toutefois qu'une injection "dans l'air" des
produits manipul�es. La peau pr�esente �a la fois une r�esistance importante et une
inhomog�en�eit�e qui n�ecessitent un traitement tr�es di��erent. De fait, bien peu de
travaux pr�esentent l'int�egration d'un syst�eme microuidique �a une matri ce de
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microaiguilles. Quelques travaux ont port�es sur l'int�egration d'un syst �eme mi-
crouidique complexe avec une aiguille unique [45] voir avec plusieurs aiguilles
align�ees [46]. L'injection d'insuline pour les diab�etiques se fait d'ailleurs au-
jourd'hui au moyen de syst�emes miniaturis�es permettant au patient, grâce �a
une micropompe, de s'injecter la quantit�e de m�edicament requise. Toutefois, le
contrôle de l'injection au travers d'une matrice d'aiguilles plane est aujourd'hui
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'adapter �a l'ensemble de la matrice un r�eservoir unique. On peut
ensuite tenter de contrôler les param�etres d'injection au moyen d'une approche
th�eorique : connaissant le diam�etre interne des aiguilles et la pression appliqu�ee,
on peut d�eterminer le d�ebit de l'injection et donc le volume que l'on injecte.
L'article [47] pr�esente une approche th�eorique et exp�erimentale de ce calcul.
Pour un d�ebit �x�e, plus il y a d'aiguilles, plus la pression �a appliquer est faible.
Pour une matrice de 8 aiguilles de longueur 200� m et diam�etre int�erieur 40 � m,
il faut appliquer 20 kPa pour un d�ebit de 1000 � l.min � 1.

Toutefois, cette approche ne fonctionne bien que pour une injection dans
l'air. Pour une injection transdermique, la r�esistance de la peau devrait être
prise en compte. Dans l'article [48], la matrice de huit microaiguilles d�ecrite
dans l'article [47] est coll�ee a l'extr�emit�e d'une seringue et est utilis�ee p our in-
jecter un produit dans la peau (du Methyl Nicotinate : ce produit induit une
dilatation des vaisseaux sanguins que l'on peut ensuite d�etecter en mesurant
les u x sanguins dans la peau) . Ce syst�eme permet d'injecter dans la peau
1� l de produit en trente secondes �a une pression d'un demi bar environ. Cela
repr�esente une di��erence de plusieurs ordres de grandeur sur le d�ebit par rap-
port �a l'injection dans l'air, ce qui d�emontre bien que la r�esistance de la p eau
est le facteur limitant en terme de vitesse d'injection.

D'autre part, la peau n'est pas un mat�eriau homog�ene, et toutes les aiguilles
d'une matrice ne la perce pas de la même mani�ere. De ce fait la r�esistance �a l'in-
jection n'est pas la même pour chaque aiguille. En particulier, la mani�ere dontla
peau est comprim�ee au niveau de chaque aiguille a une importance consid�erable
sur le d�ebit du liquide inject�e au travers de cette aiguille [49]. Dans le cas d'une
r�epartition non uniforme des r�esistances hydrodynamiques dans un circuit mi-
crouidique, le produit inject�e passe en majorit�e par les chemins pr�esentant
la r�esistance la plus faible. Ceci implique qu'il est impossible de garantirune
injection de produit uniforme sur toute une matrice de microaiguilles avec un
syst�eme �a r�eservoir unique. Ainsi, pour obtenir un contrôle de la distributi on
d'un uide au travers de l'ensemble des aiguilles, il faut assurer ce contrôle au
niveau de chaque aiguille.
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Contrôle des volumes manipul�es

Il existe quelques m�ethodes qui permettent de contrôler les volumes inject�es
par des microsyst�emes. Le plus simple est de jouer sur le volume d'un r�eservoir
que l'on vide totalement. Ainsi, dans l'article [50], la quantit�e de pro duit in-
ject�ee est d�etermin�ee par le volume interne des micropipettes. Cette m�ethode
ne permet pas de faire varier les quantit�es inject�ees mais a l'avantage d'être tr�es
simple �a mettre en place, et a donc �et�e choisie pour la r�ealisation du syst�eme
de distribution d'Angioskin.

Il est possible aussi de r�ealiser une seringue permettant d'injecter un volume
variable en exploitant la dilatation thermique contrôl�ee d'un mat�eria u sp�eci�que.
Le mercure par exemple a un coe�cient de dilatation thermique important : si
on augmente de 10° la temp�erature d'un millilitre de mercure, on augmente son
volume de 17 microlitres. Ainsi, l'article [51] pr�esente une seringue exploitant la
dilatation du galinstan (un alliage m�etallique liquide �a temp�eratur e ambiante).
Contrairement au mercure, cet alliage n'est pas toxique et leur syst�eme permet
d'injecter de mani�ere contrôl�ee des volumes de l'ordre du femtolitre.

Le syst�eme d'injection d'Angioskin

Dans le cadre d'Angioskin, plusieurs fonctions doivent être assur�ees par le
syst�eme d'injection. Tout d'abord le syst�eme doit assurer l'injection d'une q uan-
tit�e donn�ee de produit au travers d'une matrice de microaiguilles tout en ga-
rantissant l'uniformit�e de l'injection sur l'ensemble de la matrice. On doit ainsi
pourvoir contrôler le volume inject�e au travers de chaque aiguille. En�n, l' ADN
ne doit pas être d�enatur�e lors des manipulations du syst�eme.

Concr�etement, l'objectif �a atteindre par le prototype est d'injecter 10 � l
d'une solution d'ADN au travers d'une matrice de cent microaiguilles r�eparties
sur un centim�etre carr�e. L'injection doit être uniforme sur la surface de la peau
car le traitement g�enique ne peut être e�cace que si des cellules sont transfect�ees
sur toute la surface de peau malade ; et naturellement, l'ADN doit arriver intact
�a l'int�erieur des cellules pour pouvoir s'exprimer.

Pour des raisons d'hygi�ene m�edicale, le syst�eme d'Angioskin est con�cu pour
être �a usage unique. Apr�es chaque utilisation, l'ensemble compos�e de la matrice
de microaiguilles et du syst�eme d'injection doit être chang�e. D'un point de vue
�nancier, le coût du produit manipul�e est a priori plus �elev�e que celui du syst�eme
d'injection. Aussi, même s'il est bon de garder �a l'esprit les coûts de fabrication
du syst�eme complet, on prêtera une attention particuli�ere aux pertes de produit
�a l'int�erieur de ce dernier. Le gaspillage de produit peut être r�eduit en limitan t
le nombre de manipulations que l'on fait avec et d'autre part, en veillant �a ce
qu'il n'y ait pas de pertes trop importantes de produit dans le syst�eme.

34



Pour assurer l'injection de la quantit�e de produit voulue, l'approche choisie
est de vider compl�etement un r�eservoir d'un volume donn�e. D'autre part, pour
assurer l'uniformit�e de l'injection, chaque aiguille a son propre r�eservoir. Cette
approche, indispensable pour garantir une injection uniforme, pose probl�eme
vis �a vis de la limitation des pertes de produit. En e�et, les pertes sont fata-
lement plus �elev�ees dans un r�eseau d'une centaine de chambres que dans un
r�eservoir unique. Il faut de plus pr�evoir une m�ethode e�cace pour remplir les
cent r�eservoirs tout en limitant encore les pertes de produit.

Concevoir et fabriquer des solutions techniques �a ces di��erentes exigences
constituent la majeure partie de ce travail de th�ese. Le syst�eme complet et
sa r�ealisation sont d�ecrits plus en d�etail dans le troisi�eme chapitre. Avant de
d�evelopper le d�etail de la conception de ce syst�eme, il est important de pr�esenter
les particularit�es des �ecoulements dans les microcanaux. Ceci fait l'objet du
prochain chapitre o�u une attention particuli�ere est port�ee �a la circulati on des
mol�ecules d'ADN.
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Chapitre 2

La m�ecanique des uides en
milieu con�n�e

Ce travail de th�ese est centr�e sur la r�ealisation d'un syst�eme microui dique
a�n de permettre l'injection d'une solution d'ADN au travers d'une matrice de
microaiguilles. On s'int�eressera dans ce chapitre �a la m�ecanique des uides dans
le cadre de ce type d'application ; c'est �a dire �a la m�ecanique des uides dans les
microsyst�emes et plus particuli�erement au cas des suspensions d'ADN. Dans ce
contexte, la taille et les propri�et�es m�ecaniques des mol�ecules transport�ees par le
uide a une grande inuence sur le comportement de la solution.

2.1 G�en�eralit�es

2.1.1 Rappels de m�ecanique des uides

Les �equations pr�esent�ees dans cette partie correspondent �a une description
eul�erienne des �ecoulements, comme on le fait g�en�eralement en m�ecanique des
uides. Dans une description eul�erienne, on d�e�nit un �ecoulement par la vitesse
du uide en tout point du r�ef�erentiel. Cette description s'oppose �a la descriptio n
lagrangienne qui consiste �a suivre les particules dans leur mouvement et donc
d�e�nit le mouvement des objets par leur position �a tout instant. La description
lagrangienne est mieux adapt�ee �a la m�ecanique du solide.

Equation de conservation de la masse dans un �ecoulement

L'�equation de conservation de la masse (appel�ee aussi �equation de continuit�e)
traduit le fait que si l'on consid�ere un volume quelconque dans un �ecoulement,
la masse de uide entrant dans ce volume �a chaque instant est �egale �a la masse
sortant. De ce fait, la masse totale de ce volume ne varie pas. Cette �equation
peut s'�ecrire de deux mani�ere di��erentes 2.1 et 2.2 :
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@�
@t

+ div �~v = 0 (2.1)

d�
dt

+ � div~v = 0 (2.2)

Dans ces �equations,� est la masse volumique du uide et~v est la vitesse
d'un �el�ement de uide. Pour un uide incompressible, la masse volumique est
constante (d�= dt=0). L'�equation de conservation de la masse se r�eduit alors �a
2.3 :

div~v = 0 (2.3)

Equation de la dynamique des uides

Dans le cas g�en�eral, un �ecoulement est d�ecrit par l'�equation bilan de la
quantit�e de mouvement 2.4.

�
@~v
@t

+ � (~v: ~grad)~v = �: ~f � ~gradp + div( � ) (2.4)

Dans cette �equation, � repr�esente le tenseur des contraintes visqueuses. On
peut d�ecrire les di��erents termes de cette �equation comme suit :

@~v
@t + ( ~v: ~grad)~v repr�esente la d�eriv�ee particulaire de la vitesse d'un �el�ement

de uide. Le premier terme correspond �a l'acc�el�eration de cet �el�ement
dans un rep�ere Eul�erien ; le second terme correspond �a la variation de
vitesse li�ee �a l'exploration du champ de vitesse par la particule lors de son
mouvement.

�: ~f repr�esente l'ensemble des forces de volume appliqu�ees au uide. Il s'agit
g�en�eralement de la gravit�e, mais cela peut aussi comprendre des forces
�electrostatiques, par exemple.

� ~gradp repr�esente les forces de pression dans le uide. Ces forces sont tou-
jours pr�esentes ; en particulier, ce sont celles qui conditionnent l'�equilibre
d'un uide au repos.

div( � ) repr�esente les forces de viscosit�e dues �a la d�eformation 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 d�eformation. Si de plus, le uide peut-être
consid�er�e comme incompressible, on peut alors r�e�ecrire l'�equation de la dyna-
mique des uides en simpli�ant le tenseur des contraintes visqueuses (�equation
2.5). C'est l'�equation de Navier-Stokes ; � y repr�esente la viscosit�e du uide.

�
@~v
@t

+ � (~v: ~grad)~v = �: ~f � ~gradp + � � ~v (2.5)
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Cette �equation est �a manipuler avec prudence lorsque l'on traite de uides
complexes. Pour une solution d'ADN par exemple, la viscosit�e ne reste pas
constante dans l'espace ou au cours du temps. Cette �equation n'est alors plus
valable. On l'utilisera toutefois encore, localement, ou en premi�ere approxima-
tion.

Nombre de Reynolds

Le nombre de Reynolds (2.6) aide �a caract�eriser un �ecoulement. Il repr�esente
le rapport entre les forces d'inertie ((~v: ~grad)~v) et les forces visqueuses (� � ~v) et
permet en particulier de d�eterminer la nature du r�egime d'�ecoulement (turbulent
ou laminaire, par exemple). A un faible nombre de Reynolds correspond un
�ecoulement laminaire. Dans ce cas, les forces d'inerties peuvent être n�eglig�ees
devant les forces visqueuses. Au contraire, pour un nombre de Reynolds �elev�e,
on pourra n�egliger les forces visqueuses dans l'�equation de Navier-Stokes.

Re =
�:U:L

�
(2.6)

Ce nombre est sans dimension. On le calcule �a partir des donn�ees suivantes :
� , la masse volumique du uide, U, la vitesse caract�eristique (ou moyenne) de
l'�ecoulement, et L , une dimension caract�eristique du probl�eme (par exemple, le
diam�etre 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 pr�epond�erantes aux petites �echelles. Ce sont donc
des forces qu'il faut prendre en compte lorsque l'on s'int�eresse au remplissage
d'un syst�eme microuidique.

Tension de surface

Au sein d'un uide (liquide ou gaz), les mol�ecules exercent entre elles des
forces d'attraction ou de r�epulsion. Ce sont essentiellement les forces de Van der
Waals (attraction) et les forces �electrostatiques (attraction ou r�epulsi on).

Si l'on consid�ere un corps pur liquide, compos�e d'un seul type de mol�ecules,
les mol�ecules s'attirent et constituent une phase. Au sein d'un liquide, chaque
mol�ecule est tir�ee dans toutes les directions par les mol�ecules voisines et donc,
la r�esultante des forces est nulle. Dans le vide, une mol�ecule n'est, par contre
attir�ee par rien. Donc, �a la fronti�ere liquide/vide, les mol�ecules sont att ir�ees côt�e
liquide mais pas côt�e vide ; la r�esultante des forces s'exer�cant sur les mol�ecules
de la surface est donc dirig�ee vers l'int�erieur 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 sph�erique [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 s�epar�ees. Dans ce cas, les mol�ecules
des deux uides se repoussent �a l'interface. Les mol�ecules de chaque uide sont
donc soumises �a une force r�epulsive venant de l'autre uide et une force at-
tractive vers l'int�erieur de leur propre phase. Dans ce cas encore, la r�esultante
des forces est dirig�ee vers l'int�erieur de la phase �a laquelle appartiennent les
mol�ecules.

On notera  la tension de surface. Sa dimension est le J.m� 2 ou le N.m� 1.
Concr�etement,  correspond �a l'�energie n�ecessaire �a apporter pour augmenter
la surface de la phase liquide d'une unit�e. Quelques valeurs :

{  eau=air = 72 mJ.m � 2 �a 25°C
{  eau=air = 58 mJ.m � 2 �a 100°C
{  eau=huile � 50 mJ.m� 2

Ligne triple

La ligne triple est la ligne de contact entre trois phases di��erentes. On d�ecrira
le cas d'un contact solide/liquide/gaz, mais on pourrait aussi bien �etudier 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 l'angle de mouillage
(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 pos�ee sur une surface solide plane, l'angle de mouillage
est l'angle form�e par la tangente �a la surface de l'eau et la surface solide.On
d�e�nit le param�etre d'�etalement S comme �etant la di��erence entre l'�energie de
surface du substrat sec et celle du substrat mouill�e. Ce param�etre repr�esente la
force r�esistant �a l'�etalement 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 syst�eme abaissera son niveau d'�energie
en se mouillant ; dans ce cas donc, le liquide s'�etalera sur toute la surface pour
minimiser l'�energie du syst�eme et on observera un mouillage total de la surface
solide et un angle de contact nul.S n�egatif correspond au cas d'un mouillage
partiel.

Fig. 2.1 { Mouillage total ( � E = 0) et mouillage partiel
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Capillarit�e

On parle de capillarit�e lorsque dans un tube �n, les forces de surface en-
trâ�nent la mise en mouvement d'un liquide. Dans un tube, un d�eplacement 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. D�es
lors, pour qu'un liquide progresse dans un tube par capillarit�e, il su�t (en l'a b-
sence d'autre force) que la tension de surface des parois s�eches ( solide=air ) soit
sup�erieure �a celle des parois mouill�ees ( solide=liquide ). On d�e�nit le param�etre
d'impr�egnation I :

I =  solide=air �  solide=liquide =  liquide=air :cos(� E ) (2.9)

I repr�esente la force d'avancement de la ligne triple par unit�e de longueur.
Si on �etudie l'�equilibre 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 gravit�e.
Cet �equilibre est alors d�ecrit par l'�equation 2.10 :

2:�:r:I = �:r 2:�:g:h (2.10)

Ce qui donne la hauteurh atteinte par la colonne de liquide en fonction de la
tension de surface ( liquide=air ), l'angle de mouillage (� E ), la densit�e du liquide
(� ), la gravit�e ( g) et le rayon du tube (r ). Cette loi r�egissant la mont�ee capillaire
est aussi appel�ee loi de Jurin (�equation 2.11).

h =
2: liquide=air :cos(� E )

�:g:r
(2.11)

Ce ph�enom�ene donne un aper�cu tr�es concret de l'importance relative des
forces de surface (capillarit�e) et de volume (gravit�e) en fonction des dimensions
d'un syst�eme. En e�et, la hauteur atteinte par la colonne d'eau est inversement
proportionnelle �a la dimension caract�eristique de notre canal : son rayonr .

2.1.3 Hydrodynamique �a l'�echelle microm�etrique

L'importance relative des di��erentes forces mises en jeu varie en fonction
des dimensions caract�eristiques d'un syst�eme. Les forces de volume comme la
gravit�e, sont proportionnelles �a une longueur au cube tandis que les forces de
surfaces, comme la capillarit�e, sont proportionnelles �a une longueur au carr�e.On
voit donc que le rapport de force volume/surface est proportionnel �a la longueur
caract�eristique du syst�eme. 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 n�egliger les forces de volume devant les forces de
surface dans les microsyst�emes.

C'est ce que l'on observe en �etudiant la mont�ee capillaire : la hauteur atteinte
par la colonne de liquide d�epend d'une longueur caract�eristique du syst�eme, le
rayon du tube 2.11. De mani�ere chi�r�ee, pour de l'eau avec un angle de mouillage
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� E de 60°, on obtient une hauteur de 0,7 mm pour un rayon du tube d'un cen-
tim�etre et une hauteur de 7 m pour un rayon d'un microm�etre.

Les forces de surface prennent donc une importance consid�erable dans les mi-
crosyst�emes. En particulier, le caract�ere hydrophile ou hydrophobe d'un mat�eriau
est un �el�ement fondamental pour la r�ealisation d'un microsyst�eme uidique.
L'importance de ces propri�et�es de surface est pr�esent�ee plus en d�etails dans le
cas particulier de notre syst�eme (paragraphe 3.1.4).

D'autre part, le nombre de Reynolds est proportionnel lui aussi �a la di-
mension caract�eristique du syst�eme (voir 2.6). En microuidique, on a donc
toujours des nombres de Reynolds tr�es faibles. Cela signi�e que les �ecoulements
sont toujours de type laminaire pour les liquide simples et donc que les termes
non lin�eaires sont n�egligeables devant les termes de viscosit�e dans l'�equation de
Navier-Stokes. En tenant compte de ces e�ets, on peut simpli�er cette �equation
pour les �ecoulements microuidiques (2.12).

�
@~v
@t

= � ~gradp + � � ~v (2.12)

Si cette particularit�e simpli�e les calculs, l'absence d'instabilit�e pouvant
conduire �a des �ecoulements turbulents dans les syst�emes microuidiques rend
plus di�ciles certaines op�erations qui pro�taient des turbulences aux plus grandes
�echelles. Il est en particulier di�cile de r�ealiser le m�elange de deux composants
dans un microsyst�eme uidique en prenant partie des instabilit�es hydrodyna-
miques g�en�er�ees par un obstacle.

2.1.4 Calcul analytique des param�etres d'un �ecoulement
microuidique

Comme les �ecoulements sont laminaires en microuidique, il est souvent
possible d'avoir des formules analytiques simples d�ecrivant les particularit�es
d'un �ecoulement. L'exemple pr�esent�e ici permet d'introduire certaines de ces
formules. On consid�ere pour cela un �ecoulement dans un canal circulaire de
rayon R et de longueurL . On se place en r�egime stationnaire.

Calcul de la vitesse

En r�egime stationnaire, l'�equation 2.12 devient l'�equation de Stokes :

~gradp = � � ~v (2.13)

Pour des raisons de sym�etrie, on se place ici en coordonn�ees cylindriques. Les
�equations 2.14 pr�esentent alors l'expression du gradient de pression aux bornes
du canal et du Laplacien de la vitesse dans ce syst�eme de coordonn�ees. On
consid�ere ici que le uide ne se d�eplace que suivant l'axe Z (l'axe directeur du
canal) et que l'�ecoulement est invariant le long de cet axe ainsi que par sym�etrie
de r�evolution.
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(2.14)

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 l'impossibilit�e 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 pr�esentant pas une solution r�ealiste, l'une des conditions limites doit
l'annuler.

(
v(R) = 0
v(0) 6= 1

(2.15)

L'int�egration de l'�equation 2.13 donne donc la vitesse du uide vz en tout
point du canal. Num�eriquement, si on applique une di��erence de pression � P
d'un Bar (100000P a) aux extr�emit�es d'un canal de rayon 40 � m et de longueur
10 cm remplis d'eau (viscosit�e � = 10 � 3 Pl), on obtient alors une vitesse au
centre du canal de 0,4 m.s� 1.

vz (r ) =
� P:(r 2 � R2)

4:�:L
(2.16)

D�ebit

On obtient le d�ebit Q (�equation 2.17) par int�egration de la vitesse sur la
section du canal. En reprenant les conditions d'�ecoulement d�ecrites au para-
graphe pr�ec�edent, on obtient un d�ebit de 1 :10� 9 m3.s� 1 c'est �a dire 1 � l.s� 1.
On remarque que, bien que les vitesses puissent être importantes dans les mi-
crocanaux, les volumes manipul�es sont toujours tr�es faibles.

Q =
Z 2:�

0

Z R

0
v:r:dr:d� = �

�: � P:R4

8:�:L
(2.17)

Le signe "-" dans cette �equation signi�e que l'�ecoulement est dirig�e vers les
pressions les plus faibles. On d�e�nit, par analogie �a un circuit �electrique, la
r�esistance hydrodynamique (Rh ) reliant le d�ebit �a la pression par la relation
� P = Rh :Q. Cette r�esistance ne d�epend que des dimensions et de la topologie
du syst�eme et de la viscosit�e du liquide. Dans le cas de notre canal, elle vaut :

Rh =
8:�:L
�:R 4 (2.18)

De mani�ere analogue, pour un canal de section rectangulaire (hauteurb et
de sectionS), on pourrait montrer que cette r�esistance vaut :

Rh =
12:�:L
S:b2 (2.19)
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A la mani�ere des r�esistances dans un circuit �electrique, on peut jouer sur
la r�esistance hydrodynamique d'un microcanal pour modi�er la circulation des
uides dans un microsyst�eme uidique. Nous avons exploit�e cette propri�et�e dans
la conception du syst�eme d�ecrit au prochain chapitre (voir paragraphe 3.3.2).

