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Introduction générale

es microsystemes peuvent étre définis comme des systemiasumses incor-

porant de maniére monolithique des capteurs, des actiomeéedes dispositifs

de traitement de I'information. Leurs dimensions sont cosgs entre quelques

micrometres et quelques millimetres. La multidisciplitiaest une caractéris-
tique forte des activités de développement des microsystemujourd’hui, la quasi-
totalité des disciplines scientifiques ou techniques soptiqguées (médecine, biologie,
physique, chimie, optique, mécanique). L'intérét grandissant pour les microsystemes
en terme de recherche et de marché réside dans le fait galawdd la diminution des
tailles et des colts de fabrication des dispositifs, la atimisation permet de multiplier
les fonctionnalités intégrées aux systemes et de répordkenauveaux besoins.

Le domaine biomédical, est I'un des domaines ou l'intéréirpes microsystemes est
capital et surtout pour tout ce qui releve de I'analyse bidicade (analyses sanguines,
analyses d'ovules...). Ces analyses peuvent poser un prelde co(t, de lourdeur de
mise en oeuvre et parfois méme de précision. Construire urogyiieme pour le biomé-
dical ne va pas sans difficultés. En effet, un tel microsystéuit répondre aux mémes
criteres que les systemes traditionnels, tel que la bioatitvifié des matériaux utilisés, la
manipulation des micro-objets biologiques (cellules, AD) le contréle des parametres
biologiques (température, pH, pression sanguineC’est dans ce contexte de recherche
gue s’inscrit I'objectif de cette theése.

Le travail de these présenté dans ce manuscrit est scindgugmpdrties principales :

La premiéere partie est consacrée au développement d’'un lbaGhdp pour la fé-
condationin vitro qui utilise la microfluidique pour le transport et le positeement des
ovocytes dans des sites bien précis afin de les analyser asdécdonder. Ce Lab On
Chip est constitué d’'une plateforme et d’'un ensemble de sohdeplateforme assure le
maintien en vie de I'ovocyte en formant un réservoir pour ikem biologique approprié.

\Y
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Un systeme de microfluidique assure le déplacement et l'inilisation de I'ovocyte.
L'ensemble des sondes permet d’opérer une analyse olgetgiV'ovocyte, c’est donc
une aide a la décision dans le choix de la fécondation ou néowaeyte.

Dans un premier temps, nous décrirons les différentes igobs utilisées dans le
domaine de la micromanipulation biologique et nous mestrem évidence leurs limites
par rapport a notre application.

Dans un deuxieme temps, nous exposerons les choix techmadsggue nous avons
retenu pour réaliser cette plateforme. Nous décrirons Ethodes de micro-usinage du
silicium que nous avons mis en ceuvre pour cette réalisdfinfin, nous démontrerons
gu’un réseau de microcanaux peut assurer le transport\ielte et son immobilisation
dans des sites bien précis. Aussi, en vue d’'une analyseralgedeux fibres optiques ont
été intégrées a la plateforme pour constituer un ateligradyse.

La deuxieéme partie est consacrée au développement d’'un hdbhi® pour le trans-
port et le contréle qualité d’'un greffon cornéen. Il s’agiamgporter des solutions aux
problemes de transport et de conservation des greffongeonsn posés aux banques de
cornées. En effet, les techniques actuelles de consemnvetide contrdle de la qualité
d’'un greffon cornéen sont loin d’étre satisfaisantes. ligi@ déterminant de la qualité
des cornées est le nombre des cellules endothéliales @s/présentent dans la cornée. Le
comptage de ces cellules est effectue, par un opérateunsorsscope, apres coloration
de la cornée par le bleu trypan qui s’infiltre uniguement das<ellules mortes. Or ce
dernier produit s’est avéré cancérigene et il sera san® dotgrdit dans I'avenir. Notre
but a été de remplacer cette méthode par une méthode optigad gvantage (i) d’étre
non invasive et (ii) d’éviter une manipulation de la cornéeast source d’infections et/ou
de dégradation. Pour ce faire, nous avons mis au point uaregstie mesure de la trans-
mittance optique de la cornée a examiner. Nous avons trauwéarrélation étroite entre
le nombre de cellules vivantes et cette transmittance.

Cette partie est organisée en deux chapitres, dans le preouisidécrivons la physio-
logie de la cornée et nous rappelons son role prépondérasiaaision. Nous citons les
étapes suivies du prélevement jusqu’a la greffe, en imgista les précautions de mani-
pulation tres rigoureuses. Ensuite, nous détaillons kgsedtexpérimentales et théoriques
gui nous ont amené a déterminer le spectre de transmittanée abrnée. Enfin, nous
donnons des résultats préliminaires obtenus sur des cono@econformes (i.e. rejetées
par la technique habituelle de sélection).

Le deuxieme chapitre est consacré au développement decaytenrs pour I'analyse
bactériologique des cornées pendant leur conservatioeff&nles cornées destinées a la
greffe sont préservées dans un milieu de conservatidf@, un contrble bactériologique
est effectué quotidiennement par une mesure de son pH pmaimétrie. La variation du
pH, traduit une infection bactérienne et induit un viragdadeouleur du milieu du rouge
au jaune ou conduit a une turbidité. L'inconvénient majegiicdite méthode est qu’elle
est peu précise et opérateur dépendante. Afin, de pallies problemes nous avons dé-
veloppé des microcapteurs potentiométriques capablésctiger des mesures locales du
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pH et en temps réel pour prévoir toute infection. Nous dénsrtout d’abord les diffé-
rentes méthodes et techniques utilisées pour la mesure @ pélis montrerons, par la
suite, les avantages offerts par notre méthode. Nous préaoss les étapes technologiques
entrant dans I'élaboration et la caractérisation de nosatépteurs.

Enfin nous montrons que le microsysteme qui répond a la prailque posée dans
cette deuxieme partie se concrétise sous la forme d’'un suppmlé dans une résine
biocompatible et doté d’'un systéme de fluidique pour as®maoute sécurité I'analyse
optique et bactériologique de la cornée.

Nous terminerons par une conclusion générale avec desgaasaqui ouvrent la voie
a de nouvelles recherches dans ce domaine.
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In vitro
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Plateforme pour la FIV

a fécondation extra corporelle ou fécondatiorvitro (FIV), consiste a repro-

duire en laboratoire ce qui se passe naturellement dan®iapés de Fallope :

la fécondation et les premiéres étapes du développememyenntaire. La fé-

condationin vitro proprement dite consiste a mettre en contact les ovocytes
et les spermatozoides dans une éprouvette pour permeté® spermatozoides de fé-
conder I'ovocyte. En cas d’échec, le médecin biologisteiqua la FIV avec ICSI (In-
tra Cytoplasmic Sperm Injection.), ou il introduit lui-mépmar micro-injection et sous
contréle microscopique, le spermatozoide a I'intérieuf akcyte. Les taux de succes
de la FIV (Fécondatiom vitro.) sont actuellement de I'ordre #% de grossesse. Ce
faible taux de réussite peut étre di a plusieurs facteursipasquels :

— Compétence de I'ovocyte (qualité) la qualité de I'ovocyte est évaluée sur des
critéres subjectifs. Essentiellement par observation ayem d’'un microscope, le
praticien décide des ovocytes qui seront fécondés. Lardétation des ovocytes
satisfaisants est donc trés fortement praticien-dépd¢adan

— Les Conditions expérimentalesactuellement, toutes les opérations nécessaires a
une FIV se déroulent manuellement en salle grise, a une tamopé de I'ordre
de 35 °C'. La salle grise est également enrichie(@d, pour augmenter leH de
'atmosphere. De plus, 'atmosphére est quasi saturée miditg.

— Le savoir-faire du praticien: I'expérience du praticien est une donnée importante
du taux de réussite de la FIV.

C’est dans ce contexte que nous avons entrepris la conceptianLab On
Chip dédié a la fécondatian vitro. Nous avons opté pour un Lab On Chip qui
apporterait des réponses au premier point dans les bonndgions expeéri-
mentales. La réponse au dernier point consisterait erofaatisation totale de
la fécondationn vitro. Au vu de la complexité des taches a assurer pour aboutiteé cet
automatisation nous n’avons pas retenu cette opératicrazobjectifs.

3



4 Plateforme pour la FIV

Nous avons donc entrepris la conception et la réalisationalplateforme de ce Lab
On Chip qui accueillerait les ovocytes candidats a une féatiom, et les instruments de
mesures qui vont assurer un choix objectifs des ovocytesyomeilleur taux de succes
de la FIV.

Ainsi cette plateforme doit remplir les fonctions suivanie

— le maintien en vie des ovocytes;
— le positionnement des ovocytes;
— l'accueil des sondes de mesures et de caractérisation.

Pour la réalisation de cette plateforme nous avons reteeahaologie silicium. Nous
nous sommes basés sur les techniques de microfabricasiponilbles dans notre labora-
toire. Premiérement, il s’agit de mettre au point un systdmeansport des cellules a la
surface des microlaboratoires (plateformes d’accueilgi @eit permettre de déplacer la
cellule d’un poste d’analyse a un autre. Deuxiemementutldgsurer un positionnement
ultra précis de la cellule au niveau des postes d’analydin,Eifaut mettre au point les
différents microcapteurs d’analyse cellulaire ainsi qug intégration sur les plateformes
d’accueil.

Dans la premiere partie, nous présentons un schéma deparsheia plateforme, nous
expliquons le choix des matériaux entrant dans la réadisalii microsysteme et nous dé-
taillons les différentes composantes du Lab On Chip. La @eogipartie est dédiée a
la partie silicium du Lab On Chip. Nous y présentons les taplnes de gravure du sili-
cium mises en ceuvre pour realiser la plateforme. Dans lsiérae partie nous montrons
comment une plague en verre soudée a la plateforme peuttigdetanchéité du mi-
crosysteme, et assurer l'interface avec des systémes deggenexternes. La quatrieme
partie, montre les moyens et les techniques utilisées passdmblage des différentes
composantes du microsysteme. Nous présentons aussi uageostpérimental dédié
a la validation de notre microsystéeme. Une cinquieme padtedédiée a un microsys-
teme pour I'étude des propriétés optiques de I'ovocyte.nEnfbus terminerons par une
conclusion sur cette partie.