Taux de cisaillement

Le taux de cisaillement � repr�esente la d�eformation d'un �el�ement de uide
dans un �ecoulement. Le cisaillement du uide peut engendrer d'importantes
contraintes sur les grandes mol�ecules s'y trouvant. On s'y int�eressera parti-
culi�erement dans les cas de suspensions d'ADN. Ce taux est la d�eriv�ee spatiale
de la vitesse (�equation 2.20).

� =
@v
@r

=
� P:r
2:�:L

(2.20)

En moyenne, sur une section du canal, le taux de cisaillement< � > vaut :

< � > =
1

�:R 2 :
Z 2:�

0

Z R

0

@v
@r

:r:dr:d� =
� P:R
3:�:L

(2.21)

Num�eriquement, et toujours pour le canal d�ecrit pr�ec�edemment, cela donne
< � > = 1 ; 2:104 s� 1. Il s'agit l�a d'un taux de cisaillement relativement im-
portant, qui engendre des contraintes sur les grandes mol�ecules transport�ees
par le uide. Concr�etement, dans ce canal, deux points espac�e d'un microm�etre
peuvent avoir une di��erence de vitesse de 1,2 cm.s� 1.

2.2 L'ADN en microuidique

2.2.1 La mol�ecule d'ADN

Structure de l'ADN

La mol�ecule d'ADN est un long polym�ere biologique. Elle est compos�ee
de bases azot�ees r�eparties le long d'une châ�ne sucre-phosphate. Quatre bases
azot�ees composent l'ADN : l'ad�enine (A), la thymine (T), la guanine (G) et la
cytosine (C), elles sont compl�ementaires deux �a deux (A-T et G-C) et hydro-
phobes. La châ�ne sucre-phosphate est, elle, hydrophile. G�en�eralement, l'ADN
se pr�esente sous la forme d'une double h�elice compos�ee de deux brins d'ADN
compl�ementaires attach�es par des liaisons hydrog�enes entre les couples de bases
azot�ees. Cette con�guration minimise la surface de contact entre les bases azot�ees
hydrophobes et l'eau et la mol�ecule d'ADN est donc globalement hydrophile.
Elle peut toutefois se pr�esenter sous d'autres formes comme de simples brins ou
des anneaux.

L'ADN est un poly-�electrolyte. En solution, les groupements phosphates qui
la composent s'hydratent et s'ionisent de telle sorte que l'ADN peut être alors
consid�er�ee comme une longue châ�ne de groupements n�egativement charg�es,
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c'est-�a-dire comme un poly-�electrolyte, ou comme un poly-anion. Pour des rai-
sons d'�electroneutralit�e, ces charges n�egatives sont en fait compens�ees en so-
lution par des charges positives. Les propri�et�es m�ecaniques et topologiques de
l'ADN d�ependent donc de la teneur en ions de la solution dans laquelle elle se
trouve.

Pour être fonctionnelle au niveau biologique, une mol�ecule d'ADN ne doit
pas pr�esenter d'extr�emit�e libre, c'est pourquoi les plasmides (tel que celui du
projet Angioskin) sont des mol�ecules d'ADN referm�ees sur elles mêmes. Les
chromosomes ont des s�equences terminales leur �epargnant cette conformation,
mais l'ADN des bact�eries, plus simple, est lui aussi circulaire. Cette particularit�e
biologique vient du fait qu'un brin d'ADN bris�e accidentellement est automa-
tiquement r�epar�e dans la cellule. Or, une mol�ecule d'ADN avec des extr�emit�es
libres ne di��ere en rien d'une mol�ecule bris�ee.

Les plasmides se pr�esentent sous une forme super enroul�ee. C'est �a dire que
les deux brins le constituant sont accroch�es l'un �a l'autre en ayant �et�e tor sad�es
un grand nombre de fois, ce qui leur donne la forme d'une sorte de pelote d'ADN.
Si l'un des brins vient �a se briser en un point (cassure simple), les deux parties
peuvent tourner librement l'une par rapport �a l'autre et l'ADN peut se d�emêler.
Il prend alors une forme circulaire. Si les deux brins se cassent en un point (cas-
sure double), l'anneau est bris�e et l'ADN prend alors une forme lin�eaire (voir
�gure 2.2.

Fig. 2.2 { De gauche �a droite : ADN super enroul�e (une seule boucle
repr�esent�ee), ADN circulaire, et ADN lin�eaire

Les forces de cisaillement peuvent mener �a la d�egradation de l'ADN. R.
Adam ([53]) a montr�e en 1977 que des taux de cisaillement de l'ordre de 2500
s� 1 su�saient �a briser de longues mol�ecules d'ADN (1 ; 2:108 Da). Or, les taux
de cisaillement peuvent être signi�cativement plus �elev�es dans les microcan-
naux : �a d�ebit donn�e et dans un canal de section circulaire, ces forces sont
inversement proportionnelles au cube du rayon de section du canal (2.22). Plus
r�ecemment, une m�ethode pour casser des brins d'ADN en petits morceaux en
utilisant les forces de cisaillement a �et�e d�evelopp�ee [54]. Pour cela, on force une
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solution d'ADN �a passer au travers d'un microcanal �a un d�ebit donn�e. Avec
cette m�ethode, on peut casser l'ADN en petits morceaux dont la taille moyenne
d�epend du taux de cisaillement. Pour obtenir des morceaux d'une longueur
moyenne de 5kb, il faut appliquer un d�ebit de 4,5 ml.min� 1 environ au travers
d'une section de 62� m ; soit un taux de cisaillement de 2:106 s� 1 environ.

� =
8:Q

3:�:R 3 (2.22)

Il est donc important de s'assurer que les mol�ecules d'ADN ne seront pas
d�egrad�ees lors des manipulations dans notre syst�eme. Cette �etude est pr�esent�ee
dans la partie 2.3.3.

Les marqueurs uorescents

Il est possible de marquer les mol�ecules d'ADN en les mettant en solu-
tion avec d'autres mol�ecules, uorescentes, ayant une a�nit�e avec les mol�ecules
d'ADN. Cela permet de visualiser directement l'ADN. Par exemple, si on voit
des cellules uorescentes apr�es avoir ajout�e de l'iodure de propidium �a une
culture de cellule, cela signi�e que les parois cellulaires �etaient ouvertes et ont
laiss�e passer le marqueur. Avec un objectif de tr�es fort grossissement, on peut
aussi visualiser les mol�ecules individuellement (�gure 2.3).

Fig. 2.3 { Mol�ecules d'ADN marqu�ees (marqueur YOYO-1, [55])

L'iodure de propidium s'intercale entre les paires de bases �a raison d'une
mol�ecule d'iodure de propidium pour trois paires de base. En s'intercalant, le
marqueur augmente toutefois les dimensions caract�eristiques et donc les pro-
pri�et�es m�ecaniques de la mol�ecule. De mani�ere chi�r�ee, une mol�ecule d'iodure
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de propidium a un poids mol�eculaire de 415 Da tandis que trois paires de base
d'ADN ont un poids de 1830 Da (environ) ; le marquage de l'ADN augmente
donc la masse de la mol�ecule de plus de 20%.

Du fait de la modi�cation des mol�ecules d'ADN induite par l'ajout d'un
marqueur uorescent, on doit faire preuve d'une certaine prudence quand �a l'in-
terpr�etation de r�esultats visuels sur des mol�ecules d'ADN marqu�ees. Il faut a ussi
veiller �a utiliser le marqueur au moment o�u cela perturbe le moins l'exp�eri ence ;
ainsi, lors d'une �electrophor�ese sur gel d'Agarose, on n'ajoute le marqueur
qu'apr�es avoir fait migrer l'ADN. Ainsi, on ne modi�e les propri�et�es de l' ADN
qu'au moment de la visualisation des r�esultats, lorsque l'ADN est immobile.

2.2.2 Rh�eologie de l'ADN

La rh�eologie est l'�etude de la d�eformation et de l'�ecoulement des corps
sous l'e�et de contraintes ext�erieures. On distingue les uides newtoniens (eau,
huile), pour lesquels le taux de cisaillement est proportionnel aux contraintes
appliqu�ees, et les uides non newtoniens ayant un comportement plus complexe.
Les uides complexes peuvent avoir une viscosit�e qui �evolue en fonction de la
contrainte appliqu�ee (voir �gure 2.4). C'est le cas par exemple du ketchup qui
est un uide �a 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 di��erents typ es
de uides

Les suspensions d'ADN sont connues pour avoir un comportement thixo-
trope et visco�elastique [56, 7]. La thixotropie correspond �a une �evolution de la
viscosit�e en fonction du temps, tandis que la visco�elasticit�e est li�ee au rapport
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entre le temps de r�earrangement des mol�ecules et le temps de cisaillement. Le
comportement de ces solutions est donc tr�es d�ependant du temps d'application
des contraintes. Leurs propri�et�es rh�eologiques d�ependent de plus d'un grand
nombre de param�etres allant des dimensions et de la topologie de la mol�ecule
d'ADN �etudi�ee aux propri�et�es chimiques (pH, salinit�e...) de la solution dans
laquelle les mol�ecules baignent.

Thixotropie

Un uide thixotrope a une viscosit�e qui diminue avec le temps sous une
contrainte constante. Ce comportement peut s'expliquer, dans le cas de l'ADN
notamment, par un arrangement des mol�ecules qui s'alignent par rapport �a la
contrainte. L'orientation des mol�ecules dans le sens de l'�ecoulement facilite la
circulation du uide et donc diminue la viscosit�e de ce dernier.

On utilise le nombre de D�eborah (De, �equation 2.23) pour caract�eriser les
uides thixotropes. Le nombre de Deborah correspond au rapport entre le temps
de relaxation caract�erisant la uidit�e intrins�eque d'un mat�eriau � (le temps de
r�eorganisation des mol�ecules apr�es une sollicitation par exemple) et l'�echellede
temps caract�eristique d'une exp�erience testant la r�eponse de ce mat�eriau T.

De =
�
T

(2.23)

Le nombre de D�eborah permet de caract�eriser la uidit�e de l'objet que l'on
observe. Plus ce nombre est petit, et plus l'objet semble uide. Si on consid�ere
un glacier que l'on observe pendant une minute, il parait solide ; mais si on
l'observe pendant mille ans (et que l'on multiplie ainsi son nombre de D�eborah
par 5.108), il coulera le long de la montagne. Dans le cas d'une solution d'ADN,
les mol�ecules tendent �a s'aligner dans le sens de la contrainte, diminuant ainsi
la viscosit�e de la solution [57]. Ainsi, plus la contrainte est longue etplus les
mol�ecules s'alignerons. On a donc pour un nombre de D�eborah petit une solution
qui tend �a être plus uide que pour un nombre de D�eborah plus important pour
lequel les mol�ecules n'ont pas le temps de s'aligner.

Visco�elasticit�e

La visco�elasticit�e est un comportement mêlant l'�elasticit�e (compo rtement
de type solide) pour laquelle l'�elongation est proportionnelle �a la contrainte et
la viscosit�e (comportement uide) pour laquelle le taux de cisaillement aug-
mente avec la contrainte (�gure 2.4). Concr�etement, pour des contraintes de
courte dur�ee, un uide visco�elastique peut revenir vers sa forme initiale apr�es
d�eformation comme le ferait un solide �elastique.

D'un point de vue global, un uide visco�elastique aura un comportement de
type �elastique lorsque le temps d'application de la contrainte sera tr�es court ;
par exemple, une goutte d'un tel type de uide peut rebondir si on la laisse

47



tomber sur une surface. Pour une contrainte de plus longue dur�ee, le comporte-
ment observ�e sera de type visqueux ; par exemple, cette même goutte pos�ee sur
la même surface s'�etalera comme un uide newtonien de même viscosit�e.

Dans le cas d'une suspension d'ADN, cette propri�et�e s'explique par la na-
ture des mol�ecules d'ADN. Celles ci se comportent comme une multitude de
petits ressorts qui s'�etirent lorsque l'on applique une contrainte. Ces mol�ecules
se r�etractent ensuite lorsque la contrainte n'est plus appliqu�ee, entrâ�nant un
l�eger repli de la mol�ecule et donc du liquide environnant.

Chimie du milieu

La conformation de la mol�ecule d'ADN est inuenc�ee par les esp�eces chi-
miques pr�esentes en solution. Ainsi, la pr�esence et la quantit�e de certains ions
vont modi�er le comportement individuel des mol�ecules d'ADN et, plus globale-
ment, les propri�et�es rh�eologiques de la suspension. Une �etude men�ee en 1964 par
R.L. Scruggs et P.D. Ross [58] a montr�e qu'en particulier, un taux de salinit�e
croissant du milieu diminue la viscosit�e de la solution.

Dans le cadre du projet Angioskin, l'ADN sera a priori en suspension dans
de l'eau distill�ee ; les faibles quantit�es inject�ees ne rendants pas indispensable
l'emploi d'un liquide physiologique. Cependant les variations des propri�et�es
rh�eologiques li�ees �a la chimie du milieu sont su�samment faibles pour ne pas
constituer un �el�ement d�eterminant dans la conception du syst�eme d'injection.

2.2.3 Probl�emes propres �a l'ADN en microuidique

La manipulation de mol�ecules d'ADN dans des microcanaux pr�esente quelques
di�cult�es. On en rel�eve essentiellement trois : l'adsorption des mol�ecules sur les
parois qui conduit �a une perte de produit actif, leur agr�egation �a l'entr�ee des
canaux pouvant former des bouchons et en�n, le cisaillement des mol�ecules qui
peut conduire �a leur destruction.

Adsorption

L'adsorption est un ph�enom�ene faisant adh�erer certaines mol�ecules gazeuses
ou liquides sur les surfaces solides par des interactions chimiques plus ou moins
fortes. Ce ph�enom�ene peut être par exemple utilis�e dans la r�ealisation de masques
de protection pour pi�eger des mol�ecules nocives. Dans les microsyst�emes, l'im-
portance relative gagn�ee par les parois vis �a vis du volume tend �a augmenter
l'ampleur de ce ph�enom�ene. Il repr�esente alors une perte de composant actif (les
mol�ecules d'ADN par exemple) lors de son transport. C'est donc un ph�enom�ene
que l'on souhaite �eviter 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 liaisons
faibles telles que les forces de Van der Waals. Elle est en g�en�eral r�eversible eton
peut la comparer au d�epôt de bu�ee sur une paroi froide. L'adsorption chimique
s'accompagne d'une modi�cation de la r�epartition des charges �electroniques des
mol�ecules adsorb�ees, les forces mises en jeu sont du même type que celles qui sont
impliqu�ees dans la formation des liaisons chimiques. Elle est souvent irr�eversible
et engendre le d�epôt d'une couche monomol�eculaire sur le solide.

L'adsorption physique ne constitue pas un probl�eme pour les mol�ecules
d'ADN : du fait de leur grande taille, elles sont entrâ�n�ees par le ot plutôt
qu'accroch�ees aux parois par des liaisons faibles. En revanche, l'adsorption chi-
mique peut poser probl�eme. Comme on l'a vu au paragraphe 2.2.1, la structure
de l'ADN est telle que seules ses parties hydrophiles sont pr�esent�ees au milieu
ambiant. Or, dans un circuit en PDMS, les parois sont hydrophobes et auront
donc tendance �a repousser les mol�ecules hydrophiles. La nature du PDMS nous
pr�eserve donc du risque d'adsorption sur les parois.

Agr�egation

Les mol�ecules d'ADN sont des polym�eres pouvant atteindre de tr�es grandes
tailles. De ce fait, en microuidique, leurs dimensions peuvent ne plus être
n�egligeables devant celles des canaux dans lesquels elles circulent. On se re-
trouve alors avec une solution ayant une rh�eologie particuli�erement complexe,
mais aussi avec un risque important d'apparition d'un ph�enom�ene d'agr�egat ion
qui conduit �a l'obstruction d'une partie du syst�eme.

Fig. 2.5 { Bouchon form�e �a partir de billes de polystyr�ene de 1 � m de diam�etre
�a l'entr�ee d'un microcanal [60]

Dans son article [60], B. Stoeber �etudie l'agr�egation de billes de polystyr�ene
au niveau d'un r�etr�ecissement de la g�eom�etrie du circuit uidique. Ces billes,
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d'un diam�etre inf�erieur au microm�etre, se rassemblent et s'agr�egent �a l'en tr�ee
du r�etr�ecissement entrâ�nant ainsi la formation d'un bouchon qui empêche alors
la bonne circulation des billes dans le circuit (�gure 2.5). Comme les dimensions
caract�eristiques des objets pr�esent�es dans cet article sont comparables �a celles
que peuvent prendre une solution d'ADN dans un microsyst�eme uidique, il est
l�egitime de s'int�eresser �a ce ph�enom�ene d'agr�egation.

Int�egrit�e des mol�ecules

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

Dans les microsyst�emes uidiques, les mol�ecules d'ADN peuvent être sou-
mises �a des forces hydrodynamiques importantes. En particulier, les forces d'�elon-
gation et de cisaillement peuvent être assez fortes pour entrâ�ner une rupture
des mol�ecules (�gure 2.6). Ce ph�enom�ene, �etudi�e de longue date [61], est au-
jourd'hui utilis�e pour produire des fragment d'ADN de longueur al�eatoire [54] .
Dans ces travaux, Y. Thorstenson fait circuler une solution d'ADN dans un
syst�eme comportant un canal d'un diam�etre interne de 64 � m sur quelques mil-
lim�etres. Apr�es plusieurs passages, on obtient une fragmentation de l'ensemble
des mol�ecules d'ADN en solution. Plus r�ecemment, P.J. Shrewsbury a observ�e
directement des mol�ecules d'ADN par uorescence dans un microcanal [55]. La
diminution de la taille moyenne des mol�ecules en sortie du syst�eme peut être ici
due �a un repli �elastique des mol�ecules sur elle même ; mais la possibilit�e d'une
rupture des brins d'ADN reste une hypoth�ese plausible.

Si une mol�ecule d'ADN est bris�ee, elle perd sa fonctionnalit�e en cas de
th�erapie g�enique. Il est donc indispensable de s'assurer de l'int�egrit�e des mol�ecules
d'ADN pour le syst�eme du projet Angioskin.
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2.3 Exp�erimentations

Bien que la rh�eologie des solutions d'ADN ait d�ej�a �et�e bien �etudi�ee, des
questions propres aux �ecoulements dans les microcanaux restent �a �elucider. En
particulier, les ph�enom�enes de bouchage ou de rupture d�ependent �enorm�ement
de la topologie et des dimensions de la mol�ecule d'ADN utilis�ee. Or l'ADN plas-
mide utilis�e pour Angioskin a une topologie particuli�ere (de type super enroul�e)
et son coût prohibitif l'a dispens�e de toute �etude rh�eologique exhaustive �a ce
jour. Il convient donc de s'assurer au moyen de quelques exp�eriences qu'il n'y
a pas de risque de perte d'ADN par bouchage ou d�egradation dans le micro-
syst�eme.

2.3.1 Agr�egation des mol�ecules d'ADN

Pour �evaluer, dans le cas de l'ADN, les risques d'agr�egation, des tests ont �et�e
r�ealis�es avec plusieurs tailles de mol�ecules d'ADN. La concentration massique
en ADN �etait �x�ee �a 1mg/ml pour les di��erentes solutions, la pression appli qu�ee
au syst�eme �etait de 15 kPa et l'�etranglement consiste en un ori�ce de section
carr�ee de 50� m de cot�e. On a pu observer pour le plus grand ADN (50 kpb)
la formation syst�ematique 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 form�e d'ADN et non caus�e par une poussi�ere comme cela ar-
rive parfois. Pour les deux autres solution (300 et 2000pb) en revanche, aucune
formation de bouchon n'a pu être observ�ee, même en augmentant la pression
appliqu�ee jusqu'�a un bar.

Fig. 2.7 { Agr�egation de mol�ecules d'ADN lin�eaire de 50kpb �a l'entr�ee d'un cana l
d'une section de 50x50� m (�a gauche, en lumi�ere visible, �a droite, en uorescence)

Les rayons de giration th�eoriques des mol�ecules �etudi�ees dans ces exp�eriences
sont respectivement 35nm, 100nm, et 700nm pour les ADN �a 300pb, 2000pb et
50kpb. En utilisant le même calcul, on trouve un rayon de giration de pr�es de
200nm pour l'ADN plasmide d'Angioskin. On est donc plus proche des condi-
tions exp�erimentales pour lesquelles le bouchon ne se forme pas. D'autre part,
comme on peut le voir en particulier lors des tests d'�electrophor�ese (partie 2.3.3),
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les ADN utilis�es en th�erapie g�enique sont circulaires et plus compacts que les
polym�eres lin�eaires. On ne sera donc pas d�erang�e par ce ph�enom�ene pour la
conception du syst�eme d'injection d'Angioskin.

2.3.2 PIV

La v�elocim�etrie par image de particules ou PIV (Particle Imaging Velocim e-
try) est une m�ethode permettant �a l'aide d'une cam�era de mesurer la vitesse
d'un uide en un point donn�e. On utilise pour cela des traceurs uorescents, un
microscope �equip�e pour la uorescence, une cam�era et un ordinateur.

Les exp�eriences ont �et�e men�ees dans l'�equipe de P. Tabeling (UMR 7083,
ESPCI, Paris). Pierre Joseph y a mont�e un poste d'exp�erimentation pour les
mesures par PIV . On peut se r�ef�erer �a son travail [62] pour plus de d�etails
concernant le fonctionnement de ce poste d'exp�erimentation.

Principe

Le uide est ensemenc�e avec des billes uorescentes de quelques centaines
de nanom�etres de diam�etre dont on observe le d�eplacement avec un microscope
�a uorescence et un fort grossissement (100 fois). Le grossissement de l'objectif
permet de focaliser sur une petite r�egion de l'�ecoulement et assure ainsi la loca-
lisation en altitude de la mesure de vitesse avec une pr�ecision de moins de 500
nm (l'�epaisseur du plan focal). Une cam�era enregistre les images de l'�ecoulement
qui sont transmises �a l'ordinateur. Un calcul de corr�elation est alors e�ectu �e
entre deux images successives. La position du maximum de corr�elation donne
le d�eplacement moyen des particules entre les deux images et permet donc de
calculer la vitesse du uide dans le secteur observ�e.

Pour la mesure d'un pro�l de vitesse dans un micro-canal, l'objectif du micro-
scope est mont�e sur un �el�ement piezo�electrique dont on contrôle le d�eplacement.
On peut ainsi focaliser sur di��erentes tranches de liquide dans le canal par pas de
cents nanom�etres et mesurer leur vitesse successivement. La �gure 2.8 pr�esente
un sch�ema du montage. La cam�era et le piezo sont reli�es �a un ordinateur pour
piloter le tout. Le logiciel utilis�e dans le montage est LabView.

La pr�ecision et les limites de ce proc�ed�e sont li�ees �a la qualit�e de la cam �era et
aux dimensions de la fenêtre 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 ind�ependante du pilotage par ordinateur. Pour ce montage, cette
constante de temps correspond au temps d'entrelacement de la cam�era. Une
image est compos�ee de deux trames : d'abord la cam�era balaye les lignes de
pixels impaires dans la fenêtre d'enregistrement (lignes 1, 3, 5...) puis les lignes
de pixels paires. Il y a donc un d�ecalage constant entre deux lignes cons�ecutives ;
ce d�ecalage vaut 50� s pour la cam�era utilis�ee. En s�eparant une image en deux
images contenant, l'une les lignes impaires et l'autre les lignes paires, on obtient
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Fig. 2.8 { Sch�ema du montage de PIV (suivi de particules)

deux images s�epar�ee dans le temps de 50� s, �a la pr�ecision de la cam�era.

Il est impossible d'obtenir une constante de temps plus faible, et donc la
vitesse maximum mesurable par ce proc�ed�e est directement limit�e par la taille
de la fenêtre d'observation. Plus la fenêtre est grande, et plus on pourra mesurer
des vitesses importantes. D'autre part, plus cette fenêtre est grande et plus le
nombre de particules trait�ees est important, ce qui augmente le bruit. En e�et,
lorsqu'une mol�ecule entre ou sort de la fenêtre entre deux images, cela introduit
une erreur. Ce type d'erreur ne peut être �elimin�e qu'en limitant le nombre de
particules trait�ees d'une part, et en faisant une �etude sur un nombre important
de mesures pour avoir des r�esultats statistiquement signi�catifs.

Mesures

Le circuit utilis�e est un canal en serpentin d'une section rectangulaire de
25x300� m et d'une longueur de 15 cm. Il est moul�e dans du PDMS et coll�e sur
une �ne lamelle de verre. On utilise un objectif �a immersion d'un fort grossisse-
ment (100x) et son point de focalisation ne se trouve qu'�a 100� m de la lentille.
Il faut donc une lamelle de verre de moins de 100� m d'�epaisseur.

Pour la r�ealisation d'un pro�l de vitesse, on mesure la vitesse trois fois �a
chaque altitude dans le canal, et on fait ensuite la moyenne des r�esultats signi�-
catifs. S'il n'y en a pas, le point de mesure est retir�e. On fait donc 900 mesures
de vitesse pour balayer un canal de 30� m d'�epaisseur avec un pas de 100 nm,
et de ces cents mesures, on ne conserve au plus que 300 points. Une s�erie de
mesure correspond �a la r�ealisation d'un pro�l de vitesse au moins trois fois, sur
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une fenêtre donn�ee en entr�ee puis en sortie du canal.

Les param�etres �etudi�es sont la longueur des brins d'ADN (on disposait pour
cela d'ADN lin�eaire �a 0.3kpb, 2kpb et 50kpb), la concentration massique d'ADN,
et la vitesse de la solution.

Pour des raisons de coûts, les mesures ne portent que sur de l'ADN lin�eaire.
En e�et, le prix de l'ADN plasmide circulaire dans le commerce est jusqu'�a plu-
sieurs millions de fois plus �elev�e pour une quantit�e identique. Il ne faudra pas
perdre de vue que le comportement rh�eologique de cet ADN est sensiblement
di��erent de celui de l'ADN lin�eaire. Toutefois, dans un processus de rupture,
l'ADN circulaire passera par l'�etape de lin�earisation avant de se fragmenter. On
peut donc consid�erer que cette �etude se situe dans ce cas interm�ediaire.

Les s�eries de mesures ont port�e sur des concentrations massiques d'ADN �a
1 mg.ml� 1 et 0,5 mg.ml� 1. On s'est surtout int�eress�e �a la concentration pr�evue
du plasmide d'Angioskin, et on a �etudi�e aussi une concentration plus faible pour
faciliter la circulation de l'ADN plus visqueux (celui �a 50kpb).

Pour �nir, la vitesse de la solution dans le canal est contrôl�ee par l'applica-
tion d'une pression �a l'entr�ee du syst�eme. Comme les vitesses nous int�eressant
�etaient les plus �elev�ees possible, on a �et�e limit�e par la capacit�e de mesure du
syst�eme. La vitesse maximale mesurable du uide est de 1,5 mm.s� 1.

La taille des brins d'ADN s'est av�er�ee être le facteur le plus inuent sur la
viscosit�e de la solution. La solution d'ADN �a 0.3 kpb se comporte a peu pr�es
comme de l'eau : comportement Newtonien et viscosit�e proche de 10� 3 Pl. Dans
ce cas, il semble que les brins d'ADN soient trop courts pour interagir entre eux
et inuencer le comportement global du uide.

A l'autre extrême, la solution d'ADN �a 50 kpb est trop visqueuse. Même �a
concentration massique plus faible et avec des pressions beaucoup plus �elev�ees
(1.5 Bar), l'�ecoulement de cette solution dans un microcanal est particuli�erement
di�cile. L'ADN se d�eplace en pât�es compacts, et reste bloqu�e par endroits dans
le syst�eme. Du liquide circule plus rapidement autour des amas d'ADN en-
trâ�nant une partie des marqueurs uorescents. Sur une même image, on observe
donc l'�ecoulement de deux entit�es distinctes : le d�eplacement lent, parfois par
saut, des amas d'ADN et l'�ecoulement rapide de solution sans ADN zigzagant
rapidement entre les pât�es d'ADN. Ce type d'�ecoulement est impossible �a abor-
der par PIV et aucun pro�l de vitesse n'a pu être �etabli.

En�n, l'ADN �a 2 kpb s'est, lui, bien prêt�e aux exp�eriences. Les �gures 2.9,
2.10 et 2.11 pr�esentent les pro�ls de vitesse de cet ADN �a des concentrations et
pressions di��erentes. Sur ces �gures, les points correspondent aux valeurs me-
sur�ees et les courbes correspondent �a un ajustement parabolique des points de
mesure.
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Ajustement

Pour un uide Newtonien dans ces conditions exp�erimentales, le pro�l de
vitesse est parabolique et on dispose d'une relation simple entre le pro�l de
vitesse et les propri�et�es du uide (�equation 2.24).

v(z) =
� P

2:L:�
(z2 �

e2

4
) (2.24)

Connaissant les dimensions du canal et les contraintes appliqu�ees au uide,
on peut donc �a partir de la courbe du pro�l de vitesse remonter aux propri�et�es
du uide. Pour cela, on ajuste une courbe parabolique (d'�equation y = A:x 2 +
B ) aux points de mesure �a l'aide du logiciel Matlab. En comparant la courbe
d'ajustement avec une courbe th�eorique, on peut �ecrire :

A =
� P

2:L:�
et B =

� P:e2

8:L:�
(2.25)

Ce qui permet de d�eduire localement la viscosit�e du uide au niveau de la
mesure du pro�l de vitesse (�equation 2.26). On peut ainsi comparer la viscosit�e
�a l'entr�ee et �a la sortie du circuit.

� =
� P

2:L:A
(2.26)

L'utilisation d'une courbe d'ajustement permet aussi de comparer le pro�l
de vitesse �a celui que l'on attendrait pour un uide Newtonien.

R�esultats

La premi�ere chose que l'on constate sur ces courbes est que l'ADN se d�eplace
plus rapidement en �n de canal (courbes rouges) qu'�a l'entr�ee (courbes bleues).
On observe cette acc�el�eration de l'ADN pour toutes les exp�eriences �a l'exception
de celles impliquant de l'ADN �a 0,3 kpb.

On observe aussi que le canal n'a pas la même �epaisseur en d�ebut et en �n
de circuit. On le v�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 d'�epaisseur �a l'entr�ee et 25 � m d'�epaisseur en sortie. Cette d�eformation est
due �a une d�eformation di��erente du PDMS composant le circuit ; probablement
due �a la di��erence de pression entre l'entr�ee (pression proche de la pression ap-
pliqu�ee, donc une d�eformation importante du canal) et la sortie (pression proche
de la pression atmosph�erique, donc d�eformation nulle ou tr�es faible).
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Fig. 2.9 { Pro�ls de vitesse en entr�ee et en �n de canal pour une solution d'ADN
de 2 kbp, �a une concentration de 1 mg.ml� 1 et une pression appliqu�ee de 20
kPa

Discussion

La viscosit�e d'un uide est un param�etre qui d�epend fortement de la temp�e-
rature. Or, les mesures sont longues, et la temp�erature ambiante de la salle o�u
se d�eroule l'exp�erience n'est pas constante. Il semblerait aussi que, plus que
l'�evolution de la temp�erature ambiante, l'�eclairage pour la uorescence entr â�ne
un �echau�ement l�eger du circuit. Ces facteurs pourraient être �a l'origine de la
d�erive de viscosit�e entre deux s�eries de mesure portant sur la même exp�erience.
Naturellement, le n�ecessaire a �et�e fait pour limiter au maximum l'�echa u�ement
du circuit, une l�eg�ere d�erive demeurant toutefois in�evitable du fait de la n�eces sit�e
de l'�eclairage.

L'approximation de l'�ecoulement �a un uide Newtonien est naturellement
discutable lorsque l'on fait le calcul de la viscosit�e localement. En e�et, on
v�eri�e bien en faisant ces mesures que la suspension d'ADN n'a pas un compor-
tement Newtonien. En particulier, sur les pro�ls de vitesse, on observe un �ecart
pour les grandes vitesses entre les points de mesure et la courbe d'ajustement
qui repr�esente un pro�l parabolique caract�eristique d'un �ecoulement de uide
Newtonien.

L'interpr�etation de ces r�esultats ne permet pas de conclure quant �a une
�eventuelle d�egradation des mol�ecules d'ADN soumises �a un cisaillement. En ef-
fet, la di��erence de pro�l de vitesse entre l'entr�ee et la sortie du microcanal
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Fig. 2.10 { Pro�ls de vitesse en entr�ee et en �n de canal pour une solution
d'ADN de 2 kbp, �a une concentration de 1 mg.ml� 1 et une pression appliqu�ee
de 13 kPa

ne r�esulte probablement que de la thixotropie de la solution d'ADN. Les brins
d'ADN s'alignent le long des lignes de courant sans n�ecessairement subir de
d�egradation de leur structure. Il est même vraisemblable que cet alignement
soit progressif et d�ebute dans le tuyau pr�ec�edent l'entr�ee du canal ce qui pour-
rait expliquer la di��erence de viscosit�e observ�ee d�es l'entr�ee pour les di��er entes
pressions �etudi�ees.

Cette absence de conclusion nous a donc men�e �a employer une autre m�ethode
de caract�erisation pour nous assurer de l'int�egrit�e des mol�ecules d'ADN apr�es
passage dans un microcanal.

2.3.3 Test de solidit�e de l'ADN

Le passage dans un microcanal engendre de fortes contraintes sur les grandes
mol�ecules. En e�et, les forts taux de cisaillement, mais aussi les forces d'�elongation
�a l'entr�ee du canal tendent �a �etirer les mol�ecules au point de risquer de les briser
(�gure 2.6). L'�electrophor�ese sur gel d'agarose est une m�ethode permettant de
distinguer des s�equences d'ADN en fonction de leur taille. L'objectif est ici de
voir si l'ADN peut se briser �a 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 l'�electrophor�ese.
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Fig. 2.11 { Pro�ls de vitesse en entr�ee et en �n de canal pour une solution
d'ADN de 2 kbp, �a une concentration de 0,5 mg.ml� 1 et une pression appliqu�ee
de 10 kPa

Principe

Pour d�eterminer si les brins d'ADN se brisent lors d'un passage dans un
micro canal, on en fait l'essai. On fait donc passer notre ADN dans un canal de
section 60x60 microm�etres carr�es puis on r�ealise l'�electrophor�ese de l'�echantillon.

L'�electrophor�ese sur gel d'agarose consiste �a placer des �echantillons d'ADN
dans un gel et �a les faire migrer par �electrophor�ese. L'ADN est charg�e n�egati ve-
ment ; en pr�esence d'un champ �electrique, il se d�eplace donc vers l'�electrode
positive. La vitesse de migration des s�equences d'ADN dans le gel d�epend de
leur longueur et de leur topologie. En la comparant �a un t�emoin connu, on peut
donc caract�eriser une solution d'ADN.

Dispositif et protocole

Les tests ont �et�es r�ealis�es avec un ADN plasmide long de 7164 paires de
bases, le pCMV beta. La concentration et la topologie �etudi�ees en priorit�e sont
celles envisag�ees dans le projet Angioskin, c'est �a dire 1 mg/ml. Les �echantillons
trait�es pour chaque test ont un volume de 5 � l. Les exp�eriences ont �et�e conduites
dans l'�equipe de L. Mir (IGR, UMR 8121, Villejuif)

Pour r�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 Lin�earis�e
A 1mg/ml 10 mm 1 non
B 1mg/ml 4 mm 1 non
C 0,5mg/ml 10 mm 1 non
D 1mg/ml 10 mm 10 non
E 0,25mg/ml 10 mm 1 non
T T�emoin

Fig. 2.12 { Exp�eriences r�ealis�ees pour le premier gel

tirant le piston, on multiplie par quatre le volume de l'air �a la sorti e du canal et
on divise donc la pression par quatre. Ce proc�ed�e permet d'obtenir de mani�ere
tr�es simple une di��erence de pression de trois quarts d'atmosph�ere entre l'entr�ee
et la sortie du canal.

Deux longueurs de canal ont �et�e utilis�ees (4 et 10 mm) et plusieurs concentra-
tions d'ADN (1mg/ml, 0,5mg/ml et 0,25mg/ml). On a aussi �etudi�e l'im portance
du nombre de passages dans le micro canal (un ou dix passages).

Le dispositif pour l'�electrophor�ese est constitu�e d'un gel �a 0.7% d'agar ose
dans un tampon de TAE (Tris Acetate d'EDTA) plac�e dans un bain de TAE.
Les �echantillons d'ADN sont de concentration variable et on a plac�e 5 � L de
solution pour chaque test dans le gel. En�n, on applique un courant de 100
mA pendant 1h30 pour faire migrer l'ADN. La r�ev�elation se fait avec du B ET
(Bromure d'ethidium) qui est un marqueur uorescent de l'ADN.

Pour une partie des �echantillons, l'ADN a �et�e "lin�earis�e". Une enzyme (Eco R1)
a �et�e utilis�ee pour couper la boucle d'ADN en un point et donc rendre la mol�ecule
lin�eaire. La digestion par cette enzyme (1h �a 37° C) coupe le brin d'ADN en tout
point o�u se trouve une certaine s�equence de bases (appel�es sites de coupures).
EcoR1 n'a qu'un site de coupure sur l'ADN �etudi�e ; si elle en avait plusieurs,
l'ADN serait d�ecoup�e en plusieurs morceaux.

Les exp�eriences men�ees sont pr�esent�ees dans les tableaux 2.12 et 2.13. Chaque
exp�erience a �et�e r�ealis�e deux ou trois fois et est r�ef�erenc�ee par une lettre.

R�esultats

La �gure 2.14 pr�esente le r�esultat de la premi�ere �electrophor�ese dont les
exp�eriences sont list�ees dans le tableau 2.12. On constate avant tout que la plu-
part des exp�eriences men�ees sont identiques �a l'exp�erience t�emoin. Donc pour
toutes ces exp�eriences, l'ADN est de la même taille que l'ADN qui n'a pas �et�e
soumis au passage dans le microcanal. Cela signi�e que les brins d'ADN ne sont
pas cass�es, ou seulement en quantit�e trop faible pour être observ�ee.
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Concentration Longueur du canal Nombre de passages Lin�earis�e
A 1mg/ml 10 mm 10 non
B 1mg/ml 10 mm 10 oui
C 1mg/ml 10 mm 1 non
D 1mg/ml 10 mm 1 oui
T T�emoin oui
T T�emoin non

Fig. 2.13 { Exp�eriences r�ealis�ees pour le second gel

On peut observer dans ce test la pr�esence de trois bandes dans chaque
trâ�n�ee. Ces bandes correspondent �a trois conformation de l'ADN plasmide :
lin�eaire, circulaire et super enroul�e (�gure 2.2). Ces trois bandes apparaissent
toujours lorsque l'on proc�ede �a l'�electrophor�ese d'un ADN plasmide. Les for mes
circulaires et lin�eaires sont dues �a des d�egradations �el�ementaires caus�ees par la
manipulation de l'�echantillon. Sur le gel, la forme progressant le plus vite est
la forme super enroul�ee, suivie par l'ADN lin�eaire puis l'ADN circulaire. On
v�eri�e que la marque la plus avanc�ee est bien la plus intense ce qui montre que
l'essentiel de l'ADN n'est pas d�egrad�e.

En�n, pour certains tests, on peut observer une trace au del�a de la bande
de l'ADN super enroul�e. Ces traces sont di�ciles �a distinguer sur les photos, on
devine toutefois sur la �gure 2.14 celle du test "D" �a l'extr�emit�e droite de l a
premi�ere rang�ee. En fait, elles apparaissent avec plus ou moins d'intensit�e pour
les trois tests "D", ainsi que pour l'un des tests "E". Ces traces correspondent �a
de l'ADN qui a migr�e plus vite que le plasmide super enroul�e. Il s'agit donc de
fragments plus petits et donc de brins d'ADN bris�es. Les tests "D" correspondent
�a des exp�eriences o�u la solution d'ADN a e�ectu�e dix passages au travers du
micro canal. Il s'agissait en les r�ealisant d'ampli�er l'�eventuel ph�enom�ene 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 observ�ee sur le test
"E" n'�etant pas r�ep�et�ee sur les deux autres tests de la s�erie, elle n'est pas signi-
�cative. Ce n'est probablement qu'un artefact dû �a une mauvaise manipulation.

Sur le second gel (�gure 2.15), on a diminu�e la quantit�e d'ADN d�epos�ee po ur
tenter de limiter les trâ�n�ees que l'on observait sur le gel pr�ec�edent. On a aussi
voulu v�eri�er qu'il n'y avait pas de fragments d'ADN bris�es dans ces trâ�n�ees .
Pour cela, on a lin�earis�e par digestion enzymatique une partie de l'ADN a�n
de ne plus observer qu'une seule bande frontale (celle de l'ADN lin�eaire) moins
avanc�ee que la bande de l'ADN super enroul�e. Ces conditions exp�erimentales
sont d�ecrites dans les tableaux 2.13.

On constate sur ce gel que la bande de l'ADN lin�eaire est pratiquement in-
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Fig. 2.14 { R�esultat de la premi�ere �electrophor�ese

existante sur les tests n'ayant pas �et�es dig�er�es par l'enzyme. Cela signi�e que
la forme de l'ADN lin�eaire est plus rare que les deux autres et qu'elle le reste
même apr�es dix passages dans un micro canal. Comme cette forme est due �a une
d�egradation �el�ementaire de l'ADN plasmide, on peut en conclure que l'ADN est
tr�es peu d�egrad�e.

On observe pour trois des six tests de la s�erie o�u l'ADN a �et�e lin�earis �e que
la digestion est incompl�ete. On peut donc encore voir des bandes correspondant
�a l'ADN circulaire et super enroul�e. En revanche, on n'observe nulle part de
trace de fragment d'ADN plus petits comme c'�etait le cas avec le premier test.
La quantit�e d'ADN utilis�ee est sans doute trop faible pour faire apparâ �tre ces
e�ets d�ej�a faibles lors du test pr�ec�edent.
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Fig. 2.15 { R�esultat de la deuxi�eme �electrophor�ese

Discussion

Ces tests d'�electrophor�ese permettent de conclure de mani�ere �able que les
mol�ecules d'ADN ne sont pas d�egrad�ees de mani�ere signi�cative au cours de
ces exp�eriences. La pression utilis�ee lors de ces tests correspond �a la plus im-
portante pression appliqu�ee pour l'injection au travers des microaiguilles. La
manipulation de l'ADN dans notre syst�eme ne devrait donc pas le d�egrader.
Cette exp�erience permet d'autre part d'�evaluer la viscosit�e de l'ADN plasmide
en solution.

La pression est appliqu�ee au moyen d'une simple seringue. On cr�e�e donc une
di��erence de volume d'air en sortie qui engendre une d�epression. En n�egligeant
les 5� l de liquide qui entrent dans le syst�eme pendant la mise en pression devant
l'impr�ecision de 0,1 ml induite par la manipulation manuelle de la seringue, on a
un syst�eme ferm�e et on peut invoquer la loi des gaz parfaits (2.27) pour calculer
la di��erence de pression.

P1:V1 = n:R:T = P2:V2 (2.27)

Dans cette �equation, P1 est la pression atmosph�erique etV1 le volume initial
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de la seringue ;P2 est la pression apr�es l'actionnement du piston etV2 est le
volume int�erieur maximum de la seringue. En�n, n est la quantit�e d'air dans la
seringue,R est la constante des gaz parfaits etT est la temp�erature. Dans le
cadre de l'exp�erience, P1, V2, n, R et T sont des constantes. On calcule donc
ais�ement P2 en fonction deV1.

Comme il faisait beau �a l'IGR ce jour l�a, la pression atmosph�erique (P1) �etait
relativement �elev�ee (1024 hPa d'apr�es m�et�eofrance). Pour les tests, on a choisit
de multiplier par quatre le volume d'air dans la seringue. La seringue utilis�ee
avait un volume en but�ee de 8,75 ml. L'erreur de 0,1 ml sur la manipulation
de la seringue correspond donc �a une erreur en pression de 1,2 kPa (�equation
2.28). La pression sous la seringue �etait d'un quart d'atmosph�ere soit 25,6 kPa
et donc la di��erence de pression � P entre l'entr�ee et la sortie du canal �etait de
76; 8� 1; 2 kPa.

dP2 =
dV2

V1
:P1 (2.28)

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

On fait l'hypoth�ese que l'�ecoulement est similaire pour un canal de section
carr�ee et un canal circulaire de même surface de section. On peut donc �a partir
de l'�equation 2.17 calculer la viscosit�e en fonction du d�ebit, de la pressionet des
donn�ees g�eom�etriques du syst�eme (�equation 2.29).

� =
�: � P:R4

8:Q:L
(2.29)

On obtient � = 3 ; 2:10� 3 Pl pour l'ADN �a 1 mg/ml et � = 1 ; 9:10� 3 Pl pour
l'ADN �a 0,25 mg/ml. Ces viscosit�es sont inf�erieures �a celles mesur�ees pour un
ADN lin�eaire pourtant plus court (l'�etude par PIV a montr�e que la viscos it�e de
l'ADN �a 2 kpb est de l'ordre de 10 � 2 Pl). Cette di��erence est due �a la topologie
de l'ADN plasmide : �etant super enroul�e, il se pr�esente comme des particules
bien plus petites qu'un ADN lin�eaire d�eroul�e. On observe bien cette di��erence de
viscosit�e lors des tests d'�electrophor�ese : l'ADN superenroul�e, moins visqueux,
migre plus loin que le même ADN lin�earis�e.