.1 FEtat de l'art

Introduction

Dans cette partie nous présentons les techniques les pluantes utilisées dans la
micromanipulation des cellules biologiques.

Enfin nous fixons, au vu de cet état de I'art, les contrainteg@iles doit satisfaire
notre microsysteme. L'élaboration de la solution techgigjoe remplissant ce cahier des
charges sera présentée au cours de ce chapitre.
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1.1.1 Les pinces optiques

Les lasers trouvent de continuelles applications en bie]dgnt dans le domaine de
la recherche que dans celui du diagnostic et de la thérgpeuti’utilisation de la force
optique produite par les lasers a permis de créer une pirtcpieapable d’attraper une

cellule ou un fragment d’organite cellulaire, de les fixedetes transporter dans un autre
site cellulaire.

Le principe de fonctionnement des pinces optiques est pi&srir le schéma ci-
dessous (figure 1.1). Il décrit la force optique s’applidwsam une sphére dans un gradient
d’intensité lumineuse. Une bille de taille microscopigsemacée dans un faisceau a fort
gradient d’intensité lumineuse. Les rayons lumineux iaenid (A et B) qui traversent
la bille changent de direction a leur entrée et leur sortes inodifications de quantité

. 7 - - _) _>
de mouvement qui en résultent produisent des forces ogtifueet Fz) d’autant plus
. " . — —_ , .
grandes que l'intensité lumineuse est fori&; (> F4). La force résultante qui s’exerce

. pem— — e R . . . . N R
sur la bille ., = Fa + Fz) tend a attirer la bille dans la direction ou la lumiéere est la
plus intense.

Gradient d'intensité

A B

FIGURE 1.1 — Principe physique des pinces optiques

Les pinces optiques ont été utilisées pour capturer, séheer et déplacer de nom-
breux types cellulaires ou organismes unicellulaires tdras, virus, spermatozoides,
globules rouges, cellules rétiniennes en culture[1]. Lacs®n et la mise en contact de
cellules photosensibles avec des cellules neuronalesvagp@’ietudier le développement
des contacts intercellulaires et la régénération de sysapstre ces deux types cellu-
laires [2]. La manipulation optique de cellules mobiles ooenles spermatozoides pour
la mesure de leurs forces de propulsion flagellaire et digmdaent des pieges optiques
constitue un outil de diagnostique de certaines stérflggs



6 Plateforme pour la FIV

Performances et inconvénients

Les pinces optiques sont capables de manipuler des migetsagn milieu fluide,
mais plus particulierement aqueux, dont la taille varie2dlem environ (taille critique
pour réussir le piegeageBaum pour les forces de I'ordre de quelques dizaines de pN et
pour un laser de00m W [4], les particules se déplacant jusqu’a quelge®sim /s pour
une particule de, 68um environ et une puissance laserid&mW [5].

Cependant, la manipulation de cellules biologiques par laapping a des effets né-
fastes non négligeables. En effet, certaines cellulespretibn de la longueur d’onde et
de la puissance du laser, sont détruites lors de la manipu[&t 7]. Morito propose, pour
pallier a ce probleme, d'utiliser les infra-rouges moinstdéecteurs que la lumiére visible
[8]. Arai, propose lui, de manipuler la cellule cible en laugsant, soit avec des cellules
manipulées par laser qui, elles, seront détruites[9] as@t un pousseur artificiel déplace
par laser trapping[10]. Ce risque de destruction de celhdste le principal désavantage
de ce type de manipulation.

1.1.2 La manipulation mécanique

Les cellules biologiques peuvent étre déplacées par unglesiattion mécanique.
Deux grands modes de déplacement sont possibles : la palmsg@n plan et la saisie
par pince.

Arai propose de pousser une cellule a l'aide d’'un manipufateplacé par laser
trapping[11]. Le laser trapping peut, par l'utilisation kdeser trop puissant, détruire les
cellules. En poussant une cellule a I'aide d’'un pousseurpuénpar laser trapping, on
ne détruit pas la cellule poussée, non exposée au laser.

Gauthier [12] a développé un micropousseur magnétiqueuarbldans un milieu
agueux inséré entre deux lamelles de verre utilisées pswbigervations au microscope.
Le principe d’actionnement du pousseur repose sur I'atitis d’'un champ magnétique
créé par un aimant. Cet aimant, contrélé en position, est sibus les lamelles. Le mi-
cropousseur est élaboré avec un matériau ferromagnétigumouvement de I'aimant
déplace le pousseur dans le milieu liquide. Grace a ce dtgpdss particules, dont le
diamétre minimum est vingt micrometres, sont guidées atippeées avec une precision
de I'ordre du micron.

Une autre idée est de réaliser une pince a cellules. Dansmaide, Jager[13] pré-
sente un microrobot articulé avec un bras et une pince, teus dctionnés grace a des
polymeéres actifs. Ces polymeres actifs ont la propriété difmmer au sein d’'un milieu
agueux sous l'effet d’'un champ électrique. Ce robot trasmilen milieu aqueux permet
la manipulation d’objets d&00um sur une plage dg50um.

Il existe également une alternative des pinces. Une streucigide est montée sur un
dispositif de déplacement. Cette structure fait office de qgagir emprisonner la cellule et
ainsi la déplacer. Sadani [14] utilise ce principe pour rpalar un ovocyte. Il est consti-
tué d’'un bras monté sur un dispositif de translation. Le bsapercé a son extrémité pour
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accueillir 'ovocyte.
Performances et inconvénients

Ces systémes présentent des aspects trés pratiques. dptsiaich différentes tailles
de cellules dont la plus petite mesure une vingtaine de mécrléanmoins, ces outils
sont uniquement dédiés au positionnement des cellulesjniggrent pas des systemes
d’analyses. Pour déplacer les cellules ces techniquessitar# I'utilisation d’un champ
magnétique ou électrique et/ou un contact mécanique ceisguie d’'endommager les
cellules.

1.1.3 La diélectrophoréese

Parmi les techniques de manipulation, celles basées suappr@che utilisant un
champ électrique sont particulierement adaptées a la tirgation [15]. Elles combinent
les avantages de la rapidité, la flexibilité, le contréleadBkilité d’automatisation. Selon
la nature des particules a manipuler, différents types denpls électriques peuvent étre
appliqués :

— Un champ de courant continu pour I'électrophorése dequaets chargées,

— Un champ non uniforme de courant alternatif pour la diébgttorese (DEP) de

particules polarisables (chargées ou neutres).

La diélectrophorese est un phénomeéne qui trouve son oritfine les propriétés di-
électrigues des matériaux qui, sous l'effet d’'un champtétpe se polarisent [16]. Si
le champ électrique appliqué est non uniforme a I'échelis€’particule diélectrique,
celle-ci va subir des forces diélectriques qui, de par gaiteuniformité, vont I'entrainer
soit du c6té de la zone ou le champ est le plus fort (diélebtvagse positive) soit du
coté ou il est le plus faible (diélectrophorése négativa)dlelectrophorése permet donc
de manipuler des particules avec des champs électriqueisitéiat premier est de pou-
voir travailler avec des champs alternatifs, supprimamidés réactions électrochimiques
parasites dans les échantillons biologiques.

La manipulation de cellules biologiques par diélectropserest une technique cou-
ramment utilisée aujourd’hui[17] . Les microsystémes tyees permettent de créer des
champs électriques suffisamment intenses pour envisadairdale la diélectrophorese
sur des cellules. Ainsi, le champ d’applications de la di#gtghorése s’ouvre aux bio-
technologies et notamment a celui de la manipulation daspéthantillons cellulaires
[18].

Différents systémes ont été mis au point pour manipulerpreé des cellules biolo-
giques. Outre les paramétres caractérisant le systemmégee des électrodes, tension
appliquée, fréquence ...), le comportement des cellulemses au champ électrique
est directement lié a leurs propriétés diélectriques quigpmméme deviennent un critere
de tri. Les cellules malades ont des caractéristiquesatiiaes difféerentes des cellules
saines. Elles se comporteront donc différemment lorskas edont soumises a un champ
électrique. C’est en se basant sur cette particularité geesysemes de différenciation
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de cellules ont été congus, notamment un dispositif peamett’'isoler et de collecter
dans le sang des cellules infectées par la leucémie [19] idl@ctiophorese a été utilisée
pour séparer et caractériser des cellules normales ourearses [20] Des applications de
transport et de séparation de cellules et de particulesaEmmicroréseaux d’électrodes
ont ainsi été réalisées [15], notamment par Fuhret et abmjuitilisé la DEP dans un dis-
positif pour aiguiller et concentrer des particules aves dligeesses maximales d’environ
10mm par seconde [21].

Performances et inconvénients

Malgré les avantages offerts par cette méthode mentionrdsssus des inconve-
nients persistes. En effet, les cellules manipulées samis@s a des champs électriques
trés intenses (quelques dizaines idé/m) dont les effets physiologiques a long ou a
court terme ne sont pas connus. En effet, certains orgasisuieellulaires sont polaires,
comme par exemple 'ADN. Il est donc, dans notre cas trop rdasix d’utiliser cette
technique. De plus pour certaines fréquences, le milidulage se met a bouillir ce qui
entraine d’'une part I'érosion des électrodes du systenjeefaPautre part I'évaporation
de la solution constituant le milieu.

1.1.4 Manipulation des cellules par ondes acoustiques

Une méthode originale basée sur I'utilisation d’un pieggirtrensionnel non intrusif
pour les particules microscopiques dans un liquide a égailegté utilisée. Ce piege est
basé sur les forces acoustiques. La théorie de lévitatidn ptégeage est bien comprise
[23, 24]. La méthode est appliquée pour I'étude de la tensigerficielle a la surface
de gouttes de liquide de I'ordre du millimetre [25], des tations de forme et la dé-
formation de gouttelettes et de cellules biologiques [2@les propriétés mécaniques de
matériel biologique, comme les globules rouges [27].

Hertz et al. [28] ont décrit un piége tridimensionnel nortrinstif basé sur les forces
acoustiques dans une cavité ultrasonique. Les expériaridemégahertz démontrent le
concept et vérifient les forces théoriques. Les calculgitpges pour des systémes de plus
haute fréequence indiquent un potentiel significatif poupitgeage de particules submi-
cromeétriques.
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Performances et inconvénients

La différenciation entre les cellules et le sérum physimjog dans lequel baignent,
implique de générer un champ acoustique de forte énerggst important d’ajouter que
ces champs d’ondes trés énergétigues entrainant un pheeaméadicalisation de I'ox-
gene. Les radicaux libres étant nocifs pour les celluleant®s, cette technique leur est
donc préjudiciable [29]

1.1.5 La microfluidique

La microfluidique étudie le transport de fluides souventdgaues, de I'échelle de
quelgues microns a quelques centaines de microns. A cditdlédes effets inertiels
(a l'origine de la turbulence) sont généralement néglitgmalAinsi les globules rouges
transportées dans un capillaire sanguin (souvent plug gtre le globule lui-méme), un
fluide de polymeres circulant a travers un milieu poreux stitue des systemes micro-
fluidiques. A cette échelle c’est la viscosité qui domins,déffets de tension de surface
peuvent aussi étre prépondérants.

La plupart des dispositifs microfluidiques sont composé&sagdlaires et de chambres
de réactions. Pour les usiner, on part en général d’un raatéadlide, plan, dans lequel
nous allons formés des canaux et des cuvettes qui seronteenstouverts d’'un cou-
vercle. Pour réaliser ces motifs, nous utilisons la litlagdpie et la gravure d’'un matériau
solide comme le silicium, le verre ou le quartz. Ou procédmrsmoulage ou emboutis-
sage de matériaux polyméres. Les dimensions caractéesties canaux sont de I'ordre
de la centaine de microns mais descendent parfois jusq@kues dizaines de nano-
metres. La nature du régime d’écoulement d’'un fluide estrohétee par le nombre de
Reynolds qui dépend de la vitesse d’écoulement, du diamatoayillaire et de la vis-
cosité du fluide. A ces dimensions et dans les régimes desgitesbituels (inférieure au
centimetre par seconde), pour I'eau ou une solution aquye#use&isqueuse, le nombre de
Reynolds est tel qu’il n’y a jamais apparition de turbulenaedéplacement de fluide est
effectué en utilisant notamment des micropompes (ou méenogs) ou encore les phéno-
meénes d’électrocinétique ou électroosmose [30, 31].

Les applications majeures de la microfluidique portent surditement de cellules :
analyse, contrdle du développement, centrifugation, édsation, etc. L'analyse de
’ADN est un bon exemple d'utilisation des réseaux micrafigues. Le prélévement
d’ADN circule dans le réseau et traverse difféerentes zoedsaitement avant d’étre ana-
lysé [32, 33].
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Performances et inconvénients

La microfluidique est une technique idéale pour le transpestcellules. Elle est non
invasive puisqu’elle ne nécessite pas de lien matériel géptacer les corps et elle ne
provoque pas de phénomenes susceptibles d’endommagelidssctels que la radicali-
sation de I'oxygeéne ou des échauffements localisés. Taigtdd microfluidique présente
des limites pour la capture et le maintien de cellules. Edfef@ercément associée a un
autre systeme dont la fonction est d'immobiliser la cellule

Conclusion

Dans cette partie nous avons présenté les techniques aoeranatilisées dans la ma-
nipulation des particules biologiques. En effet, des tephes utilisant des champs élec-
triques, magnétiques ou acoustiques ont été mises en éeidBien que ces techniques
soient utilisées dans plusieurs domaines avec efficatiég,re sont pas adaptées a notre
application. Le caractére embryon-compatible de notréicaijon interdit I'utilisation de
ces différents champs. Ceci pouvant avoir des effets naaifes ovocytes. Nous avons
présenté également des techniques qui s’affranchiseneduigr inconvénient. La mani-
pulation par moyens mécanique, bien qui présentent unayaetvident par rapports aux
techniques précédentes risque d’endommager les celkidis, nous avons présenté la
technique de la microfluidique qui semble la plus appropfiést évident que cette tech-
nigue possede un caractére non invasif. Puisqu’elle eitiiree turbulence dans le liquide
de vie pour déplacer les cellules.

Dans la partie suivante, nous allons présenter les étapsesatigation d’'une plate-
forme microfluidique sur silicium. Elle sera dédiée au tpamset au positionnement des
ovocytes afin de les analyser ou de guider la pipette d’'ilgeactu sperme.
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2 Schéma de principe

Notre but est de réaliser un « Lab On Chip » en silicium. Celwechprend trois as-
pects. Le premier aspect est I'accueil et le maintien en g® alocytes. Le deuxiéme
concerne un systéme de transport et d'immobilisation desytgs sur des sites bien pré-
cis. Enfin, le dernier consiste a mettre au point les diffisr@emicrocapteurs d’analyse et
de prévoir leur intégration sur le Lab On Chip. Avant de déccie systeme, il convient
de préciser que les contraintes liées a la FIV interdisetitifation de tout champ élec-
trique, magnétique ou acoustique. Nous avons donc optélpoaystéme faisant appel
aux techniques de la microfluidique pour le déplacement pbsitionnement précis des
cellules. Cet aspect constitue la contrainte principaleafeeriravail et conditionne toute
la géométrie du systeme. Un schéma de principe est donné sguite 1.2.

Connecteurs 7= Sillons fibres Ovocyte Milieu Sens du déplacement Canal principal
{microfluidique l l - ;
Microcanal — \ /-\ /.\ /.\

Micro-canal Vverre  Ouverture annecte.ur Silicium
Canal principal| ~ Micro-ouverture microfluidique

FIGURE 1.2 — Schéma de principe du "Lab On Chip".

Sur la face supérieure du microsystéme, nous usinons umh darR@0 um de lar-
geur. Les élargissements ménagés aux extrémités de cepcamtgbal sont les zones de
déepot et de collection des cellules. Une succession de auesstures 40 um espacées
de2 mm) connectées a des microcanaux usinés en face arriere dsitiisgpermettent
d’aspirer le liquide séquentiellement d’'une ouvertureaautie et de déplacer I'ovocyte.
L'étanchéité des microcanaux est assurée par souduregagodiiun wafer en verre. Ce
dernier est percé pour permettre de connecter les microgamasysteme d’aspiration.
Des connecteurs microfluidique, collés sur le verre, assuaeliaison entre les micro-
canaux et le systeme d’aspiration. Il faut noter que le dieendes connecteurs micro-
fluidigue commerciaux& mm), conduisent a une taille relativement importante du Lab
On Chip 60 x 40 mm). De ce fait, nous ne pourrons fabriquer que quatre digfRpar
wafer de quatre pouces. Sur la face supérieure, nous avateré&nt intégré des sillons
pour fibres optiques. Ces derniéres constituent deux pdsteslgse. Un systeme de deux
fibres (premier atelier), est dédié a la mesure de I'absori de I'indice de réfraction de
I'ovocyte. Une troisieme fibre (deuxiéme atelier) permetiesure duypH membranaire
de la cellule. Dans ce qui suit nous allons détailler le®défifites parties du microsysteme
ainsi gue les techniques d’usinage utilisées.
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3 Choix de la fechnologie silicium

Le choix du matériau de base de notre microsysteme s’est portle silicium [15,
34]. Ce dernier semble le meilleur candidat pour plusieusors. Premiérement, nous
maitrisons bien toutes les techniques d’usinage nécessaia réalisation du microsys-
teme. Deuxiémement, une simple oxydation thermique suféitrandre embryocompa-
tible, ce qui est essentiel dans notre travalil.

Nous utilisons un wafer de quatre pouces de diametré28e:m d’épaisseur et de
coupe 400>. Deux masques lithographigues @pouces sont nécessaires pour la réali-
sation de la partie silicium de notre microsystéme. Le peemmasque (face supérieure)
deéfinit les motifs de la face supérieure : le canal princilgsl,zones de dépot et de col-
lection et les sillons pour fibres optiques. Le deuxieme magtace inférieure), définit
les ouvertures connectées aux microsillons. Les étapesgttolithographie sur chaque
face du wafer sont suivies par une étape de gravure sechdapfawe supérieure et hu-
mide pour la face inférieure. Dans ce qui suit nous allonailiigt ces deux techniques.

4 Techniques d’usinage du silicium

Deux types d’usinages du silicium sont nécessaires a lsafiah du microsystéme.
Le premier est 'usinage chimique par voie humide qui cdasisusiner des échantillons
par trempage dans des bains d’attaque chimique. Dans rastieocis utilisons la potasse
(KOH) qui est probablement le bain d’attaque le plus courammemiayé [35, 36].
Le second type d’'usinage, dit usinage par voie seche, ¢eraisun bombardement de
I'échantillon par un plasma. Dans notre cas nous utilisarBRIE (Deep Reaction lon
Etching.)[37]. Chaque technique intervient jusqu’a undgrrdeur bien définie comme le
montre le schéma de principe (figure 1.3).

Il faut noter que nous avions utilisé deux technigues pogrdaure du silicium, dans
le souci de réduire le nombre d’étapes technologiques s@ites a la réalisation du mi-
crosysteme. A l'aide de la DRIE la face inférieure nécesaiteleux étapes de masquage
avec alignement. Dans un travail précédent [14] a mis au poi@ technique de gravure
KOH pour cette face.

Face supérieure

Gravure DRIE Canal Principal
h —| Q)]
“ e h,
T g
Face inférieure Ouverture T
Gravure KOH pyramidale Sillonen V

FIGURE 1.3 — Schéma de principe des sites d'immobilisation.
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La figure 1.3 montre les deux faces du wafer aprés usinage®itEohaque face est
gravée a l'aide une technique spécifique. Dans un premigrenous gravons la face
inférieure du wafer silicium dans un bain H®H, jusqu’a ce que les ouvertures pyrami-
dales connectées aux sillons en V soient formées. Dans wiedei temps, nous gravons
la face supérieure par DRIE jusqu’a une profondeur qui pefigtention d’ouvertures
a la dimension désirée. En fait, au cours de cette derniesigg nous arrétons le pro-
cessus de gravure a plusieurs reprises pour mesurer langeafodes structures ainsi que
la taille des ouvertures. Le processus de gravure prend difiais|a taille des ouvertures
souhaitée est atteinte. Il faut noter, que pour cette rdsgnavure DRIE est effectuée
apres la gravur&OH. Au niveau dimensionnel, les données de base sont :

h., : épaisseur du wafeb®s um).
w = 40pm : coté de I'ouverture.