Conclusion

Apr�es un passage dans le micro canal, l'ADN ne pr�esente pas de signe de rup-
ture. Si les manipulations sont r�ep�et�ees, dans le cas de dix passages cons�ecutif en
particulier, on peut observer des traces indiquant une rupture de brins d'ADN,
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mais le ph�enom�ene n'est que de tr�es faible amplitude. Le passage dans des mi-
cros canaux et dans les conditions exp�erimentales �etudi�ees ne menace donc pas
de mani�ere signi�cative l'int�egrit�e de l'ADN. On ne devrait donc rencontrer a u-
cun probl�eme de ce type dans le cadre du projet Angioskin. Ceci nous permet
de proc�eder �a la conception du syst�eme d'injection, pr�esent�ee dans le prochain
chapitre.
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Chapitre 3

Conception et
dimensionnement du
syst�eme

Le syst�eme d�evelopp�e pour le projet Angioskin doit permettre de transfecter
les cellules de l'�epiderme. Pour cela, l'ADN inject�e a deux importantes barri�eres
�a franchir : le stratum corneum, car les cellules �a traiter se situent en dessous, et
la membrane cellulaire car les g�enes doivent être ins�er�es �a l'int�erieur des cellules.
L'id�ee du projet pour r�ealiser ces fonctions est d'employer des microaiguilles
pour percer la peau, et l'�electroporation pour ouvrir les membranes cellulaires.
Les aiguilles du syst�eme servent donc d'�electrodes en plus d'amener le produit
sous la peau. La �gure 3.1 pr�esente un sch�ema de principe de cette solution.
Le syst�eme complet du projet comporte donc une partie m�ecanique (aiguilles),
une partie uidique (manipulation des m�edicaments) et une partie �electrique
(�electroporation). On d�ecrit dans ce chapitre la partie uidique du syst�eme.

3.1 D�e�nition du syst�eme

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 perc�ee une quantit�e donn�ee de produit.

Manipulation d'ADN

Le produit en question est une solution d'ADN plasmide d�evelopp�e lui aussi
dans le cadre du projet a�n de permettre le traitement g�enique de maladies
de peau en ins�erant dans les cellules un g�ene codant pour la production d'une
mol�ecule aux propri�et�es antiangiog�eniques. Les mol�ecules d'ADN sont de grande
taille et fragiles. Elles sont donc tr�es sensibles aux forces hydrodynamiques qui
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risquent de les fragmenter. Pour que le traitement soit possible, les mol�ecules
doivent rester fonctionnelles, donc ne doivent pas être d�egrad�ees par leur mani-
pulation dans le syst�eme. Nous avons v�eri��e dans le chapitre pr�ec�edent (part ie
2.3.3) que les mol�ecules d'ADN utilis�ees dans le cadre du projet n'�etaient pas
d�egrad�ees dans notre syst�eme.

Maitrise de la quantit�e inject�ee

La quantit�e de produit inject�ee doit pouvoir être contrôl�ee a�n de mâ�tr iser
le traitement. Comme pour tout traitement m�edical, le dosage du produit est
important. Ici, on souhaite surtout n'utiliser que la quantit�e n�ecessai re au trai-
tement et �eviter ainsi un surdosage qui constituerait un gaspillage de la solution
d'ADN.

Injection homog�ene

On souhaite r�ealiser un traitement de la peau en surface. Par cons�equent,
on veut r�epartir l'injection de la solution d'ADN de la mani�ere la plus uni-
forme possible. Concr�etement, on pr�evoit de r�ealiser un prototype permettant
d'injecter de 10 �a 20 � l de produit au travers d'une matrice de cent aiguilles
�egalement r�eparties sur 1 cm2. On doit donc r�ealiser un syst�eme capable d'�ejecter
de 100 �a 200 nl de produit au travers de chaque aiguille et ce, malgr�e la non
homog�en�eit�e de la peau qui induit une r�esistance �a l'injection di��erente en so rtie
des di��erentes aiguilles.

Minimisation des pertes

Les solutions d'ADN plasmide sont tr�es coûteuses �a produire. On souhaite
donc limiter au maximum les pertes de produit �a l'int�erieur du syst�eme. C'est
d'ailleurs ce qui a motiv�e le choix de microaiguilles pour faire p�en�etrer l'ADN
sous la peau puisque tout ce qui passe au travers des aiguilles est ins�er�e sous la
peau. La manipulation du produit dans un syst�eme uidique implique n�ecessai-
rement des pertes. Toutefois, la minimisation de ces pertes est une contrainte
omnipr�esente dans la conception du syst�eme.

Int�egration du syst�eme

En�n, il reste �a prendre en compte les contraintes li�ees �a l'int�egration du
syst�eme et de ses di��erentes parties. En particulier, la partie uidique n'existe
que pour être adapt�ee aux aiguilles et doit donc être dimensionn�ee en cons�equence
et ne pas nuire au bon fonctionnement des autres parties. D'autre part, il
faut aussi pr�evoir de l'espace pour r�ealiser la connexion �electrique du r�eseau
d'�electrodes qui se fait sur la même face que le circuit microuidique.
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3.1.2 Principe du syst�eme

Dans cette partie nous pr�esentons les caract�eristiques g�en�erales du syst�eme.
Une mod�elisation m�ecanique est propos�ee dans la partie 3.2, et les d�etails des
di��erents �el�ements font l'objet de la partie 3.3.

Le syst�eme complet d'Angioskin

Comme cela l'a �et�e �evoqu�e pr�ec�edemment, il y a dans le projet Angios-
kin deux barri�eres �a franchir. La premi�ere, macroscopique, est l'�epiderme qui
prot�ege l'int�erieur du corps contre toute agression ext�erieure ; et la seconde est
la membrane des cellules que l'on doit transfecter.

Fig. 3.1 { Sch�ema de principe du syst�eme d'Angioskin.

Pour franchir la premi�ere barri�ere, on utilise des microaiguilles. Celles ci
traversent la peau et permettent donc de d�elivrer le produit th�erapeutique �a
proximit�e de cellules �a transfecter. Pour amener ensuite le produit �a l'int�erieur
des cellules, c'est le ph�enom�ene d'�electroporation qui est exploit�e. Les aiguilles
servent �a la fois �a injecter le produit et comme �electrode pour appliquer le champ
�electrique n�ecessaire �a l'�electroporation.

La partie uidique

L'objectif de cette partie est de r�ealiser une injection uniforme d'une quan-
tit�e donn�ee de produit au travers des microaiguilles. Pour cela, il a �et�e d�eci d�e
d'adapter �a chaque aiguille un r�eservoir individuel et de le vider totalement.
Cette m�ethode permet de garantir �a la fois la quantit�e totale de produit inject�e
(il s'agit du volume des r�eservoirs) et l'uniformit�e de l'injection puisque tous les
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r�eservoirs sont de taille identique. Le syst�eme est donc constitu�e d'une matrice
de r�eservoirs, recouverts d'une membrane d�eformable permettant d'expulser leur
contenu. La �gure 3.2 pr�esente une vue d'ensemble du r�eseau de chambres. Le
syst�eme est plac�e �a l'int�erieur d'un bô�tier dont on contrôle la pres sion et est
connect�e �a l'ext�erieur au niveau de l'entr�ee 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 r�eservoirs �a
partir d'une unique entr�ee. Pour cela, on bouche les aiguilles en les plantant dans
un morceau de PDMS, puis on diminue la pression dans le bô�tier. Cela aspire le
liquide �a travers le circuit de remplissage ce qui remplit l'ensemble des chambres.
Ce circuit est termin�e par une diode uidique qui ne permet la circulation du li-
quide que dans ce sens. La partie gauche de la �gure 3.3 pr�esente ce remplissage.

Fig. 3.3 { Sch�ema de principe de la partie uidique

Pour l'injection, on lib�ere les aiguilles et on augmente la pression dans le
bô�tier. Cette pression positive va d'abord fermer la diode uidique qui emp̂eche
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tout retour du liquide au travers du circuit de remplissage (�gure 3.3, droite) ;
puis la pression appliqu�ee cause la d�eexion de la membrane �a l'int�erieur des
r�eservoirs ce qui, dans un premier temps, ferme le circuit de remplissage et,
dans un second temps, vide les r�eservoirs au travers des aiguilles. Le circuit
de remplissage est con�cu pour être bouch�e le mieux possible au moment de
l'injection. C'est ce qui permet de garantir l'individualisation des chambres et
donc l'uniformit�e de l'injection. Les d�etails de ce syst�eme sont pr�esent�es dans la
partie 3.3.

3.1.3 Mat�eriel et technologies

Le syst�eme est r�ealis�e dans un mat�eriau polym�ere, le PDMS, et sa fabri cation
se fait en salle blanche. Les divers proc�ed�es et techniques intervenant dans sa
r�ealisation sont expos�es en d�etail dans l'annexe A.

Le PDMS

L'utilisation du PDMS en microtechnologies a �et�e initi�ee par l'�equipe de G.
M. Whitesides [63] puis, du fait des nombreuses qualit�es de ce polym�ere, elle
s'est g�en�eralis�ee pour les applications microuidique. En particulier, le PDM S
est tr�es simple �a manipuler et permet de r�epliquer parfaitement par moulage
des motifs microm�etriques. Sa manipulation ne n�ecessite que peu de mat�eriel :
une enceinte sous vide pour �eliminer les bulles form�ees lors du m�elange et un
four pour le faire r�eticuler.

En plus de la simplicit�e de manipulation, le PDMS a les propri�et�es suivantes :
{ C'est un polym�ere hyper�elastique. A l'instar du caoutchouc, il peut donc

subir de tr�es grandes d�eformations sans se d�egrader, et constitue donc un
mat�eriau de choix pour la r�ealisation de membranes d�eformables. L'�equip e
de S. Quake [64] a �et�e la premi�ere �a r�ealiser des vannes en exploitant cette
qualit�e.

{ Il est biocompatible [65] ce qui est indispensable pour un �el�ement d'un
syst�eme servant �a manipuler des produits de traitement m�edical.

{ Il est naturellement hydrophobe, mais il existe des traitements permettant
de le rendre hydrophile lorsque c'est n�ecessaire.

{ Il est poreux aux gaz, mais pas aux liquides.
Le PDMS est le principal support pour la fabrication de microsyst�emes ui-

diques au sein de l'�equipe Biomis. Ses propri�et�es de biocompatibilit�e en parti -
culier ont �et�e v�eri��ees et exploit�ees pour la fabrication de syst�emes de cultur e
cellulaire comme celui pr�esent�e dans la partie 4.1.

Salle blanche

La r�ealisation de syst�emes microm�etriques n�ecessite un environnement par-
ticuli�erement propre puisque la dimension d'une poussi�ere n'est plus n�egligeable
devant celle du syst�eme. De ce fait, la microfabrication se fait dans une salle
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propre et maintenue en surpression par rapport �a l'ext�erieur a�n de limiter la
pr�esence de poussi�eres. La salle blanche de BIOMIS est de classe 10000, ce qui
signi�e qu'il y a moins de 10000 particules de poussi�ere par pied cube.

Cette salle blanche est �equip�ee de plusieurs appareils permettant de r�ealiser
les di��erentes �etapes de fabrication des microsyst�emes. Les principaux appareils
sont un bâti d'�evaporation qui permet de d�eposer des couches de m�etal jusqu'�a
plusieurs centaines de nanom�etres d'�epaisseur, un bâtit de RIE pour la gravure
s�eche, une aligneuse pour la photolithographie et un pro�lom�etre permettant de
mesurer les dimensions des objets fabriqu�es.

3.1.4 Choix de conception

Matrice de r�eservoirs

Vider un r�eservoir unique au travers d'une matrice d'aiguille ne peut conduire
�a une injection homog�ene 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 mat�eriau homog�ene et par cons�equent, la r�esistance �a l'injection n'est pas l a
même d'une aiguille �a l'autre.

Disposer d'un r�eservoir par aiguille permet d'�eviter ce probl�eme. En e�et,
si une aiguille pr�esente une trop grande r�esistance hydrodynamique, le contenu
de son r�eservoir ne pourra pas se vider au travers d'une aiguille voisine comme
�ca aurait �et�e le cas pour un syst�eme �a r�eservoir unique. Le r�eservoir de cet te
aiguille mettra simplement plus de temps �a se vider, ou, dans le pire des cas, ne
se videra pas compl�etement.

Pour ces raisons, il a �et�e d�ecid�e d'adapter un r�eservoir individuel �a chaque
aiguille. Cela permet de garantir une injection homog�ene d'une quantit�e de
produit �x�ee, chaque r�eservoir �etant enti�erement vid�e lors de l'injection. D e
plus, le volume inject�e au travers de chaque aiguille est directement li�e au volume
du r�eservoir qui l'alimente. On contrôle donc la quantit�e de produit inject�e au
travers de chaque aiguille par le biais de la g�eom�etrie de la matrice de r�eservoirs.

S�eparation des circuits de remplissage et d'injection

Lorsque l'on utilise une seringue traditionnelle, le remplissage de la seringue
se fait par l'aiguille, tout comme l'injection. Dans le cas d'une matrice d'aiguilles
un tel proc�ed�e de remplissage reste possible : il su�t de tremper toutes les ai-
guilles dans la solution dont on souhaite remplir le syst�eme. Proc�eder ainsia
deux principaux avantages : cela permet de remplir la totalit�e des r�eservoirs en
limitant les risques de mauvais remplissage, et c'est la forme la plus simplepos-
sible pour la r�ealisation du syst�eme, donc la plus facile �a fabriquer et pr�esentant
le moins de risques de d�efaillance.
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Toutefois, si on prend en compte le fait que l'on souhaite limiter au minimum
le gaspillage du produit utilis�e, cette mani�ere de proc�eder devient beaucoup plus
probl�ematique. En e�et, il faut alors placer devant chaque aiguille la quantit �e
de produit que peut contenir chacun des r�eservoirs. En d'autres termes, il faut
placer cent gouttes de produit de 100 �a 200 nl sur une surface plane, puis les
mettre en contact avec les aiguilles avant d'aspirer. Il faut aussi faire en sorte
que chaque gouttelette soit enti�erement aspir�ee au travers de l'aiguille lors de
cette manipulation.

Chaque manipulation de produit engendre des pertes non n�egligeables �a cette
�echelle. Une partie du produit manipul�e reste toujours dans l'outil de manuten-
tion. On notera aussi que l'�evaporation devient elle aussi un probl�eme critique :
�a l'air libre et �a temp�erature ambiante, une goutte de 100 nl d'eau s'�evapo re
totalement en quelques minutes.

A�n de simpli�er la manipulation du produit th�erapeutique, il a donc �et�e
d�ecid�e de s�eparer le remplissage du syst�eme de l'injection. On a donc con�cu
un r�eseau de canaux permettant de remplir la totalit�e des r�eservoirs �a par-
tir d'une seule entr�ee. De ce fait, les pertes de produit dans le syst�eme sont
l�eg�erement augment�ees puisque tout le produit restant dans le syst�eme de rem-
plissage n'est pas inject�e au travers des aiguilles, mais les pertes li�ees �a la ma-
nipulation pr�ealable du produit sont consid�erablement r�eduites.

Individualisation des chambres

Le fait d'avoir con�cu un circuit de remplissage implique que les chambres
ne sont pas r�eellement ind�ependantes les unes des autres. Elles sont reli�ees par
un r�eseau de canaux, ce qui met �a mal le principe de la pluralit�e de r�eservoirs.
Pour le remplissage, on a besoin d'un circuit unique, mais lors de l'injection,
il nous faut �a nouveau une matrice de chambres ind�ependantes pour garantir
l'uniformit�e de l'injection. Pour permettre cela, le circuit de remplissage doi t
être ferm�e lors de la phase d'injection.

A�n de r�ealiser cette individualisation des chambres, le circuit de remplis-
sage est positionn�e juste sous la membrane. Ainsi, sa section est li�ee �a la pression
appliqu�ee : lors du remplissage, la d�epression dans le r�eservoir de pressiontire
la membrane vers le haut, ce qui augmente la section du circuit de remplissage
et diminue donc sa r�esistance hydrodynamique (�gure 3.4, (1)) ; �a l'inverse,
lors de l'injection, la membrane s'enfonce dans les canaux, ce qui augmente
consid�erablement leur r�esistance hydrodynamique �gure 3.4, (2)). A�n d'accen-
tuer les �ecarts de section, le circuit de remplissage est r�ealis�e en deux fois ce qui
permet de lui donner une forme en escalier. Typiquement, le circuit de remplis-
sage a une section rectangulaire de 300x100� m, avec une marche �a 50� m.

Cette m�ethode d'individualisation ne garantit pas une fermeture �a 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 r�esistance hydrodynamique de ces passages est telle
que le liquide n'y passe pas �a moins qu'une aiguille ne soit totalement bouch�ee.

Propri�et�es de surface du PDMS

Les propri�et�es de surface du PDMS ont de l'importance lors du remplissage
d'un syst�eme. La nature hydrophobe du mat�eriau peut empêcher une solution
aqueuse d'envahir tous les recoins du syst�eme menant ainsi �a la formation de
bulles. Il est possible de traiter le PDMS pour le rendre hydrophile ; on a donc
pu tester le remplissage du syst�eme pour un PDMS hydrophile et un PDMS
hydrophobe ; la �gure 3.5 donne un bon aper�cu du r�esultat de ces tests.

Lorsque les parois en PDMS sont hydrophiles, les solutions aqueuses tendent
�a remplir les canaux tr�es rapidement par capillarit�e. 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 syst�eme, 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 imm�ediatement
absorb�ees dans le PDMS du fait de leur pression interne �elev�ee. Le remplissage
du syst�eme s'op�ere donc mieux avec un PDMS hydrophobe. Le remplissage du
syst�eme est pr�esent�e plus en d�etail dans la partie 3.4.2.

3.2 Mod�elisation

L'objectif de cette �etude est de r�ealiser un mod�ele m�ecanique du syst�eme
d'injection et d'en d�eduire un dimensionnement optimal. La mod�elisation per-
met de se faire une id�ee du comportement th�eorique du syst�eme. Elle a �et�e faite
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Fig. 3.5 { Remplissage d'un r�eseau de chambres dont une moiti�e est hydrophile
et l'autre hydrophobe. La photo de gauche montre le remplissage instantan�edu
syst�eme par capillarit�e, la photo de droite montre le r�esultat apr�es as piration
de l'encre au travers du syst�eme.

au moyen du logiciel Femlab, version 3.1.

Le syst�eme est un r�eseau de chambres en PDMS couvertes d'une membrane.
L'�ejection du liquide se fait par l'application d'une pression sur la membrane
entrâ�nant ainsi sa d�eformation �a l'int�erieur des chambres. La mod�el isation per-
met d'�etablir des relations entre d'une part les caract�eristiques g�eom�etriques du
syst�eme (�epaisseur de la membrane, forme et taille de la chambre) et la pression
appliqu�ee, et d'autre part le comportement de l'ensemble (d�eformation de la
membrane, risques de rupture, volume mort et volume chass�e).

3.2.1 Le mod�ele

Le PDMS est un mat�eriau hyper�elastique, incompressible et le probl�eme
pr�esente de tr�es grandes d�eformations. Ce type de probl�eme n'�etant pas g�er �e par
Femlab 3.1, il faut entrer soi même les �equations de comportement du syst�eme.

On note :
{ F le tenseur des gradients de d�eformation
{ J le d�eterminant de F : J = det(F )
{ C le tenseur de Cauchy-Green :C = F T F
{ E le tenseur de tension de Green :E = 1=2:(C � I )
{ I la matrice identit�e
{ I 1 un invariant de tension : I 1 = trace(C)
Pour un mat�eriau hyper�elastique, les contraintes S sont calcul�ees par le biais

d'une fonction d'�energie W .
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S = @W=@E (3.1)

Le mod�ele Neo-Hookean a �et�e utilis�e pour ces calculs. Pour ce mod�ele, la
fonction d'�energie de tension s'exprime :

W = 1=2:G:(I 1 � 3) + 1=2:�: (J � 1)2 (3.2)

O�u G est le module de cisaillement (G = 250 kPa pour le PDMS) et �
est le module d'�elasticit�e pris tr�es grand ( � = 104 MPa) car le PDMS est
pratiquement incompressible.

En�n, le contact au fond de la chambre est simul�e par une force appliqu�ee �a
la membrane du type : F = A:e� B:d o�u A et B sont des constantes et d est la
distance entre la membrane et le fond de la chambre. Pour B tr�es grand, cette
force est n�egligeable tant que la membrane ne touche pas le fond de la chambre.
Les valeurs prises pour ces mod�eles sont la pression appliqu�ee au syst�eme pour
A et 1� m� 1 pour B (soit 106m� 1).

Les �gures 3.6 et 3.7 pr�esentent le maillage du mod�ele et la d�eformation
tridimensionnelle de la membrane �a l'int�erieur de la chambre. Le maillage est
compos�e de 3000 �a 5000 �el�ements t�etra�edriques.

Fig. 3.6 { Maillage du mod�ele m�ecanique de la chambre d'injection

3.2.2 Propri�et�es m�ecanique du PDMS

Le param�etre utilis�e pour caract�eriser le PDMS dans les calculs est son mo-
dule de cisaillement. Or ce dernier d�epend d'un grand nombre de facteurs dont
les proportions de durcisseur dans le m�elange, ou la marque de PDMS utilis�ee.
D'apr�es la litt�erature [66], ce param�etre peut varier entre 100 kPa et 3 MPa.
Pour avoir une id�ee plus pr�ecise de l'ordre de grandeur de ce param�etre pour
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Fig. 3.7 { D�eformation de la membrane �a l'int�erieur de la chambre sous une
pression de 45kPa

le PDMS utilis�e ici, des essais de traction ont �et�es men�es sur les machines de
l'IUT de Rennes. Des �echantillons se pr�esentant comme des pav�es carr�es de
PDMS d'un centim�etre de cot�e et de quatre millim�etres d'�epaisseur ont �et�es
coll�es �a des plaques de verre par traitement plasma. A�n de ne pas briser le
verre dans les mords de la machine de traction, des plaques d'aluminium y ont
�et�e coll�ees avec une colle cyanolite. Les �echantillons ainsi pr�epar�es ont permis
de tester le PDMS en cisaillement.

Fig. 3.8 { Acquisition du module de cisaillement du PDMS

76



La �gure 3.8 pr�esente le r�esultat de ces tests pour trois �echantillons. Deux
types de PDMS ont �et�e test�es (le RTV de General Electronics et le 184 de
Sylgard) ainsi que deux proportions de l'agent r�eticulant (1/10 et 1/15). On
notera que la rupture du PDMS n'a pas �et�e clairement observ�ee : il se d�ecolle
du verre avant de rompre. D'une mani�ere g�en�erale, le PDMS ne rompt que sous
des conditions irr�ealisables dans nos microsyst�emes et peut donc ne pas être
prise en compte pour la mod�elisation. Le module de cisaillement est donn�e par
l'�equation 3.3. F repr�esente la force appliqu�ee �a l'�echantillon et � la d�eformation
engendr�ee ;h et S sont la hauteur et la surface de l'�echantillon de PDMS.

G =
F:h
S:�

(3.3)

Ces courbes ont �et�es ensuite compar�e au calcul de Femlab pour ce même
essai de traction et le module de cisaillement a �et�e ajust�e a�n que le calcul
num�erique corresponde aux essais. Cela donne un module de cisaillement de 250
kPa pour le PDMS RTV m�elang�e �a 1/15, 380kPa pour le RTV �a 1/10 et 5 80
kPa pour le 184 �a 1/10. Toutes ces valeurs sont soumises �a des uctuations dues
�a l'impr�ecision du m�elange polym�ere/ agent r�eticulant ainsi qu'aux condit ions
variables de r�eticulation.

3.2.3 Apport du mod�ele

D'un point de vue qualitatif, les calculs par �el�ements �nis ont permis de cer-
ner la g�eom�etrie optimale des microchambres permettant de minimiser le volume
mort lors de la d�eexion de la membrane. On constate avant tout que, tant que
l'on reste dans des dimensions permettant d'injecter un minimum de 10� l au
travers du syst�eme, plus les dimensions horizontales des chambres sont grandes
et plus le volume inject�e �a pression �egale est important. De même, augmenter
la hauteur des chambres permet d'am�eliorer la quantit�e de volume inject�e, mais
augmente aussi consid�erablement le volume perdu �a l'int�erieur du syst�eme, ce
qui n'est pas le cas pour une augmentation horizontale du volume. Pour un
meilleur rapport entre le volume inject�e et le volume perdu, il convient donc
d'exploiter au maximum la surface sur laquelle se r�epartissent les chambres tout
en optimisant le rapport d'aspect hauteur/largeur.

La �gure 3.9 pr�esente l'�evolution du rapport entre les volumes de liquide
inject�es et perdus dans le syst�eme en fonction de la pression appliqu�ee. Chaque
courbe repr�esente une g�eom�etrie di��erente pour la chambre : dans la l�egende
400x700x700 signi�e que la chambre est un volume parall�el�epip�edique de 400
� m de hauteur et 700� m de cot�e ; 300xD800 correspond �a une chambre cylin-
drique de 800� m de diam�etre et 300 � m de hauteur.

Ces courbes montrent que la forme des chambres n'a que peu d'inuence sur
la qualit�e du syst�eme, comme le montre la superposition des courbes relatives �a
la chambre cylindrique et celle d'un chambre carr�ee dans la �gure 3.9. De ce fait,
la pr�ef�erence sera donn�ee �a des chambres de forme carr�ee, parce qu'elles sont
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Fig. 3.9 { Rapport entre les volumes inject�es et volumes perdus dans le syst�eme
en fonction de la pression appliqu�ee

plus faciles �a r�epartir dans l'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-
pliqu�ee pour r�eduire le volume mort est toutefois une solution �a envisager avec
pr�ecautions ; en e�et une pression trop importante pourrait endommager le mi-
crosyst�eme.

La �gure 3.10 montre la d�eformation de la membrane pour une pression de
50kPa. On visualise bien l'espace qui constitue l'essentiel du volume mort. Ilest
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 syst�eme.

3.2.4 Validation

A�n de valider le mod�ele de simulation, la d�eexion calcul�ee de la membrane
a �et�e compar�ee �a des mesures faites sur un syst�eme test. On applique au moyen
d'une seringue une pression dans une chambre recouverte d'une membrane, et la
membrane se d�eforme sous l'e�et de la pression. On mesure alors la d�eformation
de la membrane au moyen d'un pro�lom�etre. La �gure 3.11 pr�esente un sch�ema
de ce montage.

Les r�esultats de ce test sont pr�esent�es dans la �gure 3.12. Il y apparâ�t
clairement que les courbes ne se superposent pas, et particuli�erement pour les
faibles pressions. Le test a �et�e e�ectu�e trois fois et les r�esultats �etai ent �a chaque
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Fig. 3.10 { Chambre en coupe, d�eformation de la membrane �a 50kPa

Fig. 3.11 { Sch�ema du syst�eme de mesure de d�eexion de la membrane
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Fig. 3.12 { Comparaison entre d�eexion calcul�ee et mesur�ee

fois comparables. Il constitue toutefois une validation su�sante du mod�ele pour
l'exploitation qualitative qui en est faite. En e�et, l'�ecart entre les cour bes cal-
cul�ees et mesur�ees 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 del�a de 30 kPa, la pointe du pro�lom�etre d�echire l a
membrane pendant la mesure.

Il y a plusieurs causes aux �ecarts entre les calculs et les observations. Tout
d'abord, la pression est appliqu�ee au moyen d'une simple seringue de 20ml.
Comme le d�eplacement de la membrane constitue un changement de volume
n�egligeable devant celui de la course du piston, la loi des gaz parfait permet de
connâ�tre la pression induite par le d�eplacement du piston 3.4.

Pi :Vi = Pf :Vf (3.4)

Ici, Pi est la pression atmosph�erique,Vi le volume initial de la seringue
(20ml), Pf est la pression appliqu�ee �a la membrane etVf le volume interne de
la seringue apr�es d�eplacement du piston. Pour appliquer une pression de 11kPa
sur la membrane avec ce syst�eme, on doit r�eduire le volume de la seringue
de 10%, et donc d�eplacer le piston de la graduation 20 �a la graduation 18.
En supposant que la pr�ecision de positionnement du piston soit d'un quart de
graduation, on a alors une erreur sur l'�etablissement de la pression de 1,5kPa
soit environ 14%. Pour des pressions appliqu�ees plus importantes, cette erreur
est plus faible. L'erreur est estim�ee par la di��erenciation de l'�equation 3.4. E n
consid�erant que la pression atmosph�erique et le volume initial de la seringue
sont des constantes, on obtient l'�equation 3.5.
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� Pf =
Pi :Vi :� Vf

V 2
f

(3.5)

Une autre source d'erreur dans la prise de mesure est dûe �a l'utilisation
d'un pro�lom�etre. En e�et, la pointe du pro�lom�etre appuie sur le relief mesur�e
avec une force non nulle. Bien que faible (un poids de quelques milligrammes)
cette force est tr�es ponctuelle et su�t �a d�eformer localement la membrane. La
cam�era du pro�lom�etre permet d'avoir une appr�eciation visuelle de l'erreur in-
duite. Celle ci est de l'ordre de quelques microm�etres au plus.

En�n, la valeur du module de cisaillement du PDMS utilis�ee dans les calculs
est elle même soumise �a de l�eg�eres uctuations dûes �a sa pr�eparation manuelle.
De plus, la pr�eparation toujours manuelle des �echantillons pour l'�evaluati on du
module de cisaillement a elle aussi introduit une incertitude. En n�egligeant l'in-
certitude de la machine de traction devant celle de la pr�eparation des �echantillons,
on obtient �a partir de l'�equation 3.3 l'erreur th�eorique sur le module de cis aille-
ment 3.6. En estimant �a 0,2 mm l'erreur de dimensionnement de l'�echantillon
sur chaque longueur, on obtient une erreur de 5%.

� G =
F:� h
S:�

+
F:h:� S

S2:�
(3.6)

Les causes �enonc�ees ici ne su�sent pas �a expliquer compl�etement l'�ecart
observ�e entre les mesures et le calcul. La simplicit�e du mod�ele choisi est proba-
blement responsable de l'�ecart r�esiduel. Malgr�e tout, le mod�ele a fait ses preuves,
au moins pour les informations qualitatives, et les ordres de grandeurs que l'on
peut en tirer.

3.2.5 Conclusion

La validation avait deux objectif : le premier �etait de v�eri�er que les pa-
ram�etres utilis�es dans les calculs sont ceux que l'on a avec le PDMS utilis�e ici.
Les calculs ont �et�e r�ealis�es pour un PDMS dont le module de cisaillement est 250
kPa ce que l'on obtient avec le PDMS RTV m�elang�e �a 1/15. On notera toutefo is
qu'il s'agit d'une limite basse et il pourrait être envisag�e d'utiliser un module
de cisaillement plus important si le besoin se pr�esentait. L'autre objectif �etait
de v�eri�er la coh�erence des r�esultats num�eriques, ce que le faible �ecart entre
mesure et calcul con�rme.

Pour la d�e�nition d'une g�eom�etrie optimale, on retiendra que plus la sur-
face de la membrane est importante, plus le volume chass�e est important,
ind�ependamment de sa forme. Le rapport volume perdu sur volume inject�e �etant
d'autre part peu d�ependant de la forme de la chambre, il est pr�ef�erable de choi-
sir la g�eom�etrie engendrant le plus grand volume, donc carr�ee, 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�e. D'autres tests ayant montr�e que l'on peut raisonnable-
ment compter sur une pression d'un bar sans avoir de contraintes de r�ealisations
trop strictes pour l'ensemble du syst�eme, la pression pour l'actionnement du
syst�eme pourra être comprise entre 0,5 et un bar. On obtient ais�ement des vo-
lumes inject�es de l'ordre de dix microlitres pour cent aiguilles avec ces pressions.

3.3 Conception et fabrication des di��erents �el�ements

Le syst�eme est constitu�e de plusieurs parties ayant chacune un rôle sp�eci�que.
Le coeur du syst�eme est la matrice de r�eservoirs dans laquelle est r�eparti le pro-
duit �a injecter ; mais d'autres �el�ements sont indispensables au bon fonctionne-
ment du syst�eme. Le remplissage des chambres a en particulier n�ecessit�e l'ajout
d'un circuit sp�eci�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 r�eservoirs

Description

La matrice de r�eservoirs est l'�el�ement principal du syst�eme. Chaque chambre
est une micro-seringue s'ajustant �a l'une des aiguilles du syst�eme. 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 contenaient.
La dimension des chambres est adapt�ee �a la quantit�e de produit que l'on sou-
haite injecter.

Concr�etement, comme les aiguilles sont espac�ees les unes des autres de 1 mm,
les chambres ne peuvent d�epasser cette dimension. La dimension maximale qu'il
est possible de r�ealiser pour chaque chambre est un pav�e de 800� m de cot�e et
400 � m de hauteur. Au del�a, les parois s�eparant les chambres sont trop �nes et
la fabrication devient d�elicate. Ces dimensions correspondent �a un volume de
0,25� l pour une chambre et compte tenu des pertes de produit dans le syst�eme,
on ne peut esp�erer injecter plus de 20� l au travers de l'ensemble des aiguilles.

Fabrication

La matrice de r�eservoirs est r�ealis�ee par moulage. Le moule est fait en r�esine
�epaisse (SU8) d�epos�ee sur un wafer de silicium. A�n d'obtenir une structure
plusieurs niveaux, on proc�ede �a une succession d'enduction de r�esine et d'in-
solation (voir annexe A). On d�epose d'abords une couche de 50� m de r�esine
que l'on insole pour faire le premier niveau du circuit de remplissage, puis une
seconde couche de 50� m pour le second niveau. Cela permet d'obtenir la forme
d'escalier de la �gure 3.4. On d�epose ensuite par dessus une nouvelle couche
de r�esine de 100� m cette fois pour r�ealiser les chambres. L�a encore, on peut
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proc�eder �a plusieurs �etapes d'enduction-insolation a�n de donner aux chambres
une forme pyramidale (qui limite le volume mort). Pour la plupart des syst�emes,
le circuit de remplissage est fait en deux �etapes et les chambres en trois ; cela
permet d'obtenir des chambres de 400� m d'�epaisseur.

Apr�es les �etapes d'enduction et d'insolation, le moule est d�evelopp�e et trait�e
a�n que le PDMS n'y adh�ere pas. Le PDMS est pr�epar�e puis mis sur le moule
et l'ensemble est plac�e sous vide pour �eliminer les bulles d'air form�ees lors de
la pr�eparation du PDMS et de sa d�eposition sur le moule. Une fois le PDMS
d�egaz�e, on serre le moule entre deux plaques pour que les chambres traversent
le PDMS de part en part. En�n, le tout est mis �a l'�etuve pour deux heures �a
70°C pour le faire r�eticuler, puis on le d�emoule.

La membrane

L'�epaisseur de la membrane est �x�ee empiriquement par les conditions de
fabrication et de manipulation. Une membrane de 30� m d'�epaisseur est facile �a
manipuler et se d�eforme tr�es bien aux pressions appliqu�ees. L'exp�erience montre
que, jusqu'�a une �epaisseur de 10� m, le risque de rupture de la membrane pour
une utilisation normale du syst�eme, est inexistant. Comme une membrane plus
�ne se d�eforme mieux, minimiser l'�epaisseur de la membrane permet de r�eduire
les pertes de produit dans le syst�eme. Toutefois des membranes trop �nes se
d�echirent lors de l'assemblage et pour l'�etude du syst�eme, on s'est content�e de
manipuler des membranes de 30� m d'�epaisseur.

La membrane est r�ealis�ee en PDMS par enduction centrifuge. Elle est �etal�ee
sur un wafer en silicium exactement de la même mani�ere qu'une r�esine photo-
sensible. Cela permet de r�ealiser avec une tr�es bonne r�ep�etabilit�e des membranes
�nes et faciles �a manipuler puisque apr�es leur r�eticulation, elles sont �etal�ees sur
un wafer auquel elles n'adh�erent pas. On peut mâ�triser l'�epaisseur de la mem-
brane r�ealis�ee en jouant sur la vitesse de rotation de la tournette (Suss microtech
CT62). Toutefois, il ne faut pas perdre de vue que l'�epaisseur ne d�epend pas
que de cette vitesse de rotation, mais aussi de la viscosit�e du PDMS. Or, apr�es
avoir �et�e pr�epar�e, cette viscosit�e augmente jusqu'�a ce qu'il soit r�et icul�e. On doit
donc prendre en compte le temps �ecoul�e entre le m�elange et l'�etalement, c'est
�a dire le temps de d�egazage du PDMS. Cette m�ethode permet de r�ealiser de
membranes �epaisses de 20� m �a 100� m environ.

Une fois la membrane r�ealis�ee, elle doit être coll�ee au corps du syst�eme.
On utilise pour cela le collage plasma. Le r�eseau de chambres d'une part et
la membrane d�epos�ee sur son wafer d'autre part sont expos�es �a un plasma
d'oxyg�ene pendant 30s. Le r�eseau de chambres est ensuite plac�e sur la membrane
et le tout est mis quelques minutes au four pour stabiliser le collage. En�n, on
d�ecolle l'ensemble du wafer. Comme la membrane est �ne, elle se d�echire et seule
la partie coll�ee part avec le syst�eme ; l'autre partie reste sur le wafer.
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3.3.2 Le circuit de remplissage

Description

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

Le circuit de remplissage est constitu�e de canaux reliant les chambres entre
elles (�gure 3.2). Il s'ouvre sur l'ext�erieur du bô�tier, qui est �a pression at-
mosph�erique, et d�ebouche �a l'int�erieur dont la pression est �x�ee au dessus ou
en dessous en fonction de la phase d'actionnement. La �gure 3.13 montre son
fonctionnement.

Comme pr�ecis�e au paragraphe 3.1.4, le circuit de remplissage doit être ouvert
pendant la phase de remplissage du syst�eme et ferm�e lors de l'injection. A�n
de limiter les ouvertures entres les di��erentes chambres, ce circuit est r�eduit en
terme de dimensions et de nombre de canaux. Sa section doit tout de même
permettre de laisser passer les mol�ecules d'ADN sans qu'il y ait de risque d'ag-
glom�eration. Les canaux ont donc une section de taille sup�erieure �a un carr�e de
100 � m de cot�e.

Le circuit de remplissage alimente les chambres par rang�ees. Cela pose un
probl�eme pour le bon remplissage de l'ensemble du syst�eme car cela implique le
risque qu'une rang�ee de chambre ne se remplisse pas ou pas bien (ce probl�eme
est trait�e par l'ajout de r�esistances hydrodynamiques). Si cette g�eom�etrie a
malgr�e cela �et�e choisie, c'est parce qu'alimenter toutes les chambres par un
seul chemin (un circuit en serpentin) implique une r�esistance hydrodynamique
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trop importante sur l'ensemble du circuit qui rend le remplissage extrêmement
di�cile et lent.

R�esistance hydrodynamique

Les r�esistances hydrodynamiques (voir �gure 3.2) ont �et�e ajout�ees pour ga-
rantir le bon remplissage de toutes les rang�ees de chambres par le circuit de
remplissage. En e�et les di��erentes rang�ees du circuit ne se remplissent pas
n�ecessairement �a la même vitesse. De l�eg�eres disparit�es dans les propri�et�es du
mat�eriau, mais aussi dans la g�eom�etrie des canaux su�sent �a privil�egier cer-
taines rang�ees par rapport �a d'autre lors du remplissage.

Sur la �gure 3.13 c'est essentiellement la di��erence de longueur des parcours
pour l'encre qui induit le d�ecalage du remplissage des di��erentes rang�ees. Il
est en e�et plus coûteux en terme d'espace occup�e (et de volume mort dans
le syst�eme) de cr�eer une arborescence de canaux garantissant une r�epartition
�egale de la longueur des trajets que d'augmenter l'e�et des r�esistances hydro-
dynamiques (c'est �a dire augmenter leur longueur et r�eduire leur section).

Lorsqu'une rang�ee est pleine, tout le liquide aspir�e par le syst�eme tendra �a
passer par ce chemin sans envahir davantage les rang�ees restantes o�u le caract�ere
hydrophobe du PDMS empêche le liquide de progresser. L'air restant dans le
syst�eme �a ce moment est donc pi�eg�e et ne peux plus en sortir ce qui empêche
donc une partie des r�eservoirs d'être remplis.

Lorsque le liquide atteint la r�esistance hydrodynamique, sa progression est
tr�es fortement ralentie. En e�et, le rapport surface sur volume est plus impor-
tant dans ces canaux �etroits ce qui diminue consid�erablement l'importance de la
force d'aspiration devant la r�esistance des parois hydrophobes. Cela permet de
mettre chaque rang�ee pleine en attente jusqu'�a ce que tout le syst�eme soit rempli.

La taille de ces r�esistances a �et�e �x�ee empiriquement pour ne pas ralentir le
remplissage du syst�eme, tout en assurant la bonne r�epartition du liquide dans
les chambres. Elles consistent en un canal en forme de lacet d'une longueur d'un
millim�etre et de section carr�ee de 100 � m de cot�e.

Fabrication

Le circuit de remplissage et les r�esistances hydrodynamiques sont r�ealis�es
par moulage en même temps que la matrice de r�eservoirs. Ils sont des �el�ements
du même moule.

3.3.3 La diode microuidique

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 di��erence de pression su�sante entre les deux
faces de la membrane. Or pour le remplissage, l'int�erieur du syst�eme doit être
reli�e au r�eservoir de pression a�n 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 r�eservoir de pression.

Cet �el�ement est une diode uidique qui doit donc être passante lors du
remplissage du syst�eme, lorsque la pression dans le bô�tier est faible, et bloquante
lors de l'injection lorsque la pression est �elev�ee. Compte tenu des pressions mises
en jeu (de l'ordre d'un bar), celle ci doit être tr�es robuste et surtout avoir un
r�eel comportement "tout ou rien". En e�et, s'il y a des fuites, une partie du
produit ne pourra pas être inject�e, et sera donc perdue.

Les di��erents concepts de diode

A l'�echelle macroscopique, un �el�ement de type "diode uidique" est g�en�era-
lement constitu�e d'une partie mobile. Par exemple, une bille se d�epla�cant dans
une chambre bouche un canal si une pression n�egative la retient, et laisse pas-
ser le uide lorsqu'une pression positive l'�eloigne du canal (�gure 3.14). Cetype
d'�el�ement est tr�es �able et robuste. Toutefois, il devient probl�ematique �a r�ea liser
dans un microsyst�eme. En e�et, l'assemblage de pi�eces microm�etriques est une
op�eration d�elicate, et les risques de rupture ou de blocage du syst�eme sont im-
portants. Pour ces raisons, les diodes passives sont pr�ef�er�ees aux petites �echelles.

Fig. 3.14 { Schema de principe d'une diode �a partie mobile

Par diode passive, on comprend que la diode ne contient aucun �el�ement
mobile ou d�eformable qui modi�erait sa g�eom�etrie pour r�ealiser la fonct ion de
diode. Ces diodes sont bas�ees sur le comportement d'un uide face �a des obs-
tacles ou un circuit particulier dans un canal. Elles sont tr�es simples �a fabriquer,
le motif permettant leur action est tout simplement moul�e en même temps que

86



le reste du circuit uidique, et sont tr�es �ables. Le seul d�efaut de ces diodes
est leur comportement g�en�eral : elles n'ont pas un comportement tout ou rien.
Pour une di��erence de pression donn�ee, le d�ebit sera plus important dans un
sens que dans l'autre. Dans des conditions optimales, la di��erence de d�ebit entre
les deux sens de circulation du uide est de l'ordre de 30% [67, 68]. Ces diodes
peuvent permettre en particulier de r�ealiser une pompe faisant avancer le uide
en moyenne dans un sens �a partir d'une sollicitation p�eriodique.

Comme les diodes passives ne sont pas parfaitement bloquantes, elles ne
conviennent pas �a l'usage que l'on souhaite en faire ici. A�n d'obtenir cette
fonction, on a choisit d'utiliser la membrane du syst�eme pour r�ealiser une diode
de type "porte". Une diode de ce type a �et�e r�ealis�ee r�ecemment par M. Adams
[69]. Le mod�ele qu'il pr�esente est tr�es fragile, et d'une fabrication complexe ;
mais il est possible de r�ealiser un �el�ement plus simple et plus robuste en le
pla�cant �a la sortie du circuit uidique. L'�el�ement en question est une simple
trappe r�ealis�ee dans la membrane. Lors du remplissage, celle ci se soul�eve et
laisse passer l'air et le liquide qui est aspir�e ; tandis que pendant l'injection, elle
se retrouve plaqu�ee contre la sortie du circuit de remplissage la fermant ainsi
totalement. Ainsi con�cue, la diode est tr�es robuste (elle a �et�e test�ee jusqu'�a deux
bar), et elle est parfaitement bloquante.

Fabrication

La diode telle qu'elle est con�cue a le gros avantage d'exploiter les �el�ements
existant du syst�eme, et plus particuli�erement la membrane en PDMS. La diode
est donc une trappe form�ee dans la membrane au dessus d'un canal termi-
nant le circuit de remplissage. Sa fabrication est assez d�elicate toutefois. A�n
d'empêcher localement la membrane de coller au reste du syst�eme, on inter-
cale un morceau de papier �n (papier �a cigarette) entre celle ci et le corps du
syst�eme lors de l'assemblage de la membrane (�gure 3.15). La trappe est ensuite
d�ecoup�ee au cutter autour du bout de papier et celui ci est retir�e.

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

Comme pr�ecis�e pr�ec�edemment (partie 3.3.1), la membrane se d�echire �a l' en-
droit o�u elle n'est plus coll�ee. Par cons�equent, il est n�ecessaire de faire en sorte
que la membrane soit coll�ee tout autour du morceau de papier d�elimitant la
trappe. Les dimensions de ce morceau de papier sont d�es lors tr�es restreintes
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(quelques centaines de microm�etres pour le cot�e le plus court) ce qui rend sa
manipulation d�elicate. L'op�eration au cutter n�ecessite elle aussi du doigt �e pour
ne pas ab̂�mer le reste du syst�eme.

D'autres proc�ed�es ont �et�e test�es pour simpli�er la r�ealisation de cette diode.
Le plus prometteur consistait �a traiter l'emplacement de la trappe au moyen
d'un plasma de CF4/O 2 plutôt que d'utiliser un morceau de papier. Le plasma
CF4/O 2 peut être utilis�e pour graver le PDMS, et il le d�egrade en le rendant
plus di�cile �a coller. Toutefois, les r�esultats n'ont pas �et�e aussi bons que pour
la m�ethode originale.