Ensuite il reste a calculer :

hs : profondeur a laquelle I'ouverture fedém de coté ;
h: : profondeur a laquelle se forme I'ouverture pyramidale.

La largeur delOum pour la micro-ouverture d’aspiration n’a pas été choisibasard.
Sadani [14], a montré que cette dimension était bien adadeétis pour le déplacement
et pour le piégeage de la cellule. Dans ce qui suit nous b#taila méthode suivie pour
graver chaque face du wafer.

5 Usinage de la face inférieure

Sur cette face nous allons usiner des ouvertures pyramidalenectées a des micro-
sillons. La technique de gravure du silicium retenue powgiradre ce but, est la gravure
KOH. Le choix de cette méthode se justifié par la résolution géamué des structures
gu’elle offre d’'une part, de la possibilité d’obtenir ceinage en une seule étape d’autre
part [14, 38]. Toutefois, bien que nous obtenions facilendes structures a géométries
complexes parfaitement dessinées a l'aide de ce type deargrayuelques architectures
simples impliquent la mise au point de structures de congiems parfois complexes.
Par exemple la fabrication de sillons en V formant un angtet dronvexe [39, 40] ou
concave [41] nécessite 'utilisation de motifs suppléragnt insérés au niveau des coins
proprement dit.

La technique de compensation utilisée pour obtenir desasiitons formant des
angles droits parfaitement définis est décrite en référgiet2]. Nous n'y reviendrons
donc pas. Un autre motif qui nécessite des structures dearmsapon est constitué par les
ouvertures pyramidales connectées a des microsillonstédh@ique de compensation a
déja été proposée pour un cas particulier [38]. Cependatre sgstéme nécessite une
adaptation particuliere de cette technique. Dans ce qtirsuils présentons en détail la
structure gue nous avons mise au point.
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1.6.1 Gravure sans structure de compensation

Lorsqu’aucune compensation n’est utilisée, le motif duauoag(figure 1.4) est com-
posé d’'un sillon défini par une barre de larg@urorientée suivant la direction1¢0>.
Nous rappellons que le but est d’obtenir une ouverture eateécotav située a une pro-
fondeurh, (voir figure 1.3). Dans ce cas, nous attendons a que la relahitrew et la
dimensior2h du masque soit donnée par :

(1.1)

1
2h = w + 2hs { V<”0>}

tanf Voo
Ou:

6 =54.7° :estl'angle entre les plafd 11}
et la surface du wafer.

Vit . vitesse de gravure des arétes
<110>.

Vi1oo) : vitesse de gravure des plafg)0}.

ha : profondeur a laquelle I'ouverture

mesurerav de coté.

Il se trouve que cette relation n’est jamais vérifiée en radmla sous gravure des plans
{411} qui tendent a allonger I'ouverture suivant la direction dlos. Ces plans prennent
naissance aux pointsdes le début de la gravure (voir référence [14] pour une gegDT
détaillée de ce phénomene). La conséquence principalerest gboutit a la formation
d’ouvertures tres allongées dans le sens des microsillons.

5 2h
i Si0, Si
— = A
<110> VQa "

Sommet de la pyramide

FIGURE 1.4 — Motif du masque non compenseé.

1.5.2 Etude théorigue de la structure de compensation

Cette section est divisée en deux parties. Dans la premi@us,présenterons la tech-
nique de compensation que nous proposons et nous détadlkrg@rocessus de gravure
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qui méne a des sillons connectés a des ouvertures pyrasiidaleseconde partie est
dédiée a des considérations théoriques et a I'établisdemesrégles de compensation.
Nous rappelons que, le but est d’obtenir des ouverturesnpgiedes de profondeuk;
(voir figure 1.3). Ces dernieres débouchent dans le canaipaih(profondeur,) don-
nant naissance a des ouvertures carrées deuc@téaut noter que, la gravure pourrait
étre stoppée a la profondehs. Nous avons préféré poursuivre la gravure jusqu’a une
profondeurh; pour étre sirs que les ouvertures débouchent dans le camzppt.

Présentation de |'architecture de la compensation

Afin d’obtenir des ouvertures pyramidales connectées aitlesssavec une bonne
définition géométrique, nous proposons la technique de eosgtion présentée en figure
1.5. Elle consiste a déconnecter le motif du sillon du magif’duverture sur le masque
de lithographie. Le masque correspondant a I'ouverturst pleis un carré mais une sorte
de 'C’ a l'envers de c6téh.

Z .
T Si0, £ Si
. A
g d

I

FIGURE 1.5 — Motif du masque compensé.

L'objectif est de retarder l'instant ou les plaf$11} commencent & se développer
depuis les pointsl. La structure de compensation est définie comme suit. Lardiioe
latérale es®h, la largeur des segments en haut et en bas de la compenssitianAénsi,
la distance entre ces segments et le sillon/gst h — a — ¢ . Dans ce qui suit, les
termes '‘paramétres de compensation’, ou CP feront réfégeogest-a-dire la distance
entre les pointsA et la partie verticale de la structure de compensation. Ediatt la
figure 1.5, il est clair que pour une dimensi@ndonnée/ est le paramétre crucial de la
compensation. En effet, il détermine I'intervalle de terepsre le début de la gravure et
le moment ou les plangt11} commencent & se développer depuis les points
Au début de la gravure, des sillons en V commencent a se g¥paiadans les ouvertures
du masque, de méme que des pléfsl } depuis les coins convexes de la structure [43].
Lorsque le sillon en V principal est entierement usiné (Bglw6), I'ouverture pyramidale
commence a se former.
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Y

z< 2h
(L) {111}

X

(100)

{111} {41 Plans

A rugueux
Sillon principal 7

{111}

oa]

FIGURE 1.6 — Apparition de la future ouverture pyramidale.

Des plans{111} apparaissent depuis les c6tés de dimen8ianls conduisent aux
surfaces usinéegl00}. Dans le méme temps, les plafisl1} se sont déplacés en direc-
tion du sillon. Des surfaces rugueuses relient les p{dmn$} aux surfaces usiné¢$00)
[39, 44]. Progressivement, et comme il peut étre observiadigure 1.7, les arétesi<0>
rejoignent le sillon aux pointd. La surface usinégl00) voit sa dimension diminuer.

<

X
< 410 > {111}
O—4 =1 9
A
{111} 411 = Plans
rugueux
Sillon principal A H L
H
T {111}
11}

FIGURE 1.7 — Evolution des plans lors de la gravure.

Des lors, plusieurs processus de gravure ont lieu simutiané(figure 1.8). Certains
plans{411} se développent vers I'extérieur de la structure pendantlga@lang 771} se
forment. Le plan{771}, le plus important est celui de droite (figure 1.8) car il coamaie
la géométrie de I'ouverture qui apparaitra dans le canatjal a la suite de la gravure
DRIE de l'autre face.
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{111}
z< 2h
{111}
{411

{111} c {111//j}oo)

Plans
rugueux {111}

{771}

FIGURE 1.8 — Connexion du canal avant la formation de I'ouverture.

Notons que de nouvelles surfaces rugueuses se dévelomretam cette phase de la
gravure. Ensuite certains des plgng1} se rejoignent au poir® dans le fond du sillon.
Au niveau du poinC, une surfac€100) apparait et se développe vers le bas du wafer.
Lorsque la gravure est complétement terminée (figure 1sPlens{111} se rejoignent
au sommet de la pyramide au poi?); Le point (D) est centré par rapport aux motifs
initiaux « 2h » du masque.

{771
o

2 an w/al |
{111}

D

-
-
-

{111} {111

{111}

Plans rugeux

(100)

FIGURE 1.9 — Formation de I'ouverture pyramidale.

En conclusion de cette partie, trois principales étapesssiaguient dans le processus
de gravure. La premiere étape correspond a la période enttébut de la gravure et
le moment ou les arétest¥0> rejoignent les points A (en fait quand les plafig1}
apparaissent). La deuxieme étape s’étend de la fin de la gmegtiape jusqu’a I'instant
ou le sillon est connecté (quand les arétes convergente/@amtO). Enfin, la troisieme
étape dure jusqu’au moment ou la pyramide est formée.

1.5.3 Regles de définition de la structure de compensation

La partie précédente met en évidence I'existence de lirpites la dimension de la
compensation. La dimension maximale pdwest dictée par le fait que le sillon doit étre
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connecté quand la pyramide est formée. En d’autres teradis, dle la deuxieme étape
doit correspondre a la fin de la gravure. Cela fixe une valeuirman pourd. En effet,

si d est plus grand que cette valeur, la gravure ne dure pas assgemps pour que le
sillon soit connecté. Remarquons que le pfaml} se développe suffisamment tot pour
lui permettre d’atteindre la profondelis avant la fin de la gravure, I'ouverture finale, au
niveau du canal principal sera rectangulaire [38]. Cela fixe wvaleur minimale poud.
Dans cette partie nous calculerons les valeurs limitespa@bkes pour le parametre de
compensation.

Calcul des valeurs maximales pour d

Comme nous l'avons précisé précédemment, la valeur maxitekt régie par le
temps nécessaire pour que les arétes rejoignent le @oifdtce stade, il nous faut déter-
miner laquelle des arétes nous devons considérer. Pougespteci, nous nous référe-
rons a la figure 1.10, ou les proportions ont été intentidanetnt exagérées et ou nous
représentons que la partie supérieure de la compensagindaRt le processus de gravure
les arétes et convergent vers le pdintLa question est de savoir laquelle des deux arétes
arrive en premier au poir®®. Comme nous pouvons le voir sur la figure 1.10, la réponse
dépend de l'inconnué.

~. /

,w"r\\:\le\;

/ / n

dMax

FIGURE 1.10 — : L'aréte 410> arrive la premiére au poird.

Un élément de réponse consiste a remarquer que l'intergegtitre les arétesi0>
et <410> se déplace selon la direction avec un angldftepar rapport a I'axe du sillon.
Ici, nous percevons un cas particulier pour lequel les deétes arrivent au poir® en
méme temps. Ce cas particulier correspond a une valediddanée par :

do = go +a (12)

Maintenant, pour chacune des arétes nous calculons larvaeespondante deq; .
Nous appellerons ces valeurs''’> etd; %> (figure 1.10). Enfin, nous comparerons les

axr
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Max

19
doit étre supérieure & . Par contre, si c’est I'aréte4€0> qui arrive en premier au point

valeurs calculées avel. Si c’est I'aréte 410> qui rejoint le pointO en premierd:10>
O, d;#1%> doit étre inférieure al,. Nous nous référerons a la figure 1.10 pour calculer
d 19> La distance que I'aréte40> doit parcourir est donnée par :

Max
L% — (cosa) X {EO +a+d

<410>
Le temps nécessaire a ce parcours est :

Maz X tan a}

(1.3)
T<410> L<410>

COs &

lo + a + dH0>
V<4io> {

V<4TO>

Maz X tan a]
Rappelons que<*1°> doit &tre inférieur ou égal & = h1/Vi100) l€ temps requis pour
alors :

(1.4)

former la pyramide. Dans le cas contraire le sillon ne semgo@necté. Nous aurons

i 1 h1V4io
dyfas” = —— —(ly+a 15
Maz tan o | V{100 cos (b ) (1.5)
Intéressons nous, maintenant, au cas ou I'arét@>arrive en premier au poird? (figure
1.11). Un calcul similaire au premier calcul nous donne lawa:
d<410> o |: h1V<410>
Maz -

— (¢ t
Ap— (o + a) ana]

(1.6)
\‘ /
\ e
\\ /
\ /
\ \“ /
‘\‘ <4107 -\ /
o\ ¥ Y
\ / ‘\\
\ |
\ // « \\ N
\\ / ' \\ P
2a O \ 4 \\\ |
\1<410>
T Max
‘\ dO

FIGURE 1.11 — : L'aréte 410> arrive la premiére au poir?.
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Nous venons d’établir les expressions des paraméiigs concernant chacune des
arétes 410> et <410>. Les conditions définissant 'ordre d’arrivée des arétepa@ntO
en fonction du parametrésont les suivantes :

L'aréte <410> arrive la premiére au poir@ si : d51%> > dj,.
L'aréte <410> arrive la premiére au poiid si : dy/> < d.

Dans la pratiqgue nous procédons comme suit :

Calcul de
d<4io>
Mazx

S T

Calcul de

<410>
dMam

la valeur

maximale A
L'aréte

de la com- - .

. <410> arrive
pensation L
ostd la premiére

Maz au pointO
donnée par
I'équa(l.5)
-

L'aréte
<410> arrive
la premiére
au pointO

la valeur
maximale
de la com-
pensation
estdiax
donnée par
I'équa (1.6)

Maintenant que nous avons déterminé les conditions poguédies la connexion est
établie au moment ou I'ouverture pyramidale est formée guoindeurh;, nous allons
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calculer les valeurs minimales du parametrpour obtenir des ouvertures carrées a la
profondeurhs.

Calcul des valeurs minimales pour d

Avant de calculer la valeur minimum acceptable pour d, nappelons que le plan
{771} ne doit pas avoir atteint la profondels lorsque la gravure est terminée. Il nous
faut donc évaluer le tempsnécessaire pour que ce pliri1} atteigne la profondeuts.
Sachant que cette duréeloit étre inférieure au temps de gravure total, nous cahsuli®
valeur minimum admise pout.

Le tempsr peut s’écrire sous la forme :

T=T1+ T

71 . le temps nécessaire pour qu’une des arétégxatteigne un des point (naissance
du plan{771});

T, . représente le temps mis par le plgFv1} pour évoluer a travers le wafer jusqu’a la
profondeurhs.

L'idée du calcul est la suivante :

— Calcul des temps=*'%> et7<*1%> nécessaires pour que les arétést ou 410>

arrivent au pointA.

— Calcul du temps, nécessaire pour que le pl&fi71} parvienne ala profondeus.

— Détermination de<%10> = 7<410> 4 7 etr<410> — 7<410> 4 7

— Introduction des contraintes <*1%> ou7<41°> doivent étre supérieurs au temps de

gravure totale, c’est-a-dire<410> oy 7<410> > ha/Viioo)-

— Déduction des expressions correspondantets e~ et d;:%> que nous compa-

rerons al, (de maniére analogue a ce qui a été fait poyr.,).

L'expression der; s'établit de la méme maniére que celledig,.. Seulement cette
fois, c’est I'aréte qui arrive au poimt en premier gu'il faut déterminer. Pour cela, nous
devons considérer un cas particulier légérement diffétertelui pris en compte précé-
demment. Puisque c’est le poirt et non plus le poinD qu'il faut considérer, est
simplement donné par :

do == 50 (17)

Dans ce cas, nous obtenons les expressions suivantes :

i cos « 1
0> = <€0 + dy> tan a) (1.8)
<410>
cos a
PR (60 tan o + dffihb) (1.9)
Veatos

Pour calculer nous considérerons la figure 1.12, qui représente une vueugre e ce
gui se passe en dessous du paint
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Face supérieure
(gravure DRIE) D

»

SR
h F111
1 hs { }
{771}
/0 g
Face inférieure < e .
(gravure KOH) ¢ b

FIGURE 1.12 — : Parcours du plafv71}.

De cette figure nous déduisons les expressions suivantes :

h
tanf = -2 (1.10)
&
ha
t = 1.11
an -y T (1.11)
L{??l}
avecL{™} = ‘/1771}7'2
Desquelles nous obtenons :
ho 1 1
= i — 1.13
E Virry SR Lan”y tan 9} ( )

En combinant les relations 1.8 et 1.13, nous obtenons legssipns de-<*°> et
T<410> Rappelons que doit étre supérieur ou égale au temps total de la gra¥uMous
en déduisons alors :

d;;liinb _ V<.410> hy B h sin 1 B Ly
sina | Viooy  Virmy tany  tanf tan «
Vegios | M hy . 1 1
d<4-10> — < . _ ot
Min cosa [Viooy Vimy S tany tanf otana

En ce qui concerne le paramettg;,, le raisonnement sur I'ordre d’arrivée des arétes
en fonction du paramétre de compensation est similaire @égent, a la différence que
dy = ¢y, ce qui conduita :

L'aréte <10> arrive la premiére au poir® si : d11%> > dj.
L'aréte <110> arrive la premiére au poir@ si : dy/1> < dp.
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Dans la pratique, nous procédons suivant le méme principelpalétermination de
dyqz- Les inégalités établies ci-dessus définissent un domaimessant 'ensemble des
valeurs des parameétres de compensation pour lesquellssobdenons un microcanal
correctement connecté a une ouverture carrée non défoumdéeesmu du canal principal
(profondeurh,). Les valeurs numérigues des angles et des vitesses daamauvent
étre trouvées en reférence [38].

1.5.4 Influence des sous gravures des plans {111}

Dans ce qui précede, nous n’avons pas tenu compte de I'@mldés plang 111}
pendant la gravure. En réalité ces plans subissent une sausrg. Cette derniére tend
a translater le pointl vers le haut suivant la directionl 0> (figure 1.13). Cette sous
gravure des plan§l11} se traduit par une augmentation des dimensions des miorasil

d’une valeur :

0 = temps de gravure V_q19>

Sous gravure

{111}

Sillon principal

FIGURE 1.13 — Schéma de la sous gravure.

La duréer; réelle est donc plus petite que celle exprimée précédem@ependant,
la maniére de conduire les calculs reste la méme. Les paiesddd prennent alors les
formes suivantes :

Les valeurs maximales podrsont données par :

dﬁi‘b _ 1 { hVesio> B (60 ta—h V<110>)} 1hy Vaio>
“ tan « | Viioo) cos a Viaoo) Viaoo)

Jsho>  _ hVesio> (60 ta—hy V<110>)tana s Vaiio>
“ cos aVeigo> Vi100) Vi100)

3 V.
Valeurs a comparer avelg = (ﬁo Ya—hy <110>>.
(100)
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Les valeurs minimales poursont données par :

z 1 1] h h 1 1
d<M%LO> = - L 2 in v — —{y
tana | n [ Viooy  Virmy tany  tanf

1{ h h 1 1
dfﬁ;0> - |: o 2 siIl’7< — >:| —{p tan «
n Vo)  Viry tany  tanf

Ces dernieres valeurs sont a comparer ayee (o — 7, X V110> etrl<410> =T — To.
avec :

oS v
no= ,
Vestos + Verios (cos a + sin @)
7_1<410> =7 {EO tan o + d;;lilno>}

1.6.5 Calcul des différents parameétres

Pour obtenir une ouverture dé pm de c6té et une profondetis = 325 pum :

Les données

« 30.96°

0 54.7°

y 95.2°

Doy 525 um

hs 325 pym

w 40 pm

Voiio> 0.006 pm/min
Veato> 0.343 pm/min
V(100 0.26 pm/min
Virry 0.38 um/min

TABLE 1.1 — Usinage : tableau des données.

A partir de la relation (1.1) nous trouvons :
h = 242.62 ym

Et par conséquence (en prenant pola valeur3%(2h)?) :

1. Valeur choisie arbitrairement.
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hy = h x tan 6 = 342.66 um
€ 3%(2h) = 14.55 um

d 6.49 um

2a 145 pm

Les valeurs maximales

4 =h —¢e=155.57 um

do =ly+a—0=221.58 um
dypo> = 518.43 um

dypo> = 387.29 um

Les valeurs minimales

Ly =h —¢e=155.57T um

do =/ly— Voy10» X 11 = 151.37 um
510> = 296.46 um

dypino> = 240.83 um

TABLE 1.2 — Usinage : tableau des valeursdde,,. et dedy;,,.