Conclusion

Plusieurs diodes ont �et�e test�ees sur le syst�eme pour remplir la fonction
d�esir�ee. En particulier, un type de diode passive et un concept de diode �a partie
mobile. Comme cela a �et�e �evoqu�e, une diode passive n'�etant pas parfaitement
bloquante, elle ne convient pas au syst�eme. Quand �a la microdiode �a partie mo-
bile qui a �et�e test�ee, elle ne fonctionne tout simplement pas. La partie mobile
se coince et la diode reste toujours passante, dans les deux sens. Le principal
probl�eme est que la microfabrication se fait en deux dimensions et qu'il faut
donc g�erer le jeu m�ecanique sur la dimension verticale du canal. Ce jeu conduit
�a un probl�eme d'arqueboutement (blocage de la partie mobile) contre lequel il
est pratiquement impossible de se pr�emunir.

En revanche, la diode uidique �a membrane con�cue pour le syst�eme remplit
toutes les conditions n�ecessaires au fonctionnement de ce dernier. Elle a de plus
l'avantage d'exploiter la même membrane que le reste du syst�eme ; ce qui simpli-
�e sa fabrication. Toutefois, les �etapes de fabrication de cette diode restent trop
manuelles et requi�erent un certain doigt�e. Elle peut donc encore être am�elior�ee
sur ce point.

3.3.4 Le bô�tier et l'assemblage

Le bô�tier du syst�eme sert en même temps de r�eservoir de pression. Il englobe
le syst�eme et permet d'appliquer au choix une pression sup�erieure ou inf�erieure
�a la pression atmosph�erique pour d�eformer la membrane qui recouvre le r�eseau
de chambres (voir �gure 3.3). La pression �a l'int�erieur de ce bô�tier est g�er�ee par
une pompe de type seringue (qui n'apparait pas sur la �gure 3.3). Il est r�ealis�e
par une entreprise sp�ecialis�ee dans l'usinage de pr�ecision.

L'assemblage du syst�eme se fait en plusieurs �etapes. Tout d'abord, on colle
la partie PDMS (c'est �a dire le r�eseau de chambres sur lequel est coll�e la mem-
brane) sur la matrice d'aiguilles. On proc�ede pour cela �a un collage plasma :
les deux partie �a assembler sont expos�ee �a un plasma d'oxyg�ene puis mises en
contact. On pro�te de la transparence du PDMS pour pouvoir r�ealiser l'assem-
blage de ces deux pi�eces, chaque micror�eservoir devant s'ajuster �a une aiguille.
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Le positionnement, r�ealis�e manuellement pour l'instant, pourrait êtr e un jour
automatis�e. C'est en e�et une op�eration d�elicate qu'il faut r�eussir rapidem ent
du fait du faible temps d'action du traitement plasma.

La seconde �etape de l'assemblage consiste �a placer et coller le bô�tier. Ce-
lui ci s'appuie sur la matrice d'aiguilles et englobe tout le syst�eme uidique en
PDMS (�a l'exception de l'entr�ee du circuit de remplissage). A ce jour, ce collage
se fait avec du PDMS. Ce n'est pas tr�es robuste, mais cela garantit une certaine
�etanch�eit�e de l'assemblage car le PDMS bouche tous les trous.

En�n, il ne reste qu'�a connecter le bô�tier �a un actionneur de pression. On
utilise pour cela une simple seringue avec un tuyau �a son extr�emit�e. Le tuyau
s'ajuste �a un trou de même diam�etre perc�e dans le bô�tier.

3.3.5 Conclusion

A l'origine, le syst�eme d�ecrit ici avait �et�e pens�e comme une simple mat rice de
r�eservoirs couverts d'une membrane qui aurait �et�e rempli et vid�e au travers des
aiguilles. L'ajout d'un circuit de remplissage a complexi��e ce concept tant du
point de vue du fonctionnement interne du syst�eme que de celui de sa fabrication.
Toutefois, l'aboutissement est un syst�eme uidique adapt�e �a la probl�emati que
du projet et d'un usage facile.

3.4 D�etails du fonctionnement

Le syst�eme pr�esent�e dans ces pages est destin�e �a être utilis�e en clinique. Cette
partie d�ecrit son fonctionnement en conditions normales, ainsi que les r�esultats
obtenus lors des divers essais.

3.4.1 Utilisation du syst�eme

Utilisation normale

Lorsqu'il sera livr�e pour les essais cliniques, le syst�eme sera directementuti-
lisable. Il aura �et�e st�erilis�e, et les aiguilles seront plant�ees dans une pi�ece de
PDMS. Les aiguilles sont ainsi prot�eg�ees contre les chocs pendant le transport,
et elles sont bouch�ees a�n de permettre le remplissage du syst�eme.

Dans ces conditions, on peut op�erer au remplissage comme d�ecrit dans la par-
tie 3.1.2. Pour cela, on place une gouttelette de produit sur la spatule d'entr�ee
du circuit de remplissage puis on l'aspire dans le syst�eme en utilisant la seringue.
Pour garantir un remplissage complet du syst�eme, il faut placer une goutte de
30 � l et arrêter l'aspiration juste avant qu'elle ne soit compl�etement entr�ee dans
le syst�eme.
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On proc�ede ensuite �a la mise en place du syst�eme 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 proc�ede �a
l'�electroporation. Contrairement �a une injection macroscopique ou le produit
ne retourne jamais dans l'aiguille, il y a un risque pour un syst�eme miniaturis�e
comme celui ci. Il faut donc maintenir la pression d'injection pendant tout le
processus d'�electroporation pour maintenir le produit sous la peau.

R�eutilisation

Le syst�eme de remplissage est initialement pr�evu pour être �a usage unique.
Ce qui rend sa r�eutilisation di�cile, c'est que le remplissage ne se d�eroule bien
que si l'int�erieur du syst�eme uidique est enti�erement propre et hydrophobe.
Hors, apr�es une premi�ere utilisation, il reste du produit �a l'int�erieur du sy st�eme,
ce qui perturbe son bon remplissage. Le syst�eme ne peut donc être r�eutilis�eque
s'il est s�ech�e.

Le protocole de s�echage est simple : le syst�eme doit être mis une heure �a
l'�etuve �a 110 °C. Une temp�erature trop �elev�ee pouvant le d�egrader, il n'est pas
recommand�e de d�epasser cette consigne ; en particulier, le plastique du bô�tier
commence �a fondre �a 120°C.

St�erilisation

La st�erilisation se fait �a l'autoclave. C'est �a dire en chaleur humide : de la
vapeur d'eau �a 110°C. Apr�es un passage �a l'autoclave, de la vapeur d'eau peut
s'être condens�ee �a l'int�erieur du syst�eme le rendant impossible �a utilis er, comme
apr�es une premi�ere utilisation. Pour g�erer ce probl�eme, le rem�ede est le même :
une heure �a l'�etuve �a 110 °C.

3.4.2 Remplissage

Comme cela l'a �et�e �evoqu�e (paragraphe 3.1.4), le r�eseau de chambre ne se
rempli bien que si le PDMS qui le constitue est hydrophobe. C'est un r�esultat
peu commun en microuidique o�u l'on recherche g�en�eralement l'hydrophilicit�e
des mat�eriaux pour �eviter la formation de bulles. Cette particularit�e est l i�ee �a
la g�eom�etrie complexe du syst�eme et plus particuli�erement aux changements de
sections du circuit lorsqu'un canal d�ebouche sur une chambre.

Remplissage hydrophile et capillarit�e

Si l'on se place dans une situation o�u les parois du syst�emes sont hydro-
philes, on pourra observer le remplissages des canaux du circuit de remplissage
par capillarit�e puisqu'ils sont de section constante (voir 2.1.2). En revanche, d�es
que ces canaux d�ebouchent sur une chambre de section cinq fois plus grande, la
surface liquide/air doit augmenter pour permettre la progression du liquide, ce
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qui change l'�equilibre des forces.

Pour d�ecrire la situation, on va consid�erer le cas simple d'un canal circulaire
d�ebouchant sur un cône d'angle� �a la base (�gure 3.16).

Fig. 3.16 { Impregnation d'un cône

Le travail �el�ementaire pour d�eplacer la ligne triple, et donc pour faire pro -
gresser un liquide par capillarit�e peut être d�ecrit par l'�equation 3.7 :

�W =  solide=air :dSparoi �  solide=liquide :dSparoi �  liquide=air :dSliquide=air (3.7)

Dans cette �equation, �W est le travail �el�ementaire �a apporter pour faire pro-
gresser le liquide, repr�esente les tensions de surface pour les trois interfaces
(solide/air, solide/liquide et liquide/air), dSparoi repr�esente la variation de la
surface de la goutte en contact avec le solide etdSliquide=air repr�esente la va-
riation de la surface en contact avec l'air. Comme la paroi est ind�eformable, la
variation de la surface du liquide en contact avec la paroi est �egale �a l'oppos�e de
la variation de la surface de l'air en contact avec la paroi. C'est pour cela qu'un
seul dSparoi intervient dans cette �equation.

Fig. 3.17 { Tranche de cône et parametrage

Dans le cas d'un cône, on peut d�ecriredSliquide=air et dSparoi �a l'aide du
param�etrage propos�e sur la �gure 3.17.
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dSliquide=air = �: (r + dr)2 � �:r 2 (3.8)

dSliquide=air = �:r 2 + 2 :�:r:dr + �:dr 2 � �:r 2 (3.9)

dSliquide=air = 2 :�:r:dr (3.10)

dSliquide=air = 2 :�:r:dl:cos� (3.11)

De même :

dSparoi = 2 :�:r:dl (3.12)

On obtient donc :

dSliquide=air = dSparoi :cos� (3.13)

En int�egrant cette relation 3.13 �a l'�equation 3.7 on peut �ecrire le pa ram�etre
d'impr�egnation du cône 3.14.

I cone =  solide=air � ( solide=liquide +  liquide=air :cos� ) (3.14)

On v�eri�e bien que pour � = 90° on retrouve la condition d'impr�egnation
d'un tube (�equation 2.9) et pour � = 0 °, on retrouve la condition d'�etalement
simple (�equation 2.8). On notera toutefois que contrairement �a l'�etalem ent
simple o�u on consid�ere que l'on dispose d'un volume de liquide �a �etaler sur
une surface, le volume de d�epart est dans ce cas nul. Ce qui signi�e qu'�a moins
d'avoir les conditions d'un mouillage total, le liquide ne progressera pas sur cette
surface. On peut encore introduire la relation de Young dans l'�equation 3.14 et
obtenir une condition simple d'impr�egnation du cône.

I cone =  liquide=air :(cos�E � cos� ) (3.15)

Le liquide ne peut donc progresser dans le cône par capillarit�e que si� >
� E . Cette condition ne peut être remplie dans notre syst�eme �a l'endroit ou les
canaux de remplissage d�ebouchent sur les chambres ; �a moins de leur donner une
forme qui serait coûteuse �a la fois en termes d'espace occup�e et de volume de
liquide gaspill�e dans le syst�eme. Il n'est donc pas possible d'exploiter les forces
capillaires pour remplir le syst�eme.

Remplissage hydrophobe

Pour remplir un microcircuit uidique hydrophobe, on est oblig�e de se mu-
nir d'un syst�eme de pompage. On doit être alors capable de fournir une force
su�sante pour d�epasser la r�esistance des forces capillaires (les forces gravitation-
nelles �etant insu�santes dans un microsyst�eme). Dans cette partie, on consid�ere
donc que le liquide est aspir�e (ou pouss�e) 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 conditionn�ee par la tension de surface du liquide. Le travail �el�ementaire �a
apporter pour augmenter le volume de liquide dans la chambre est donc �egal au
travail �a 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 l'�equation 3.7 en
faisant intervenir l'angle de contact � E . Cette relation (3.16) est d'autant plus
simple que, pour une solution aqueuse dans un PDMS hydrophobe,� E vaut 90°
et donc le travail �el�ementaire �W ne d�epend que de l'�evolution de la surface de
contact entre l'air et le liquide.

�W =  liquide=air :(cos(� E ):dSparoi � dSair ) (3.16)

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

Fig. 3.18 { Sch�ema de l'�evolution du liquide dans une chambre lors du remplis-
sage. A)Quart de sph�ere au d�epart, B)Demi cylindre lorsque la paroi haute est
atteinte, C)Parall�el�epip�ede quand 5 parois sont touch�ees, D)Quart de cyli ndre
en cas de remplissage dissym�etrique

Cette prise de forme est naturellement une approximation n�egligeant les ef-
fets dynamiques au cours du remplissage. En particulier, la surface du PDMS
n'est pas parfaitement homog�ene, et l'angle de contact �a l'avanc�ee du liquide
n'est pas toujours exactement de 90°. Cependant, les r�esultats observ�es corres-
pondent tr�es bien �a cette approximation.

R�esultats

L'observation du remplissage permet de s'assurer qu'il s'op�ere bien et de
mani�ere r�ep�etable. La m�ethode choisie permet de remplir compl�etement le syst �e-
me avec une excellente r�ep�etabilit�e. La �gure 3.13 montre le r�esultat de ce
proc�ed�e.
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La �gure 3.19 pr�esente le remplissage normal d'une chambre. Dans ce cas de
�gure, on observe que l'ange de contact entre le PDMS et la goutte d'encre est
l�eg�erement sup�erieur �a 90 °. De ce fait, les coins du r�eservoir ne se remplissent
pas bien. Toutefois, les coins du r�eservoir sont justement les emplacements dont
le liquide n'est pas �eject�e par le syst�eme. Ce n'est donc pas un d�efaut grave de
remplissage ; cela peut même être consid�er�e comme une bonne chose puisque le
volume mort se trouve r�eduit (bien que de mani�ere n�egligeable). D'autre part ,
l'importante pression interne dans ces petites bulles les conduits �a se r�esorber
rapidement par di�usion de l'air dans le PDMS. On l'observe tr�es bien pour le
coin sup�erieur droit de cette chambre : en l'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
haut �a droite est absorb�ee dans le PDMS en quelques secondes

La forme des chambres a une grande importance dans le remplissage. Pour
le syst�eme de la �gure 3.20, les faces hautes et basses du r�eservoir ne sont pas
bien parall�eles. De ce fait, le remplissage ne s'op�ere pas de mani�ere sym�etrique
et l'encre ne s'attache qu'�a l'un des cot�es du r�eservoir lors du remplissage. On se
retrouve dans le cas de �gure D) de la �gure 3.18 et le remplissage du r�eservoir
est mauvais.

Pour �nir, il est assez simple d'obtenir un remplissage parfait du syst�eme
moyennant quelques arti�ces. La meilleure solution en ce sens consiste �a rem-
plir les r�eservoirs par les coins comme montr�e sur la �gure 3.21. Dans ce cas,
la chambre se remplit enti�erement et r�eguli�erement sans laisser d'espace pour
d'�eventuelles bulles d'air. Si cette solution n'a pas �et�e adopt�ee pour le syst�em e
d'Angioskin, c'est surtout parce que les petites bulles d'air restant parfois dans
les coins des chambres ne sont pas gênantes. Il est aussi pr�ef�erable de garder
l'ouverture au centre de la paroi a�n que la membrane se d�eforme mieux lors de
l'�ejection de produit.
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Fig. 3.20 { Mauvais remplissage caus�e par un d�efaut g�eom�etrique du syst�eme

Fig. 3.21 { Progression de l'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 R�esultats d'injection

Premiers r�esultats

Les premiers r�esultats de distribution de liquide par le syst�eme ont permis de
s'assurer de son bon fonctionnement. Ces essais se font fait dans l'air ; il n'y avait
donc pas de r�esistance hydrodynamique importante comme pour une injection
dans la peau. Toutefois, il �etait plus facile ainsi de quanti�er la quantit�e de
produit �eject�e au travers d'une aiguille et donc de v�eri�er d'une part la quantit�e
pouvant être inject�e et d'autre part l'uniformit�e de la distribution. La �gur e
3.22 pr�esente le r�esultat de ces tests. Le volume �eject�e au travers des aiguilles
est de 120nl +/- 19nl, et le produit est distribu�e par 80% des aiguilles. Les 20%
d'aiguilles ne distribuant pas l'encre ont �et�e bouch�ees accidentellement au cours
du processus de fabrication et d'assemblage du syst�eme.

Fig. 3.22 { R�esultat d'ejection dans l'air

Injection dans la peau

Pour valider d�e�nitivement le syst�eme, des tests d'injection dans la peau de-
vront être r�ealis�es. L'injection dans la peau devrait pr�esenter des di��erences s i-
gni�catives par rapport �a l'injection dans l'air, la peau pr�esentant une r�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 être r�ealis�es �a ce jour.

3.5 Conclusion

Le syst�eme uidique d�evelopp�e au cours de ce travail de th�ese permet la
distribution homog�ene d'une quantit�e contrôl�ee de liquide. Sa conception a pris
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en compte toutes les contraintes li�ees �a la manipulation d'ADN. En particulier ,
il est possible de manipuler de petites quantit�es de produit tout en limitant le
gaspillage de ce dernier, et des tests ont �et�e r�ealis�es pour v�eri�er que l'ADN ne
risquait pas d'être d�egrad�e dans le syst�eme. Les objectifs sp�eci��es dans le cahier
des charges ont donc �et�es atteints.

Ce syst�eme reste toutefois perfectible. Sa fabrication artisanale est longue et
d�elicate ; il est donc di�cile de le produire en grande quantit�e avec les moyens
d'un laboratoire. Hors il a �et�e con�cu pour un usage unique et une grande quan-
tit�e de tests devra être men�ee au cours de la phase de validation biologique du
projet Angioskin. Il est actuellement possible de le r�eutiliser moyennant une
proc�edure de nettoyage et s�echage assez longue, mais cela ne constitue pas une
solution confortable au probl�eme.

Pour �nir, il est di�cile actuellement de comparer l'injection d'ADN au tra-
vers de microaiguilles avec d'autres m�ethodes d'administration transdermique.
Bien que le proc�ed�e soit tr�es prometteur, il n'a encore donn�e aucun r�esultat
concret.
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Chapitre 4

Cellules et microsyst�emes

Du fait de leurs dimensions similaires, les microsyst�emes uidiques sont de
bons moyens pour �etudier les cellules individuellement, ou en petites quantit�es
[70, 71] ; et inversement, les cellules peuvent y servir de micro r�eacteurs chi-
miques [72, 73], voir même d'actionneurs m�ecaniques [74]. Les projets pr�esent�es
dans cette partie portent sur un microsyst�eme pour l'�etude de l'inuence de
gradient de concentration d'esp�eces chimique sur des populations de cellules, et
sur la culture de cellules en microcanal pour simuler une art�ere in vitro.

4.1 Le projet IFR

Le savoir faire acquis dans la r�ealisation du syst�eme de distribution micro-
uidique peut être exploit�e dans d'autres contextes. Le syst�eme a donc �et�e revu
en insistant cette fois sur l'aspect "R�eseau de chambres individualisable" dans
le cadre d'un projet de recherche de l'institut d'Alembert (IFR 121). Ce projet
est men�e en collaboration avec le laboratoire de biologie de Cachan, leLBPA.

4.1.1 Contexte

La recherche en biologie n�ecessite parfois de tester l'inuence d'un param�etre
sur la sant�e d'une population de cellules. Dans le cadre d'une �etude pharma-
cologique en particulier, il faut pouvoir tester di��erentes concentrations d'un
produit sur di��erentes populations de cellules a�n de d�eterminer un seuil cri-
tique de toxicit�e ou d'e�cacit�e. Les microsyst�emes o�rent une solution �el� egante
�a ce probl�eme en permettant de limiter les quantit�es de produits et cellules
utilis�es dans ces tests tout en permettant de les parall�eliser �a grande �echelle
[70, 71, 75].

On s'int�eressera �a terme dans ce projet �a l'�etude de la di��erenciation des
cellules souches. Au cours de leur d�eveloppement, les cellules souches embryon-
naires, toutes identiques, se di��erencient pour donner naissance �a tous les tissus
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du corps humain. Comprendre et contrôler ce ph�enom�ene de di��erenciation cel-
lulaire pourrait permettre, par exemple, de r�eg�en�erer des tissus abim�es, voir de
reconstituer des organes complets in vitro �a partir de cellules souches pr�elev�ees
sur le patient. Elles font donc actuellement l'objet de beaucoup de recherches
dans le domaine de la m�edecine.

Le ph�enom�ene de di��erenciation cellulaire est en partie pilot�e par la concen-
tration locale de certaines esp�eces chimiques. Pour mieux le comprendre, il fau-
drait r�ealiser de tr�es nombreuses exp�eriences a�n d'�evaluer l'inuence de tous
les param�etres. On cherche donc �a r�ealiser un syst�eme permettant de faire ces
exp�eriences en s�eries. L'id�ee pr�esent�ee dans la suite de ce chapitre est de mettre
des cellules en cultures dans une matrice de r�eservoirs, puis de les mettre en
pr�esence d'une concentration variable de deux produits donn�es. Dans un pre-
mier temps, ce même syst�eme pourra être utilis�e pour mener une �etude de
toxicologie sur des cellules de foie en analysant la r�eponse des cellules en culture
en fonction de la concentration locale de produit.

4.1.2 Description du syst�eme

Les di��erentes parties

Tout comme le coeur du syst�eme de distribution d'Angioskin, ce syst�eme est
constitu�e d'une matrice de r�eservoirs. Les r�eservoirs sont connect�es entre eux
par des canaux assez grands pour laisser passer une population de cellules (soit
au moins 100x100� m de section). Un syst�eme de vannes au niveau des canaux
permet d'ouvrir ou de fermer les connexions entre les chambres. Les vannes sont
constitu�ees d'une membrane en PDMS pouvant se d�eformer �a l'int�erieur des
canaux comme celles d�ecrites par l'�equipe de S. Quake [64]. La d�eformation de
la membrane est contrôl�ee par la mise sous pression d'un second circuit uidique
situ�e sous le r�eseau de chambres (voir �gure 4.1 et photo 4.2).

Les deux circuits uidiques sont ind�ependants. D'un cot�e, le r�eseau de cham-
bres est connect�e �a plusieurs r�eservoirs pour manipuler les produits et les cellules
trait�es par le syst�eme. De l'autre cot�e, le circuit de fermeture des vannes n'est
connect�e qu'�a une simple entr�ee permettant de le remplir d'eau et de le mettre
(ou non) sous pression. La fabrication des deux circuits se fait par moulage. Ils
sont ensuite coll�es de part et d'autre de la membrane r�ealis�ee, elle, par enduction
centrifuge.

Principe

L'objectif de ce syst�eme est de pro�ter de la r�epartition des concentrations de
deux produits par di�usion dans le syst�eme pour �evaluer l'action d'un gradient
de concentration de ces produits sur l'�evolution d'une population de cellules.
Pour cela, des cellules sont mises en culture dans les chambres du syst�eme. Les
propri�et�es de biocompatibilit�e du PDMS permettent la culture de cellules �a sa
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Fig. 4.1 { G�eom�etrie du syst�eme

surface moyennant quelques traitements pr�ealables ; ces proc�ed�es font partie du
savoir faire de l'�equipe BIOMIS [76]. Une fois les cellules mises en place, elles
sont expos�ees aux produits �evalu�es.