Pour les valeur maximales commig}!’> > d, c'est 'arréte <410> qui arrive la
premiére au poin©. Pour les valeurs minimales, commig}l’> < d, c'est l'arréte
<410> qui arrive la premiére au point. i
Donc, la valeur del est située entrd;'*> et d;/:1’>, dans notre cas nous la choisirons

telle que :

<410> <410>
— dMax + de

a 2

=407.44 um

1.6.6 Résultats Expérimentaux

Sur la base des techniques de compensation décrites cisgessus avons réalisé
un masque lithographique permettant d’obtenir les ouvestpyramidales (huit au total)
connectées a des sillons. La technique de photolithogeapuis permet de transposer
ce masque sur un wafer de silicium de taillpouces. Ensuite nous procédons a la gra-
vure KOH de la face arriére du wafer. La figure 1.14 montre une photo ME&Ba face
inférieure de la plateforme. Nous distinguons sur cettaidez face les microcanaux
connectés aux micro-ouvertures qui débouchent sur I'date
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Ouverture
pyramidale

1

microcanal
Hag= 16 X

2.0 f—

IMFC/LPMO /CNRS
14-Jun-2004

WD= 7@ nm
EHT=15.08 kV

FIGURE 1.14 — Image MEB de la face inférieure.

La figure 1.15(a) montre une vue rapprochée de I'une des turesr ou nous pouvons
voir clairement la connexion ouverture-canal. La figurés{b}, une vue rapprochée d’'un
angle droit parfaitement compense.

IMFC/LPMO/CNRS WD= 49 235 X IMFC/LPMO/CNRS WD= 60 nn Mag= 379 X
14-Jun-2664 EHT=1S5. <V n 30-Apr-2004 EHT= @.00 kV 1@0un )—{

(a) Image MEB d’une ouverture pyramidale. (b) Image MEB d'un angle droit.

FIGURE 1.15 — Images MEB illustrant la technique de gravure utisé
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1.6 Usinage de la face supérieure

Sur cette face nous usinons les ouvertures et les canaussaées a I'accueil, au
transport et a 'immobilisation de I'ovocyte, ainsi que &sliers d’analyse. La technique
de gravure retenue pour atteindre ce but, est la gravure Rfamie (Deep Reaction lon
Etchnig) en raison de la facilité qu’elle nous offre poureshit des structures de géométrie
variées [37].

1.6.1 Mise en ceuvre expérimentale

La gravure séche ou gravure ionique réactive profonde (DRKE)en ceuvre des plas-
mas. Elle consiste a bombarder la surface d’'un substrag pla@s une enceinte sous vide
avec un flux de gaz ionisé. Le mécanisme de la DRIE est physiicoigue. Il résulte de
la combinaison d’une attaque chimique et d’'un bombardemeigue. La superposition
d’'un bombardement ionique de faible énergie a une attagueaure dans le plasma per-
met de contrdler I'anisotropie de la gravure en activantd@ue sur les surfaces soumises
au bombardement ionique. Le principe repose sur une dézhapacitive entre deux pla-
teaux paralléles (électrodes) baignant dans un plasméfréacwafer de silicium est
placé dans une enceinte sous vide. Un flux gazeuX dig et SF, mélé a I'oxygene est
ionisé en traversant un champ radiofréquence (RF) avariedfidte la surface du wafer
a graver. La couche de protection de silis&X,) ouverte par une attaque chimique joue
le rdle de masque.

Nous utilisons alternativement les gézF, et SF. Le SF, pour la gravure et |1€,F
(polymere) pour protéger les flancs donnant naissance aates flerticaux. Un champ
électrique vertical oriente le plasma vers le bas donnaetgravure profonde. Notons
gu’a I'aide de cette technique nous pouvons obtenir destsies a facteur de forme éle-
vée. Il faut noter que cette technique donne naissance aae-pics de silicium dus a
une re-déposition du matériau dans les surfaces gravéesniCespics sont générale-
ment appelés « herbe ». Pour les éliminer nous plongeonshast#lons dans un bain
KOH pendant quelques secondes.

1.6.2 Résultats expérimentaux

Résultats expérimentaux concernant la plateforme

Les résultats expérimentaux obtenus a l'aide cette teaknspnt présentés sur la
figure 1.16. Nous y reconnaissons notamment les zones dé¢ eepgé collection des
cellules, les ouvertures qui servent a la fois de systemgpdation et de sites d’immo-
bilisation. Sur cette figure, nous observons égalementilleasdestinés a recevoir les
fibres optiques (systémes d’analyse) ainsi que le canatipahqui permet de canaliser
le liquide de vie cellulaire et donc d’améliorer la manigida des cellules.
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Structure de plaquage des fibres

Collection Dépot

Ouverture Canal

Sillons pour fibres

IMFC/LPMO/CNRS WD= 61 mn Mag= 18 X

14-Jun-2004 EHT=15.00 kV 1 p—

FIGURE 1.16 — Image MEB de la face supérieure.

Les autres structures qui apparaissent sur cette figuredsstinées au plaquage et
au collage des fibres optiques. Il faut également noter quigdiees optiques doivent étre
parfaitement positionnées. Pour cela, des butées sontag®és a proximité du canal
principal. Cet aspect fait I'objet d’une autre partie quiteales postes d’analyse optique
des cellules.

Apres la gravure le wafer est désoxydé, puis Iégerementéftheérmiquement) pour
obtenir une fine couche homogene de sili§&),) sur toute la surface ainsi qu’a I'in-
térieur des ouvertures. Les plateformes acquiérent amesipuopriété primordiale pour
notre application : la non-embryotoxicité.

Résultats expérimentaux concernant les ouvertures

La plateforme contient huit ouvertures destinées d’'une¢ gpdiaspiration du milieu
de vie, a piéger les ovocytes sur des sites d’analyses d’patt. La figure 1.17 montre
une vue rapprochée sur I'une des ouvertures. Nous constgtansa dimension corres-
pond au micrometre pres a la taille désirée, ce qui montfiicbeité des techniques de
compensation utilisées mis au point.
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Linewidth

la= 48.67 p

L1b= 48.97 p

Lic= 0.9 Deg

IMFC/LPMO/CNRS WD= 47 mn Mag= 1.08 K X
29-Apr-2004 EHT=15.00 kV 20un )—1

FIGURE 1.17 — Image MEB d’une ouverture.

Résultats expérimentaux concernant les postes d’analyses
Présentation schématique

Il est évident que toutes les analyses effectuées sur Meadoivent présenter un
caractére non invasif. La cellule ne doit subir aucun traismee susceptible de détériorer
son équilibre physiologique ou sa morphologie car apresct@rsation, si la cellule est
jugée apte, elle est destinée a étre fécondée. C’est doncdaastexte que nous avons
opté pour des systemes d’analyse optique. Il s’agit ici dxdeeliers de mesures (figure
1.18).

Le premier est dédié a la mesure du spectre de transmisslmvdeyte. La méthode
consiste a bloquer un ovocyte entre deux fibres optiquesuiréete issue d’'une fibre
émettrice traverse la cellule puis elle est collectée parfilome réceptrice (figure 1.18(a)).

L'analyse du spectre de transmission permet d’obtenir ai@smations pertinentes
sur différentes caractéristiques des cellules, en pédicsur leur degré de maturité[45].
Cet aspect sera traité plus en détail dans la partie 1.10 deapére. Le deuxieme atelier
est dedié a la mesure du pH membranaire de I'ovocyte. La mespose sur |'utilisa-
tion d’une fibre clivée a I'extrémité de laquelle un fluoropdhgpécifique est déposé. La
longueur d’onde de fluorescence varie avec le pH du miliewbatect avec la fibre. Une
mesure du pH membranaire peut étre effectuée si I'ovocynesontact avec la fibre (fi-
gure 1.18(b)), ce qui explique la forme triangulaire de€bst et la position excentrique
de la micro-ouverture.
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Canal principal Ovocyte Micro-ouverture  Canal principal Fluorophore
, i

Fibre collectrice Butée fibre Fibre émettrice Butée fibre Fibre optique

(a) Mesure de spectre de transmision. (b) Mesure du pH membranaire.

FIGURE 1.18 — Schéma de principe des ateliers de mesures.

Résultats expérimentaux

La figure 1.19, montre des vues rapprochées. Sur la figuréa), I®us reconnaissons
les sillons pour les fibres destinées a la mesure du spectirmgmission de I'indice
de réfraction de la cellule (a noter la bonne géométrie désebude fibres ainsi que de
I'ouverture d’aspiration). La figure 1.19(b), montre ladeipour la fibre de mesure du pH
membranaire. Nous remarquons I'’évasement du canal paingipet endroit ainsi que le
décalage de I'ouverture d’aspiration vers les butées. Gaangt de positionner la cellule
en contact avec la fibre sans risquer de 'endommager.

(a) Butée (mesure transmission). (b) Butée (mesure pH).

FIGURE 1.19 — Résultats expérimentaux ateliers d’analyses.

Il faut conclure de ces résultats que le procédé DRIE que nmussautilisé est par-
faitement adapté a la gravure de motifs de grandes dimengiaones de dépbt et de
collection des cellules), mais également a la définition défenbeaucoup plus petits (
butées carrées ou triangulaires).
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6.3 Conclusion

Les études décrites dans cette partie concernent la téaliske la partie silicium de
notre microsysteme. Cette étape, nécessite I'utilisateodedix techniques différentes de
gravure du silicium et I'exploitation de chacune des dewe$adu wafer.

Dans un premier temps, nous avons décrit la face inférietireette partie silicium.
Nous avons mis au point une structure de compensation spéxiious permettant d’ob-
tenir des microsillons connectés a des ouvertures pyraesilars d’'une gravure humide
(bain KOH) qui s’effectue sur une épaisseur d’envit@a pm. Il est important de no-
ter que notre méthode est simple et facile & mettre en ceulleenécessite une seule
opération de lithographie et une seule étape de gravure.

Dans un deuxieme temps, nous avons présenté la gravure aleeladpérieure. Sur
cette face nous avons utilisé la technique de gravure s&RE] qui nous a permis
d’obtenir des structures de différentes géométries. Ce dgpgravure ne nécessite au-
cune compensation particuliere au niveau du masque delphogwaphie. En revanche
la qualité des flancs implique une adaptation des paramé¢rgsavure. Il faut noter la
grande précision de cette technique ainsi que sa rapidigen& nécessite qu’'une étape
de lithographie et une quarantaine de minutes pour effetdygocessus de gravure. En
fait, nous arrétons le procédé dés que les ouvertures théigpi atteignent la dimension
désirée (ic40 pum de c6té). Cette gravure doit étre suivie par une gravure KQidligat
guelques minutes pour éliminer I'herbe produite dans lel fdes structures gravées.