La di�usion est un moyen simple de r�ealiser un gradient de concentrations,
et a fait l'objet de plusieurs travaux en microuidique [77, 78]. Les produits �a
�evaluer sont plac�es aux entr�ees du r�eseau de chambres a partir desquelles ils
di�usent dans tout le syst�eme. Lorsque les concentrations des produits se sont
convenablement r�eparties (au bout de quelques heures), le syst�eme de vannes
permet de stopper la di�usion, et de conserver ainsi la r�epartition de concen-
trations obtenue. Le syst�eme peut alors être mis plusieurs jours �a l'incubateur
pour permettre aux cellules de se d�evelopper. La r�epartition des concentrations
obtenue par di�usion est logarithmique. Cela permet d'observer dans un même
syst�eme l'inuence de concentrations di��erentes de plusieurs ordres de gran-
deur. Les cellules et leur d�eveloppement sont �etudi�es apr�es plusieurs cycles de
divisions cellulaires.

4.1.3 Fonctionnement

La �gure 4.3 pr�esente le sch�ema de principe du syst�eme. Son exploitation se
d�eroule en trois partie essentiellement : le remplissage du syst�eme, la mise en
culture des cellules et en�n, la mise en place du gradient de concentration.

Remplissage

Les deux parties pr�esent�ees dans la �gure 4.3 sont remplies de mani�ere
di��erente. Tout d'abord, le circuit de fermeture des vannes est rempli avec de
l'huile. Le PDMS �etant lipophile, l'huile entre dans les canaux par capillarit �e,
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Fig. 4.2 { Photo du syst�eme ; pour la visualisation, de l'encre rouge a �et�e inject�ee
dans les chambres, et de l'encre bleue dans le circuit de fermeture des vannes

et les forces capillaires sont su�samment �elev�ees pour chasser l'air des canaux
par di�usion au travers du PDMS. Il su�t donc pour ce remplissage de placer
une goutte d'huile �a l'entr�ee du circuit et d'attendre une demi journ�ee pour que
l'huile ait compl�etement remplac�e l'air initialement pr�esent dans ce circuit.

Pour remplir le r�eseau de chambres avec du milieu de culture cellulaire
(RPMI-1640, Sigma), on proc�ede �a un remplissage sous vide. En e�et, le milieu
de culture �etant de nature aqueuse, il ne peut entrer dans des canaux en PDMS
(hydrophobes) par capillarit�e. Pour cela, on isole le circuit de fermeture des
vannes (en le bouchant) pour que l'huile ne se m�elange pas au milieu de culture,
puis on plonge le syst�eme dans un bain de milieu de culture. On met alors le
tout sous vide et l'air contenu dans les chambres sort du syst�eme, de même
qu'une partie de l'air emprisonn�e dans le PDMS. Lorsque l'on remet le tout �a
pression atmosph�erique, le milieu de culture envahi le vide dans les chambres.
Le PDMS absorbe �nalement les bulles d'air restantes (�gure 4.4).

R�epartition des cellules

Avant l'insertion de cellules dans le syst�eme, celui ci est laiss�e pendant une
nuit avec du milieu de culture seul. L'exp�erience a montr�e que cela am�eliorait
l'adh�esion des cellules sur le PDMS. Cet e�et est probablement caus�e par la
di�usion d'�el�ements du milieu de culture dans le PDMS am�eliorant ainsi ses
qualit�es de biocompatibilit�e. Du milieu de culture contenant les cellules est
ensuite inject�e avec une seringue dans le syst�eme par les entr�ees du r�eseau de
chambres. En injectant et aspirant alternativement la solution au travers de
chacune des quatre entr�ees, on obtient une bonne r�epartition des cellules dans
le syst�eme.
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Fig. 4.3 { Sch�ema de principe du syst�eme

Fig. 4.4 { Principe du remplissage sous vide : A) on plonge le syst�eme dans la
solution dont on souhaite le remplir, B) on met le tout sous vide : l'air sort du
syst�eme, mais aussi du PDMS qui en contient un peu, C) On remet le tout �a
pression atmosph�erique, le liquide envahi les chambres vides et l'air restant est
absorb�e par le PDMS

Mise en place du gradient de concentration

Les produits �a tester sont plac�es dans deux des r�eservoirs d'entr�ee pour leur
permettre de di�user dans tout le r�eseau de chambres. Le syst�eme est alors mis �a
l'incubateur le temps que la di�usion g�en�ere la r�epartition de produits souhait� ee.
Le moment venu, le circuit de fermeture des vannes est mis sous pression a�n
d'isoler les chambres et donc de stopper le ph�enom�ene de di�usion. Le syst�eme
est en�n laiss�e �a l'�etuve pour le temps de l'�etude. Compte tenu de la longue
dur�ee de l'�etude, l'�evaporation des produits est �a surveiller. A�n de la limiter ,
on veille �a ce que le syst�eme soit plac�e dans une atmosph�ere �a pression devapeur
saturante en eau ; mais il peut être n�ecessaire de remettre un peu de milieu de
culture dans les r�eservoirs d'entr�ee. Il ne reste alors qu'�a observer l'�evolut ion de
la population de cellules et mener l'�etude biologique.
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4.2 Projet IFR, �etude pr�eliminaire

4.2.1 Di�usion

Mod�ele num�erique

Fig. 4.5 { Di�usion d'un compos�e chimique dans une s�erie de chambres

Le mod�ele est r�ealis�e avec Comsol 3.3. Il simule la di�usion d'un solut�e dans
une rang�ee de 10 chambres. Les chambres ont une base carr�ee de 800� m de
cot�e et une hauteur de 400� m (soit un volume de 0,256 mm3 chaque) et sont
s�epar�ees par un canal de section carr�ee de 100� m de cot�e sur une longueur de
200 � m Comme montr�e sur la �gure 4.5.

Ce mod�ele comporte 44000 �el�ements (bien qu'un mod�ele plus simple avec
3500 �el�ements ait donn�e les mêmes r�esultats) et repr�esente la di�usion dans
de l'eau d'un compos�e dont le coe�cient de di�usion est de 5.10� 10 (coe�-
cient de di�usion de la uoresc�eine dans l'eau). Les �gures 4.6 et 4.7 pr�esentent
l'�evolution de la concentration dans le mod�ele en fonction de la distance �a l'ori-
gine o�u la concentration est �x�ee �a 1 mol/L. La r�epartition de concentrati on
est pr�esent�ee en fonction du temps de di�usion (6, 12 ou 24 heures) en valeurs
r�eelles (�gure 4.6) et en logarithme (�gure 4.7).

Ce mod�ele permet de voir que les sauts de concentration se font dans les
canaux, plus �etroits, tandis que dans chaque chambre, la concentration est uni-
forme. On v�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 r�eseau
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Fig. 4.6 { Concentration dans la rang�ee de chambres

de vannes) et donc choisir la plage de concentrations sur laquelle travailler. On
peut ainsi obtenir des concentrations di��erentes de plusieurs ordres de grandeurs
dans un même syst�eme, comme requis.

V�eri�cation exp�erimentale

Une v�eri�cation de principe a �et�e r�ealis�ee avec deux produits uorescents :
de la uoresc�eine, et de la rhodamine. On fait ainsi di�user dans le r�eseau de
r�eservoirs soit l'un de ces produits, soit les deux, pour v�eri�er que la di�usion
crois�ee se d�eroule normalement. On observe ensuite le syst�eme par uorescence,
et l'intensit�e lumineuse permet de visualiser la concentration.

La �gure 4.8 pr�esente l'observation par uorescence des concentrations de
uoresc�eine et de rhodamine. L'observation par uorescence ne permet d'obser-
ver exp�erimentalement que deux ordres de grandeur de concentration dans le
syst�eme. Il est donc di�cile avec nos �equipements de visualiser toute la plage de
concentration th�eorique. On voit sur cette �gure quatre chambres dans lesquelles
les deux produits ont di�us�e : la rhodamine vient du haut de l'image tandis que
la uoresc�eine vient de la droite. On constate sur ces images que les concentra-
tions ne se r�epartissent pas �equitablement. Si les deux produits avaient di�us�e
s�epar�ement, on devrait observer la même concentration de rhodamine dans les
deux chambres du haut et la même concentration de uoresc�eine dans celles de
droite. Or la chambre situ�ee en haut �a droite montre une faible concentration
de rhodamine et de uoresc�eine. Il est donc �a pr�evoir que les a�nit�es chimiques
des deux composants que l'on souhaite faire di�user de cette mani�ere auront
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Fig. 4.7 { Concentration dans la rang�ee de chambres

une inuence sur la r�epartition des concentrations dans le syst�eme. De fait, et
comme nous l'avons v�eri��e par la suite, la uoresc�eine et la rhodamine ne se
m�elangent pas bien.

La r�ealisation d'un gradient de concentration d'un seul produit est donc tr�es
simple �a obtenir ; il faut en revanche bien connâ�tre les propri�et�es chimiques des
deux produits que l'on va utiliser pour r�ealiser un gradient crois�e de concen-
tration. En e�et, outre le fait que ces produits peuvent r�eagir chimiquement
entre eux, ils n'ont pas n�ecessairement le même coe�cient de di�usion, et ne se
r�epartirons donc pas dans le syst�eme �a la même vitesse. Pour ce dernier point,
il est �eventuellement possible d'adapter la g�eom�etrie du syst�eme pour favoriser

Fig. 4.8 { Di�usion crois�ee de rhodamine et de uoresc�eine dans un micro-
syst�eme. A gauche, visualisation de la rhodamine et �a droite, la uoresc�eine
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la di�usion dans une direction par rapport �a l'autre et donc ajuster le temps de
di�usion relatif des deux produits.

Parmi les �evolutions possibles de ce syst�eme, on pourrait envisager de le
doter de deux circuits de vannes ind�ependants. Cela permettrait de stopper la
di�usion de l'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 chambre �a une autre dans cette direction.

Conclusion

La di�usion est un ph�enom�ene tr�es simple �a exploiter pour cr�eer un gradient
de concentration. Pour peu que l'on connaisse les propri�et�es chimiques du pro-
duit que l'on fait di�user, il est facile de pr�evoir la r�epartition des concentra tions
dans le r�eseau de chambres �a un instant donn�e. L'exploitation de ce ph�enom�ene
permet d'avoir au moyen d'un protocole tr�es simple, et avec des moyens res-
treint une grande plage de concentrations pour r�ealiser les �etudes biologiques
attendue.

4.2.2 Viabilit�e des cellules

Le syst�eme ne permettant pas la circulation de uides au cours de la p�eriode
exp�erimentale, l'oxyg�ene et les nutriments n�ecessaires au bon fonctionnement
des cellules peuvent venir �a manquer. Il est donc impossible de cultiver des cel-
lules dans ces conditions pendant une longue p�eriode. Toutefois, pour qu'une
�etude puisse être men�ee avec ce syst�eme, les cellules doivent pouvoir survivre et
se d�evelopper le temps de plusieurs cycles de divisions cellulaires ; c'est �a dire
pendant au moins cinq jours. La croissance des cellules dans le syst�eme a donc
�et�e �etudi�ee.

Principe

Comme les nutriments ne peuvent être renouvel�es au cours de l'exp�erience,
il a �et�e d�ecid�e de r�ealiser des r�eservoirs su�samment grands pour que les cel -
lules aient au d�epart tout le n�ecessaire pour se d�evelopper pendant une semaine.
Dans une �etude d'E. Leclerc [79], les cellules se d�eveloppent normalement pen-
dant pr�es de cinq jours sans aucun apport ext�erieur dans des microchambres
en PDMS. Les r�eservoirs de notre syst�eme ont donc �et�e cr�e�es plus grands pour
augmenter la r�eserve de nutriment et donc tenter d'assurer une survie �a plus
long terme de la population de cellules.

La porosit�e du PDMS aux gaz permet pour sa part d'assurer un certain
renouvellement de l'oxyg�ene dans les r�eservoirs. Le coe�cient de di�usion de
l'oxyg�ene dans le PDMS (DP DMS ) vaut 4; 1:10� 5cm2.s� 1. Pour avoir les meil-
leurs �echanges possibles, le plafond des r�eservoirs doit être le plus �n pos-
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sible ; une �epaisseur de 200� m semblant être un bon compromis [79]. Toute-
fois, l'�epaisseur du plafond n'est pas encore contrôl�ee dans notre proc�ed�e de
fabrication du syst�eme.

V�eri�cation exp�erimentale

Pour ces tests, le r�eseau de chambres a �et�e pr�ealablement rempli d'eau en
salle blanche au moyen d'un remplissage sous vide (comme pr�esent�e au para-
graphe 4.1.3). Dans le laboratoire de biologie, l'eau est remplac�ee par dumi-
lieu de culture cellulaire contenant un peu d'antibiotique (gentamicine) a�n de
st�eriliser le syst�eme. Le syst�eme est laiss�e ainsi pendant une nuit �a l 'incubateur.

Les cellules sont ensuite pr�elev�ees de leur culture et mises en suspension dans
une solution de milieu de culture. On utilise pour cette �etude des cellules M44 ;
ce sont �a l'origine des cellules immortalis�ees de rats. La solution contient 105

cellules par millilitre ce qui permet d'avoir une dizaine de cellules par chambres.
Elles sont inject�ees dans le syst�eme �a l'aide d'une seringue comme d�ecrit au
paragraphe 4.1.3.

Le syst�eme est ensuite mis �a l'�etuve �a 37 °C pour que les cellules puissent
vivre et se d�evelopper. Pour limiter l'�evaporation, l'ensemble du syst�em e est
mis dans une boite de p�etri remplie d'eau a�n d'être en atmosph�ere humide. Les
cellules sont en�n surveill�ees r�eguli�erement et observ�ees au microscope pendant
une semaine.

R�esutats

Du point de vue de la r�epartition des cellules dans le syst�eme, les r�esultats
sont tr�es bons. Lorsque l'on n'injecte qu'une faible quantit�e de cellules, on se
retrouve fatalement avec un certain nombre de chambres sans cellules, mais
on obtient tout de même ais�ement une moyenne de dix cellules par chambre,
avec la majorit�e des chambres comprenant entre 5 et 20 cellules. En revanche,
pour une concentration plus importante, la r�epartition se fait de mani�ere pl us
homog�ene, et tr�es satisfaisante compte tenu de la simplicit�e du mode op�eratoire.

Fig. 4.9 { Evolution de la population de cellule dans l'une des chambres au bout
de trois, six et huit jours (environ 40, 120 et 150 cellules, de gauche �a droite)
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En ce qui concerne la survie et le d�eveloppement des cellules, les r�esultats
pr�eliminaires sont plus mitig�es : dans un même syst�eme, une chambre peut
avoir une population de cellules en parfaite sant�e et en plein d�eveloppement
tandis qu'une autre chambre peut voir mourir toute sa population de cellules en
quelques jours. La cause de ces r�esultats al�eatoires est probablement due au fait
que les tests pr�eliminaires ont �et�e r�ealis�es avec peu de cellules (10 en moyennepar
chambre) et que ces cellules ne produisaient alors pas su�samment de facteur de
croissance : une prot�eine r�egulant le d�eveloppement d'une population de cellules.
On a pu malgr�e tout observer des cellules vivant et se d�eveloppant parfaitement
dans le syst�eme sur une p�eriode de 8 jours comme montr�e dans la �gure 4.9 o�u
la population �evolue d'une quarantaine de cellules �a pr�es de cent cinquante.

4.2.3 Conclusion et perspectives

Ces travaux constituent avant tout une �etude de faisabilit�e pour le projet.
Ils ont de ce point de vue apport�e beaucoup d'informations tr�es positives. En
particulier, au sujet de la manipulation des cellules, on est parvenu �a les r�epartir
de fa�con homog�ene dans le syst�eme sans avoir recours �a des manipulations com-
plexes. D'autre part, on a pu v�eri�er que malgr�e le fait que les cellules soient
enferm�ees dans de petits r�eservoirs, elles ont su�samment d'�el�ements nutriti fs
et d'oxyg�ene pour continuer �a se d�evelopper pendant une semaine.

4.3 Culture de cellules dans un microcanal

L'un des principaux attrait des microsyst�emes uidiques, est de permettre
de r�ealiser des mod�eles in vitro de fonctions, ou d'organes vivants [80]. Ainsi,
au sein de l'�equipe Biomis, Laurent Griscom travaille sur un mod�ele de peau
en cultivant des cellules nerveuses et des cellules de peau sur une même puce
[81, 82]. Le projet pr�esent�e ici porte sur la r�ealisation et l'�etude d'un mod�ele de
vaisseau sanguin. Il est r�ealis�e au sein du laboratoire du professeur Kitamori �a
l'universit�e de Tokyo durant un s�ejour de deux mois au cours de l'�et�e 2007.

4.3.1 Principe de l'exp�erience

Contexte

Les parois des vaisseaux sanguins sont constitu�ees de cellules endoth�eliales.
Ces cellules servent principalement �a contenir le sang dans les veines tout en
permettant les �echanges nutritifs avec les tissus environnants. Elles participent
aussi �a la r�eponse inammatoire en produisant des mol�ecules d'adh�esion cellu-
laires qui inuencent la migration des leucocytes dans les tissus irrit�es [83]. Les
cellules endoth�eliales sont soumises en permanence �a des contraintes m�ecaniques
li�ees �a la d�eformation des vaisseaux sanguins d'une part, et aux forces de cisaille-
ment g�en�er�ees par la circulation sanguine d'autre part.
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La culture de ces cellules dans un microcanal en verre o�re la possibilit�e de
les �etudier dans des conditions proches de leur �etat naturel, tout en gardant un
acc�es visuel pour les observer. Les protocoles de mise en culture de ces cellules
dans un microcanal ont �et�e �elabor�es dans le laboratoire du professeur Kitamori
par Yo Tanaka [84]. L'acc�es visuel aux cellules permet en particulier d'utiliser
des marqueurs uorescents pour les �etudier. Les travaux pr�esent�es ici ont port�e
sur la mise en place de protocoles d'immunomarquage dans le microcanal.

L'immunomarquage

L'immunomarquage permet de reconnaitre des mol�ecules particuli�eres. Pour
cela, on utilise des anticorps que l'on peut visualiser par uorescence, et qui se
�xent sp�eci�quement sur la mol�ecule �a reconnaitre (l'antig�ene).

Fig. 4.10 { Principe de l'immunomarquage

Le principe de marquage est simple : la pr�eparation contenant la mol�ecule �a
mettre en �evidence est plong�ee dans une solution contenant l'anticorps dit pri-
maire. Celui ci se �xe de fa�con sp�eci�que �a l'antig�ene recherch�e. Apr�es rin�ca ge,
l'exc�es d'anticorps est �evacu�e et il ne reste que celui s'�etant �x�e. Cet antico rps
pourrait être directement porteur du marqueur uorescent, toutefois on utilise
g�en�eralement un second anticorps, porteur du marqueur uorescent, et pouvant
se �xer �a 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 sp�eci�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 R�ealisation

Concept et assemblage de la puce

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

Fig. 4.11 { Le microcanal et son environnement

A chaque extr�emit�e du canal, la connexion est r�ealis�ee en vissant l'embout
des tuyaux ext�erieurs dans le support m�etallique pour les mettre en contact
avec la lame de verre et l'entr�ee du canal. Un joint torique assure l'�etanch�eit�e
du montage. Une seringue est connect�ee au tuyau de sortie pour la mise en
mouvement des uides par aspiration tandis que le tuyau d'entr�ee est connect�e
aux r�eservoirs de produits que l'on fait circuler dans le canal.

Mise en culture des cellules

Avant l'introduction des cellules, la surface int�erieure du microcanal est mo-
di��ee par d�epôt de prot�eines favorisant l'adh�esion 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. Apr�es cette �etape pr�eliminaire,
le canal est rempli de milieu de culture, et les cellules peuvent être introduites.

Les cellules sont introduites dans le canal et mises �a l'incubateur pendant
deux heures. Durant cette �etape, le uide n'est pas mis en mouvement dans le
canal puisqu'il faut permettre aux cellules de se d�eposer sur les parois et d'y
adh�erer. Apr�es deux heures, le uide doit être mis en mouvement pour assurer
l'approvisionnement en nutriments et en oxyg�ene aux cellules dans le canal.
Toutes les cellules qui n'ont pas adh�er�e aux parois sont alors emport�ees par le
courant. Les cellules restantes (la tr�es grande majorit�e si l'exp�erience s'est bien
d�eroul�ee) commencent alors �a 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 tr�es di��erent des pro-
tocoles de marquage dans de simples puits. La s�equence de produits �a appliquer
est la même, et on change uniquement le r�eservoir d'entr�ee du syst�eme pour
introduire les di��erents produits. Le protocole se pr�esente comme suit :

Fixation des cellules Le canal est rempli d'une solution de paraformalde-
hide (4%) pour tuer et immobiliser les cellules. Dur�ee : 20 min ; d�ebit :
0,7� l/min ; temp�erature : 37 °C.

Rin�cage Le canal est rinc�e avec du PBS (Phosphate Bu�ered Saline). Dur�ee :
15 min ; d�ebit : 0,7 � l/min ; temp�erature : 20 °C.

Ouverture (facultatif, marquage du noyau) Les parois cellulaires sont perc�ees
chimiquement (Triton X-100) pour permettre aux marqueurs de p�en�etrer
�a l'int�erieur des cellules. Dur�ee : 10 min ; d�ebit : 0,7 � l/min ; temp�erature :
20°C.

Rin�cage PBS ; Dur�ee : 15 min ; d�ebit : 0,7 � l/min ; temp�erature : 20 °C.

Premier anticorps Dur�ee : une nuit ; pas de circulation ; temp�erature : 4 °C.

Rin�cage PBS ; Dur�ee : 15 min ; d�ebit : 0,7 � l/min ; temp�erature : 20 °C.

Second anticorps Dur�ee : 40 min ; d�ebit : 0,7 � l/min ; temp�erature : 20 °C.

Rin�cage PBS ; Dur�ee : 15 min ; d�ebit : 0,7 � l/min ; temp�erature : 20 °C.

DAPI (facultatif, marquage du noyau) Dur�ee : 10 min ; d�ebit : 0,7 � l/min ;
temp�erature : 20°C.

Rin�cage PBS ; Dur�ee : 15 min ; d�ebit : 0,7 � l/min ; temp�erature : 20 °C.

L'observation se fait ensuite par uorescence. Les couleurs d'excitation des
marqueurs pour le noyau (DAPI) et les anticorps (FITC) �etant di��erentes, o n
peut les observer s�epar�ement, puis les superposer. La rhodamine est fr�equemment
utilis�ee pour marquer les membranes cellulaires et r�ealiser ainsi de belles images
des cellules ; toutefois, son spectre d'�emission recouvre celui du marqueur port�e
par l'anticorps secondaire et empêche l'observation de ce dernier. Les marquages
du noyau et de la membrane sont facultatifs ; ils ont essentiellement un rôle
esth�etique.