./ La partie verre

Pour assurer I'étanchéité des microsillons usinés suckifdérieure de la plateforme
silicium, nous utilisons un wafer en verre(pyrex 7740). ®ae wafer nous allons réaliser
des ouvertures qui permettent la liaison entre le systémspiation et la plateforme
silicium. Dans cette partie nous décrivons les technigee®dlisation des ouvertures.
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1.7.1 Présentation schématique

La réalisation des ouvertures dans ce wafer nécessite éaa@mn d’un masque litho-
graphique.
La figure 1.20 représente un schéma d’une par-
tie du masque. Les croix sur le schéma représentent
les endroits de percage des ouvertures. Les petits
cercles facilitent le repérage des ouvertures et les
grands cercles facilitent le positionnement des connec-
@ teurs microfluidiques lors de leurs collages sur la
T plaquette de verre. La transposition du masque sur
Croixde repére  Corclos dalignoment  Verro un wafer en pyrex demande I'utilisation d’une tech-
pourpersage - des comnecteurs nique appelée Lift-off [46]. Cette derniére permet
de réaliser des motifs en chrome-or sur le wafer
en verre. |l faut noter que les croix représentent
I'emplacement des futures ouvertures et que cha-
cune d’elles doit étre parfaitement positionnée par rappdextrémité du canal qui lui
correspond.

FIGURE 1.20 — Une partie du
masque pour les ouvertures.

1.7.2 Résultats expérimentaux

L'usinage de la partie verre se décompose donc en deux paltidithographie et le
percage. La figure 1.21 (a) montre une vue du wafer de vert@pté le percage. La fi-
gure 1.21 (b) montre les ouvertures dans le wafer réaliggsgpgage mécanique (usinage
diamant). Leur diameétre est de 1mm, dimension adaptée aunecteurs microfluidiques
commerciaux.

g

R { |
oo e i

(a) Avant percage. (b) Aprés percage.

FIGURE 1.21 — Wafer de verre (4 pouces) apres lift-off.
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1.8 Assemblage du microsysteme

A ce stade les principales parties du microsystéme ont alié@és. 1l nous reste a les
assembler pour obtenir un microsysteme complet. Dans patte, nous allons décrire
les techniques et les méthodes utilisées pour effectuassemblage.

Nous commencons par la soudure de la partie inférieure derwaitium sur le wafer
de verre, afin d’assurer I'étanchéité des microcanaux. Balarnous utilisons une tech-
nique appelée soudure anodique (anodic bonding). Cettedeest utilisée pour souder
hermétiguement du verre a du métal [47] ou des semi-conaiscfé8, 49]. Pour les sou-
dures faisant intervenir du silicium, le verre pyrex 7740pesticulierement bien adapté
[50]. Dans notre cas il est important d’aligner les deux wsfafin que les ouvertures du
verre coincident avec les extrémités des microcanaux dartee silicium. Nous devons
donc effectuer une soudure avec alignement. L'alignemestdgux wafers est effectué
sur un aligneur de type EVG. Les deux wafers (silicium-pyraignés et plaqués 'un
contre l'autre sont transportés dans le bati de soudureigumdNous appliquons une
certaine pression sur les deux wafers avant de créer un &g bans la chambre de
soudure. Nous portons ensuite la température des wafeentours de00°C.

Dans ces conditions, les ions sodium présents
dans le verre acquiérent une grande mobilité. Une
tension élevée (>1 kV) est alors appliquée entre le
pyrex et le silicium. Les cations migrent en direc-
tion de la cathode tandis que les anions immobiles
forment une couche de charges négatives au voisi-
nage de l'interface verre-silicium. Ce phénoméne
génere des forces électrostatiques puissantes a I'in- &
terface qui plaquent les wafers I'un contre 'autre. =%
La soudure est établie grace a des interactions chi-

miques entre les atomes de silicium et les anions. o
e, R FIGURE 1.22 — Face inféerieure
Nous avons ainsi réalisé avec succes une SQAifres la soudure anodique.

dure totalement étanche et résistante. La résistance

a d’ailleurs été mise a I'épreuve lors de la derniére étapestitaée par le découpage
des wafers a la scie diamant. Nous obtenons ainsi une platefinie dont une vue de
dessous est présentée sur la figure 1.22.

1.8.1 Montage des connecteurs microfluidiques

Afin, d’établir une connexion étanche entre la plateformke stystéeme d’aspiration,
des connecteurs microfluidigues commerciaux ont été ésilfgure 1.23).
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FIGURE 1.23 — Montage des connecteurs microfluidiques.

Ces derniers sont collés sur la partie verre juste en faceuwestares. Nous avons
parfait ensuite le collage par une étape d’étuvage’& pendant 90 minutes.

Un premier test d’étanchéité du systeme a été effectué adszadl. Cet essai confirme
la bonne tenue des différents assemblages comme l'illlsfigure 1.24.

Goutte d'eau  Capillaire

FIGURE 1.24 — Test des connecteurs.

1.8.2 Montage des fibres optiques et des capillaires microflui-
diques

Il s’agit ici de fibrer le composant et d’établir la connexientre la plateforme et
le systeme d’aspiration. En ce qui concerne le fibrage du osam, la plateforme est
placée sur un dispositif de fibrage spécialement congu peiter opération (figure 1.25).
Pour le capteur pH membranaire, nous utilisons une fibréddeum de cceur. Pour le
systeme de mesure de spectre de transmission, nous iliserfibre dé0 pm de coeur
pour I'émission et une autre d®0 pm pour la collection. Les extrémités des fibres sont
clivées.
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FIGURE 1.25 — Dispositif de fibrage de la plateforme.

Sous binoculaire nous plagons les fibres dans leurs sillesygectifs. Nous les fai-
sons ensuite glisser dans les sillons (platine de translgtisqu’a ce qu’elles arrivent en
contact avec les butées de fibre (figure 1.19). Nous nousassgue les fibres sont bien
au fond des sillons, en utilisant une petite masse qui viaméser dans des structures
spécialement gravées sur la plateforme (figure 1.16). Uagmldes fibres est assuré par
le dépbt de petites quantités d’une colle biocompatibles demendroits prévus pour cela
sur la plateforme. Le résultat du montage des fibres estieisiy la figure 1.26(a).

En ce qui concerne la connection de la plateforme a un systéamseiration nous
utilisons des capillaires de25 pum de diametre. Sur la figure 1.26(b), nous montrons la
face inférieure de la plateforme apres le montage des ampsl

(a) Connexion des fibres optiques. (b) Connexion des capillaires.

FIGURE 1.26 — Plateforme et les connexions associées.
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1.8.3 Montage expérimental pour la manipulation et I'analyse
de I'ovocyte

Le systéme utilisé pour la manipulation et I'analyse descptes est présenté sur la
figure 1.27. Il est composé de :

— Une binoculaire dotée d’une caméra CCD (Charge-Coupled Devjoepermet
d’observer et d’enregistrer les manipulations en temgs rée

— Un systeme d’aspiration composé de micro-injecteurs etagdlaires reliés a la
plateforme.

— Un systeme d’analyse composé, d’'une source de lumierel#aronnectée a la
fibre émettrice, un spectrométre connecté d’'un coté a lardweptrice et de 'autre
a un PC muni d’un logiciel d’analyse des spectres.

FIGURE 1.27 — Montage expérimental pour la manipulation et I'asalg'un ovocyte.

Il faut noter que les résultats qui vont étre présentés nestoent que le déplacement,
le piégeage d'ovocytes et la mesure du spectre de transmidsi mesure du pH mem-
branaire a été reportée. En effet la mesure du pH nécessitettie I'ovocyte en contact
avec un fluorophore. Ce dernier doit étre incorporé a un palgméposé en bout de fibre.
La mise en point d’'un tel polymere embryo-compatible etstésit (pas de contamination
de la cellule) nécessite de longues études que nous n'aagnapinclure dans le travail

présenté ici.
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1.9 Résultats Expérimentaux des Manipulations de
billes et d’ovocytes

Dans un premier temps, le microsysteme a été validé aveciltEssdn polystyréne
qui présentent le méme diametre que les ovocytes. Dans wiedse temps, une serie
d’expérimentations a été effectuée au CHU de Besanc¢on survdegtes surnumeraires.

1.9.1 Validation du microsystéme avec des billes en polysty-
rene

Les billes sont déposées dans I'un des deux réservoirs datéigrme silicium dans
un milieu liquide. Nous avons filmé le déplacement des bdlase ouverture a une autre
a l'aide de la caméra CCD. Au cours des expérimentations naussasonstaté que le
déplacement des billes dans I'eau et avec des micro-injes;ts’est révélé impossible. I
semblerait que des effets de surface (non identifiés) premd’adhérence des billes sur
le silicium oxydé. La force de trainée nécessaire a la mism@mement des billes est
alors importante. Nous avons donc utilisé un liquide plgsjneux (huile) et remplacé les
micro-injecteurs par des seringues.

La figure 1.28 montre une bille dans différentes positionsgdpat son déplacement.
Sur la figure 1.28(a) nous voyons la bille prés de la premiéxerture. L'aspiration du
liquide a travers la premiere ouverture entraine le dépilace de la bille et son posi-
tionnement sur I'ouverture (figure 1.28(b)). L'aspiratidm liquide a travers la deuxieme
ouverture accompagné par son expulsion de la premiéretavegermet le déplacement
et le positionnement de la bille sur la deuxieme ouvertugei(@ 1.28 (c)). La répétition
de I'expulsion et de I'aspiration entraine le déplacemenadille d’'une ouverture a une
autre tout au long de la plateforme (voir les figures (d) @)(q), (h) et (i)). Enfin, il faut
noter le parfait positionnement des billes sur les ouveswe qui démontre I'efficacité
de notre technique.
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Bille

\ Ouverture

FIGURE 1.28 — Le déplacement et 'immobilisation d’une bille enysbyréne.
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1.9.2 Validation du microsystéme avec des ovocytes surnume-
raires

La manipulation et 'analyse des ovocytes sont effectuéEkopital (CHU Saint
Jacques de Besangon) dans un environnement spécifique a.l&N&l¢ avons utilisé
des ovocytes surnuméraires pour nos experimentations Mgpectons en cela les indi-
cations du comité d’éthique local.