4.3.3 R�esultats

Culture de cellules

Contrairement �a la culture dans de grands r�eservoirs vue au d�ebut de ce
chapitre, il n'y a pas su�samment de nutriments dans un microcanal pour per-
mettre aux cellules de se d�evelopper. Ainsi, si l'on introduit trop de cellules �a
l'origine, celles ci ne pourrons pas s'attacher aux parois et la mise en culture
�echouera (�gure 4.12, partie gauche). Inversement, si l'on n'introduit pas su� -
samment de cellules, il leur sera di�cile de recouvrir toutes les parois du micro-
canal.
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Fig. 4.12 { D�eveloppement des cellules endoth�eliales dans un microcanal. A
gauche, la mise en culture �echoue, �a droite, elle se d�eroule normalement.

Toutefois, si l'on introduit la bonne concentration de cellules (environ 107

cellules/ml), la mise en culture se d�eroule g�en�eralement sans probl�eme (�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 { Immunomarquage des mol�ecules d'adh�esion ICAM produites par les
cellules endoth�eliales. A gauche : sans stimulation, �a droite : apr�es une stimula-
tion chimique au Tnf- �

Les exp�eriences d'immunomarquage ont �et�e e�ectu�ees dans des puits de
culture cellulaire dans un premier temps, puis dans le microcanal dans un se-
cond temps. L'exp�erimentation pr�ealable dans les puits de culture permet de
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s'assurer que le marquage fonctionne bien d'une part, et sert d'�el�ement de com-
paraison pour le marquage dans le microcanal d'autre part.

Le premier anticorps test�e (CD31) est un marqueur sp�eci�que aux cellules
endoth�eliales humaines. La uorescence observ�ee lors de cette exp�erience at-
teste donc uniquement du fait que l'on est bien en train de manipuler ce type
de cellules. Ce test a donc surtout servi �a la prise en main des di��erentes mani-
pulations �a r�ealiser pour l'immunomarquage.

Fig. 4.14 { Immunomarquage des mol�ecules d'adh�esion produites par les cellules
endoth�eliales (en vert) ; les noyaux des cellules sont color�es en bleu.

La seconde exp�erience vise �a mettre en �evidence certaines mol�ecules d'adh�e-
sion secr�et�ees par les cellules endoth�eliales. On a pour cela utilis�e un anti-
corps sp�eci�que aux mol�ecules ICAM (InterCellular Adhesion Molecules). Ces
mol�ecules sont naturellement produites par les cellules endoth�eliales, même en
l'absence de stimulation. Toutefois, leur expression est bien plus importante
apr�es une excitation chimique (Tumor Necrosis Factor : TNF-� ). La �gure 4.13
pr�esente le r�esultat de ce marquage dans les puits de culture. Comme l'expres-
sion naturelle de la mol�ecule est beaucoup plus faible qu'apr�es stimulation le
temps d'exposition et le contraste sont plus important pour l'image de gauche
(sans stimulation) ; �a temps d'exposition et contraste �egaux, celle ci aurait �et�e
enti�erement noire. La �gure 4.14 pr�esente le r�esultat de cette exp�erience dans le
microcanal.

4.3.4 Conclusion

La culture et l'immunomarquage des cellules endoth�eliales dans un micro-
canal constituent un outil puissant pour leur �etude. Cela permet en particulier
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de visualiser de mani�ere pr�ecise et leur r�eaction �a certaines excitations dans
des conditions tr�es proche de leur �etat naturel. Dans cette �etude, la r�eaction
�a l'excitation chimique par du tnf- � a pu être observ�ee, toutefois d'autres sti-
mulations pourront être �etudi�ees �a l'avenir. Il sera en particulier int�eres sant
d'�etudier la r�eaction de ces cellules soumises �a des contraintes m�ecaniques telles
qu'un important taux de cisaillement par exemple.
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Chapitre 5

Conclusion et perspectives

5.1 Syst�eme de distribution microuidique

Ce travail de th�ese pr�esente en d�etail la conception et le d�eveloppement d'un
actionneur microuidique pour la distribution de uide au travers d'une matrice
de microaiguilles. L'actionneur en question constitue un �el�ement d'un projet
de recherche europ�een, Angioskin, visant �a r�ealiser le traitement d'une mala-
die de peau (le psoriasis) par injection d'ADN codant pour une prot�eine anti-
angiog�enique. Le contexte m�edical de ce projet a impos�e plusieurs contraintes
sur les caract�eristiques du syst�eme de distribution uidique ; il doit permettre
de manipuler de petites quantit�es de uide tout en limitant les pertes, et as-
surer l'injection d'une quantit�e d�e�nie de produit de mani�ere uniforme au tra-
vers d'une matrice de cent microaiguilles malgr�e des conditions d'injection va-
riables. En e�et, les propri�et�es m�ecaniques inhomog�enes de la peau ne doivent
pas inuencer la r�epartition du liquide inject�e. Ces pr�ecautions sont rendues
n�ecessaires par le coût important de la solution d'ADN th�erapeutique (de l 'ordre
de 10 000 euros/mg) qui doit donc être utilis�e dans les meilleures conditions
possibles. L'�etat de l'art concernant de tels syst�emes est aujourd'hui encore �a
peu pr�es vierge. En e�et, s'il existe d�ej�a des syst�emes de distribution micro ui-
diques tr�es performants (les imprimantes �a jets d'encre en particulier) aucun
n'est adapt�e aux conditions d'injection au travers d'une matrice de microai-
guilles ayant des r�esistances hydrodynamiques variables en sortie. En�n, il a �et�e
aussi n�ecessaire de s'assurer que les mol�ecules d'ADN pouvaient circuler cor-
rectement, et surtout sans être d�egrad�ees, dans le microsyst�eme a�n de garder
leurs propri�et�es th�erapeutiques.

Le microsyst�eme a �et�e r�ealis�e en PDMS. Il est constitu�e d'une matrice de
r�eservoirs individuels (un par microaiguille) recouverts d'une membrane d�efor-
mable. Ce concept permet de contrôler au niveau de chaque aiguille le vo-
lume �eject�e par le syst�eme : il s'agit du volume d�eplac�e par la membrane da ns
chaque micro-r�eservoir. L'homog�en�eit�e de l'injection est ainsi garant ie car tous
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les micro-r�eservoirs ont un volume identique. A�n d'�eviter un remplissage d�el icat
par les aiguilles, un circuit de remplissage distinct du circuit d'�ejection a �et�e
ajout�e. Ce syst�eme permet d'irriguer tous les micro-r�eservoirs �a partir d'une
entr�ee unique. Une diode microuidique assure l'aiguillage du liquide vers les
circuits de remplissage ou d'�ejection. En�n, ce circuit de remplissage est situ�e
sous la membrane et est dimensionn�e pour être bouch�e d�es le d�ebut de l'injection
a�n d'avoir �a nouveau des r�eservoirs s�epar�es pour chaque aiguille. Ce syst�eme a
fait l'objet d'un brevet europ�een (n ° : 06425292.7, 2006) pr�esent�e en annexe.

A�n de v�eri�er que leur circulation dans des microcanaux n'alt�erait pas
la qualit�e des solutions d'ADN, plusieurs exp�erimentations ont �et�e r�eal is�ees.
Du fait de leur grande taille, les mol�ecules d'ADN peuvent en e�et former des
bouchons en s'agglom�erant �a l'entr�ee des microcanaux ; elles peuvent aussi se
rompre du fait des importantes contraintes hydrodynamiques rencontr�ees dans
le microsyst�eme. Les �ecoulements de solutions d'ADN ont donc �et�e observ�es par
v�elocim�etrie par image de particules (PIV), et par �electrophor�ese apr�es pass age
dans un microcanal. On a pu ainsi v�eri�er que d'une part l'ADN plasmide utilis�e
dans le projet circulerait normalement dans le syst�eme (alors qu'un ADN plus
long risquerait de boucher les microcanaux) et qu'il n'est pas d�egrad�e par la
manipulation. Les exp�eriences ont donc valid�e le syst�eme pour son utilisation
avec des solutions d'ADN plasmide.

5.2 Culture de cellules dans les microsyst�emes

La g�eom�etrie du syst�eme a �et�e reprise dans un projet annexe, en insistant
cette fois sur l'individualisation de micro-r�eservoirs mis en r�eseau. Ce projet
men�e en collaboration avec le Laboratoire de Biotechnologie et de Pharmacolo-
gie g�en�etique Appliqu�ee (le LBPA, �a l'ENS-Cachan) vise �a mettre des cell ules en
culture dans un microsyst�eme et �a les exposer �a un gradient de concentrations
chimiques pour d�eterminer l'inuence de la concentration d'un produit sur le
d�eveloppement de cellules r�ealisant ainsi une parall�elisation de tests pour une
analyse toxicologique. Dans ce projet, le gradient de concentrations est r�ealis�e
par di�usion passive du produit �a travers le circuit de remplissage du syst�eme; il
est ensuite maintenu en fermant au moyen d'un r�eseau de vannes les connexions
entre les r�eservoirs. Cette m�ethode permet d'avoir des concentrations d'esp�eces
chimiques r�eparties sur plusieurs ordres de grandeurs et assure donc une grande
plage d'�etude pour les essais biologiques. Ce type de syst�eme simpli�e, et r�eduit
consid�erablement le coût, des exp�eriences qui n'auraient pu être r�ealis�ees qu'avec
un robot distributeur de gouttes. Pour ce projet, il a aussi �et�e v�eri��e que des
cellules pouvaient bien être cultiv�ees dans le syst�eme et rester viables pendant
une dur�ee su�sante �a l'exp�erimentation (environ une semaine).

En�n, un autre projet de culture cellulaire dans un microsyst�eme a �et�e r�ealis�e
au sein de l'�equipe du professeur Kitamori, �a Tokyo. Il s'agissait de r�ealiser
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des protocoles d'immunomarquage sur un mod�ele in vitro de vaisseau sanguin.
Ce mod�ele a �et�e r�ealis�e en cultivant des cellules endoth�eliales humaines (les
cellules des parois sanguines) dans un microcanal. Cette collaboration a surtout
constitu�e un approfondissement de connaissances au niveau de la culture des
cellules dans les microsyst�emes.

5.3 Perspectives

Le syst�eme de distribution microuidique con�cu au cours de cette th�ese reste
�a être test�e en interaction avec les autres composants du projet Angioskin (�a
savoir la matrice de microaiguilles, l'�electroporation pour le transfert de g�enes
et les essais cliniques de la th�erapie g�enique). Cependant, avant de passer �a une
�eventuelle phase commerciale, la question de la possibilit�e d'industrialiserla fa-
brication du syst�eme doit être r�esolue. Dans cette optique, la r�ealisation encore
trop manuelle de la diode constitue un obstacle �a surmonter. Le syst�eme doit
encore donc �evoluer vers une forme plus adapt�ee �a une �eventuelle commerciali-
sation.

Finalement, d'autres applications, �a l'instar du projet de culture cellulaire
avec un gradient de concentration d'un produit donn�e pr�esent�e dans cette th�ese,
pourraient être trouv�ees pour exploiter le syst�eme de distribution mis au point.
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Annexe A

Proc�ed�es de fabrication

A.1 Photolithographie

On d�esigne par photolythographie toutes les �etapes d'un proc�ed�e de micro-
fabrication bas�e sur le d�eveloppement de r�esines insol�ees. Il s'agit du proc�ed�e
employ�e, en particulier, pour la r�ealisation des composants micro�electroniques.

A.1.1 Principe

Suivant ce que l'on souhaite r�ealiser, il peut y avoir plus ou moins d'�etapes
pour ce proc�ed�e. Les trois principales �etant l'enduction d'une r�esine photosen-
sible, l'insolation puis le d�eveloppement.

L'�etalement de la r�esine se fait par un proc�ed�e d'enduction centrifuge. Une
goutte de r�esine est d�epos�ee sur le substrat qui est mis en rotation. La r�esine
s'�etale alors de mani�ere uniforme sur tout le substrat. L'�epaisseur de la couche
de r�esine d�epend essentiellement de la viscosit�e de cette derni�ere, mais aussi de
la vitesse de rotation du substrat. La r�esine est ensuite mise �a cuire a�n de faire
�evaporer les solvants qu'elle contient.

La seconde �etape est l'insolation de la r�esine. Pour cela, on utilise un masque
sur lequel est dessin�e le motif que l'on souhaite reproduire. La r�esine est expos�ee
�a un rayonnement ultraviolet au travers du masque, ce qui d�elimite des zones
insol�ees et des zones non insol�ees. Suivant la r�esine utilis�ee, la r�eaction aux
UV est di��erente. On distingue en particulier les r�esines postitives qui sont
d�egrad�ees quand elles sont expos�ees aux UV des r�esines n�egatives pour lesquelles
l'exposition permet de polym�eriser la r�esine.

La derni�ere �etape est le d�eveloppement de la r�esine. Le substrat est plong�e
dans un bain de d�eveloppeur, ce qui permet d'�eliminer la r�esine insol�ee (dans le
cas des r�esines positives) ou celle qui n'a pas �et�e insol�ee (r�esine n�egative). On
obtient alors sur le substrat la r�eplique du motif du masque utilis�e.
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Fig. A.1 { Principe de la photolithographie

A.1.2 Gravure

La r�esine n'est g�en�eralement pas ce que l'on souhaite conserver sur le sub-
strat. Dans la plupart des proc�ed�es, il ne s'agit que d'une couche sacri�cielle
servant �a prot�eger une partie du mat�eriau dessous pour une �etape de gravure
chimique ; tout comme le masque prot�ege une partie de la r�esine lors de l'in-
solation. On exploite la s�electivit�e des produits chimiques pour ne graver que
ce qui se trouve sous la r�esine sans dissoudre la couche de r�esine protectrice.
Pour graver certains mat�eriaux, la r�esine n'est pas une protection su�sante, et
on doit alors d�eposer et graver une couche interm�ediaire ; l'or, ou l'aluminiun
peuvent être utilis�e �a cet e�et. Une fois la gravure r�ealis�ee, on utilise un solvant
pour �eliminer la couche de r�esine inutile.

A.1.3 R�ealisation de moules

Dans le cas de la r�ealisation de microsyst�emes en polym�ere, on se sert de
la photolythographie pour r�ealiser des moules. Pour cela, on utilise une r�esine
�epaisse pouvant s'�etaler en couches allant de quelques microm�etres �a une cen-
taine de microm�etres. Contrairement �a un proc�ed�e de gravure, on conserve dans
ce cas la r�esine sur le substrat : c'est elle qui forme les motifs du moule.

Des g�eom�etries complexes, �a plusieurs niveaux, peuvent être r�ealis�ees en
e�ectuant plusieurs �etapes d'enduction et d'insolation de r�esine (�gure A.2).
On peut ainsi r�ealiser des chambres connect�ees entre elles par des canaux plus
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Fig. A.2 { R�ealisation de moule par photolithographie

petits, par exemple. On utilise g�en�eralement la SU8, une r�esine �epaisse n�egative,
pour r�ealiser ce type de moule. Pour garantir un bon d�emoulage du PDMS une
�etape de passivation du moule est pr�ef�erable. On peut utiliser pour cela un
plasma de CHF3 appliqu�e �a la RIE.

A.2 Reactive Ion Etching

La RIE (pour Reactive Ion Etching) est un proc�ed�e de gravure s�eche. Cela
signi�e que l'on utilise les produits chimiques sous forme de gaz plutot qu'en
solution aqueuse pour graver un substrat.

A.2.1 RIE

Le proc�ed�e de RIE consiste �a placer le substrat �a l'int�erieur d'une enceinte
contenant des gaz et deux �electrodes. On cr�e�e alors un plasma �a partir des gaz en
appliquant une tension alternative (13MHz, puissance allant jusqu'�a 300W) qui
permet de casser les mol�ecules en ions. Les ions sont acc�el�er�es par le champ
�electrique et pr�ecipit�es contre le substrat avec lequel ils r�eagissent de deux
mani�eres : physique et chimique. La r�eaction physique est une gravure due aux
collisions des ions qui arrachent des mol�ecules du substrat ; la r�eaction chimique
est li�ee �a l'interaction entre les gaz utilis�es et le substrat.

Les r�eglages de ce proc�ed�e sont d�elicats ; pour favoriser l'une des interactions
du plasma par rapport �a l'autre en particulier. En e�et, la gravure physique es t
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anisotrope tandis que la gravure chimique est isotrope. Ainsi favoriserl'une
plutôt que l'autre va d�eterminer la forme des parois des motifs, entre parfai-
tement verticale (gravure anisotrope) et arrondie (gravure isotrope). Le temps
de gravure est aussi un param�etre important �a prendre en compte : on compte
parfois en heures le temps n�ecessaire pour creuser le substrat de quelques di-
zaines de microm�etres. Par exemple, pour graver du PDMS o�u seule la gravure
physique intervient, on creuse environ 10 microm�etres en une heure.

En�n, il est possible d'utiliser ce proc�ed�e non pas pour graver le substrat,
mais pour y d�eposer une �ne couche d'un produit. C'est ce que l'on fait lorsque
l'on veut rendre un moule moins adh�erant (pour faciliter le d�emoulage) : en uti-
lisant du CHF3 comme gaz, on recouvre le moule d'un �lm ayant les propri�et�es
du t�eon.

A.2.2 DRIE

La DRIE (pour Deep RIE) est en fait un proc�ed�e permettant de r�ealiser des
structures de tr�es forts rapports d'aspect sur le principe de la RIE. Ce proc�ed�e,
appel�e parfois aussi proc�ed�e Bosch du nom de l'entreprise inventeur, exploite
e�cacement les deux types de gravure induite par la RIE pour obtenir une
gravure anisotrope en un temps restreint.

Le proc�ed�e se pr�esente comme une succession d'�etapes �el�ementaires. Tout
d'abord, il y a une �etape 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 gravure,
on change les gaz dans l'enceinte et on d�epose un polym�ere qui a pour e�et
d'inhiber la partie chimique de la gravure. On reprend ensuite une �etape de
gravure et le polym�ere n'�etant grav�e que par l'attaque physique (anis otrope),
les parois ne sont pas touch�ees : seul le fond du motif est mis �a nu et grav�e.
Ce proc�ed�e permet de r�ealiser des rapports d'aspect de 50 :1 et creuse trois �a
quatre fois plus vite que la gravure humide.

A.3 PDMS

Le PDMS (PolyDiMethylSiloxane) est un polym�ere tr�es usit�e pour la r� ealisation
de syst�emes microuidiques du fait de sa simplicit�e de manipulation et de la qua-
lit�e de ces propri�et�es m�ecaniques. En particulier, sa souplesse en fait un candidat
de choix pour la r�ealisation de membranes d�eformables, et donc de vannes ou
de pompes.

A.3.1 Pr�eparation

Le PDMS se pr�esente sous la forme de deux composants : le polym�ere d'une
part, et l'agent r�eticulant d'autre part. On m�elange les deux composants dans
les proportions 1 :10 (r�eticulant :PDMS), puis on met la pr�eparation sous v ide
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pour d�egazer le m�elange ; c'est �a dire faire disparaitre les bulles d'air qui se sont
form�ees.

Une fois le m�elange fait, le PDMS, initialement liquide va se durcir et pour
�nalement prendre la consistance d'une sorte de caoutchouc. La r�eticulation du
PDMS peut se faire �a temp�erature ambiante en quelques jours, ou dans un four
�a 70°C en deux heures.

A.3.2 Moulage

Pour r�ealiser un motif dans du PDMS, il faut tout d'abord cr�eer un moule
de ce motif. On r�ealise ce moule par photolythographie. Concr�etement, on uti-
lise g�en�eralement une r�esine �epaisse n�egative (la SU8) que l'on d�epose sur un
wafer en silicium. On peut ensuite faire subir �a ce moule un traitement pour
diminuer son adh�erence et faciliter le d�emoulage du PDMS. Je d�epose pour cela
une couche de CHF3 sur mes moules.

Une fois que l'on dispose d'un moule, on verse le m�elange PDMS+r�eticulant
dessus, on le passe �eventuellement sous vide pour �eliminer les bulles d'air qui se
sont form�ees lors de la manipulation, puis on le met au four. En�n, le d�emoulage
peut-être d�elicat si le syst�eme est �n (moins d'un millim�etre d'�epaisseur ) ; il y
a alors un risque qu'il se d�echire.

On notera aussi que le PDMS se r�etracte de 1% apr�es d�emoulage. Lorsque les
dimensions sont critiques ou que la pi�ece doit être align�ee sur d'autres motifs, il
faudra prendre en compte ce d�etail. Par exemple, pour le syst�eme d'ANGIOS-
KIN, on doit aligner une matrice de chambres sur une matrice de trous. On a
des motifs �a aligner qui sont �eloign�es de un centim�etre 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 m�ethode de moulage ne permet d'obtenir que des canaux ouverts sur
une face. Pour les fermer, on doit ensuite coller le syst�eme sur une lame de
verre, de silicium ou sur un autre morceau de PDMS. Pour cela, on fait subir au
syst�eme PDMS et �a son support un traitement plasma. On utilise typiquement
une exposition �a un plasma d'une puissance d'une vingtaine de watt pendant une
minute. L'exposition �a un plasma d'oxyg�ene permet d'activer temporairement
les surfaces ; en les mettant alors en contact, elles se collent en quelques instants.
L'e�et de l'activation plasma disparait au bout d'une ou deux minutes environ ;
le collage doit donc être e�ectu�e imm�ediatement. La qualit�e du collage d�epend
des mat�eriaux que l'on a assembl�es. Le PDMS colle au PDMS comme si les deux
parties n'�etaient faite que d'un seul bloc tandis que sur le silicium, le r�esultat est
moins solide. Le collage sur le verre est en revanche excellent : sous contrainte,
le PDMS peut se d�echirer avant de se d�ecoller.
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A.3.4 Traitement de surface

Le PDMS est naturellement hydrophobe. Pour la r�ealisation de syst�emes
microuidiques, cette propri�et�e peut être encombrante. Pour le rendre hydro-
phile, on peut l'exposer �a un plasma d'oxyg�ene pendant quelques secondes, mais
cet e�et, comme pour le collage, est temporaire. Il est possible toutefois de le
p�erenniser en trempant le PDMS dans une solution de PVP (Poly vinyl pyrroli-
done) apr�es l'exposition au plasma. On obtient ainsi des surfaces de PDMS qui
restent hydrophiles plusieurs jours en atmosph�ere s�eche. Un trempage dans l'eau
tout simplement permet aussi de garder quelques temps le caract�ere hydrophile
du PDMS mais le r�esultat est moins bon qu'avec du PVP. Le traitement au
PVP a fait l'objet d'un brevet d�epos�e par l'�equipe BIOMIS.

A.3.5 Connection

Lorsqu'il est utilis�e pour des applications microuidiques, le syst�eme doit
souvent être connect�e �a une tuyauterie macroscopique. Pour cela, il su�t de
percer un trou avec une aiguille non biseaut�ee dans un morceau �epais de PDMS
puis d'y ins�erer une aiguille ou n'importe quel tube d'un diam�etre l�eg�erement
sup�erieur �a celui du trou. Les propri�et�es m�ecaniques du PDMS sont telles que le
r�esultat est parfaitement �etanche. C'est d'ailleurs l�a l'un des int�erêts du P DMS
pour les applications microuidiques les connections sont simples �a r�ealiser et
e�caces.

134



Annexe B

Brevet
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