Nous avons commencé par verser une quantité du milieu deNigaire et puis nous
avons purge le systeme en faisant circuler le milieu de rbutravers les capillaires et
les microcanaux. Ensuite, I'ovocyte est introduit mareraként dans le liquide a I'aide
d’'une micropipette dans I'un des deux réservoirs (figur®(@®p. Nous aspirons ensuite
le milieu a travers la premiére ouverture a I'aide du migen@déteur. L'ovocyte soumis au
mouvement du fluide se déplace jusqu’au niveau de I'ouveduril estimmobilisé. Pour
déplacer I'ovocyte vers I'ouverture suivante, nous asysie liquide depuis la deuxieme
ouverture et au méme moment nous expulsons un peu de liqelidgpdemiére ouverture.
La répétition de I'expulsion et de I'aspiration entraineléplacement de I'ovocyte d’une
ouverture a une autre tout au long de la plateforme figure. EBfin, il faut noter le
parfait positionnement de I'ovocyte sur les ouvertureswieglgmontre une deuxiéme fois
I'efficacité de notre technique.

FIGURE 1.29 — Le déplacement et 'immobilisation de I'ovocyte.

La figure 1.30 représente deux vues rapprochées de I'ovpogigonné dans les ate-
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liers d’analyse. Sur la figure 1.30 (a) nous voyons |'ovogytsgé au niveau de I'atelier
de mesure du pH. Nous notons le bon contact entre la fibrevetdoe. La figure 1.30 (b)
montre I'immobilisation de I'ovocyte sur I'atelier de meswlu spectre de transmission.
La encore il faut noter la tres grande précision d'immodhtiisn offerte par ce microsys-
teme.

Fibres
Optiques

Ovocyte S Fibres
.-Optiques’

+ Canal . * Canal
* " Principal * Principal

(a) Mesure pH. (b) Mesure spectre de transmission.

FIGURE 1.30 — Caractérisation de I'ovocyte.

1.10 Mesure des propriétés optiques des ovocytes
avec un microsystéme spécifique

1.10.1 Premier microsysteme

Dans cette partie, nous présentons un nouveau microsystédie a la mesure des
propriétés optiques des ovocytes. Ce dernier est consgtdéwk partie, silicium et verre.
La partie silicium est composée principalement d’une cuwdealeux sillons face a face
(figure 1.31). Les mesures sont effectuées sur un ovocyte plans la cuve entre deux
fibres optiques fixées dans les deux sillons. Le faisceadskifibre émettrices() ym de
coeur) est collectée par la fibre réceptrit@(um de coeur) aprés avoir traverser 'ovocyte.
L'analyse de I'intensité lumineuse collectée permet deudat I'indice de réfraction de la
cellule. Par ailleurs, I'étude du spectre de transmissdomnriit des indications sur le degré
de maturité des ovocytes.
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Cuve d'analyse
200*200

e N\

sillon fibre émettrice  sillon fibre réceptrice

.—Réceptacle

FIGURE 1.31 — Schéma de principe du systéeme.

La partie silicium du microsysteme est usinée par DRIE dotdie sur un wafeB
pouces. Aux extrémités des sillons (c6té cuve) nous avané des butées pour maintenir
les fibres & une distance constante de part et d’autre dedak&ux autres extrémités (coté
externe) nous avons réalisé des élargissements des gibomgpermettre de contenir la
fibre avec sa gaine en plastique, ce qui empéche son clivageraact avec I'aréte du
microsystéme. Le réceptacle permet de prédisposer ldealant son transfert dans la
cuve d’analyse. Les autres structures sur le schéma stinées pour le plaquage et le
collage des fibres. Sur la figure 1.32, nous montrons des appsachées des composants
du microsystéme.

(a) Générale. (b) La cuve. (c) En cours de test.

FIGURE 1.32 — Vues rapprochées du composant.

Nous distinguons bien les butées de positionnement des fimtiques. Elle montre
également une vue rapprochée de la cuve d’analyse ainsn qwocyte capturé dans
cette derniére. Bien que ce microsystéme nous ait permiséli@amr nos connaissances
des procédés DRIE, soudage anodique ..., il n’a pas permiggitigmnement assez précis
des cellules pour effectuer des mesures appropriées. Uiedes systeme mieux adapté
a donc été réalisé. Ce dernier sera utilisé sur le micrombategur utilisé en routine dans
le centre de procréation médicalement assistée de Besancgon.
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1.10.2 Second microsysteme

En exploitant les techniques de gravure de silicium miseseaare pendant la réali-
sation du premier microsysteme, nous avons réalisé le édmaxsystéme. Un schéma de
principe de ce dernier est montré sur la figure 1.33 (a). Ladidu33 (b) montre deux
vues rapprochées sur le microsysteme, la partie de gauahteenme vue rapprochée sur
le centre du systéeme, nous distinguons les deux fibres (éreett réceptrice) et la mi-
cropipette pour positionner la cellule. Tant dis, que |dipate droite montre un ovocyte
positionné prés de la fibre émettrice.

Verre soudélau silicium

(a) Systéme de mesure.

l——| 500um

1l
i

Micropipette de contention

(b) Positionnement de I'ovocyte.

FIGURE 1.33 — Systéme de mesure des propriétés optiques des aocyte

1.10.3 Mesure de lI'indice de réfraction des ovocytes

La méthode pour estimer I'indice de réfraction des cellatassiste a mesurer I'inten-
sité lumineuse collectée pour différentes positions deobgte entre les fibres optiques
[51]. Nous considérons que la cellule se comporte comme uo+entille. Dans ce
cas, l'intensité lumineuse collectée dépend de la positola cellule entre les fibres (fi-
gure 1.34 (a)). Dans notre cas, nous prendrons une mesurtaaadiule placée contre la
fibre émettrice, une autre au centre et derniére avec I'deamyntre la fibre collectrice.
Nous obtenons ainsi trois points expérimentaux (figure (b34 Ensuite, nous utilisons
un modele informatique (tracé de rayon réalisé par C. Piaradirgé de recherche au
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laboratoire) qui permet de calculer des intensités lunsasicollectées pour chaque po-
sition et pour des valeurs variables de I'indice de réfamc(fitting sur I'indice). Nous
considérons que nous avons calculé la bonne valeur dedérgliand I'écart entre théorie
et expérimentale est minimisé (au sens des moindres cadb&s$ notre cas, nous avons
mesuré un indice de réfraction= 1, 36.

n=1.36

: 1 n=1.36 =|= Meilleur fitting
0 n=1.32 - |

ST -
! ! n=1.3 =+ n=1.36 .

0 X 0.8 Exp
n=1.36

n=1.32 +Théo.

e
06 n=1.32 7 n=1.36
—) n=13 + net3 H-Théo

Position 1 Position 2 Position 3

(a) Principe de la mesure. (b) Comparaison entre les résultats expéri-
mentaux et théoriques.

FIGURE 1.34 — Mesure de l'indice de réfraction des ovocytes.

nous apercevons, sur la figure 1.34(b), que la valeur d'&wdic= 1.36 ne permet
pas une parfaite superposition des données expérimentalesériques. Ceci est di au
fait que nous n’avons pas fait intervenir les pertes opsqiens la cellule. Un modele
numérique plus complet est en cours d’élaboration.

1.10.4 Estimation de la maturité des cellules

Le degré de maturité des ovocytes est un €lément essentielogdiule a féconder.
Nous avons pu estimer ce dernier grace a I'analyse du spketransmission avec notre
systeme. Sur la figure 1.35 nous montrons une comparaisoa lanforme du spectre
de transmission d’'un ovocyte mature et d’un ovocyte imneatla principale différence
entre les deux spectre est visible dans la position du maxietua largeur a mi-hauteur
des spectres. Nous pouvons également noter la présencépgiiufement dans le spectre
correspondant a une cellule immature. Il faut noter que @unes ont été effectuées sur
plusieurs ovocytes (matures et immatures) et le résulbdt tbujours présente le méme
aspect.

Nous noterons enfin qu’un tel systeme doit permettre la neesiamultanée de trois
parameétres indépendants : indice, perte et maturité. S negtreignons I'étude a un
seul point de mesure (cas du Lab On Chip microfluidique présalos haut), ce simple
systéme peut se comporter comme un capteur de maturitée(figBf).
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FIGURE 1.35 — Estimation de la maturité des cellules.

1.11T Conclusion

Dans ce chapitre nous avons réalisé un Lab On Chip dédié auédcte transport
et 'immobilisation d’un ovocyte qui fera I'objet d’analgspar des systemes d’analyse
intégrés. En premier lieu nous avons présenté une confignigénérale du Lab On Chip
et de ses différents composants. Nous distinguons notamuonmes partie silicium, une
partie verre et une partie analyse. Nous avons commencéégsemer la partie silicium
du microsysteme, d’ou une plateforme silicium pour l'adkcdes cellules a éte réalisée,
en utilisant les techniques d’usinage d’'un wafer de siticie coupe <100>. Deux types
d’usinage ont été utilisés sur les deux faces du wafer :

— Laface inférieure : est dédiée au transport et 'immodiis de 'ovocyte a travers
un réseaux de microcanaux débouchant dans des ouvertutadate supérieure.
L'obtention de ces derniers est atteint apres usinage fu(RidH) ou nous étions
amener a présenter des techniques de compensation nowsttaatrd’usiner, des
microsillons formant un angle droit et connectés a des aures pyramidales.

— Laface supérieure est dédiée pour I'accueil et 'analgdéosiocyte, ou nous avons
utilisé la technique de gravure seche appelée DRIE.

Il faut noter que seulement aprés cette gravure nous paneidi déboucher les ou-
vertures pyramidales réalisées sur la face inférieure dendous avons démontré aussi
gu’un usinage de trois sillons sur cette face nous permditreégrer des fibres optiques
pour I'analyse des ovocytes. Apres la description des deehaniques de réalisation, nous
avons démontré la validité de ces techniques par les ré&sakpérimentaux.

L'autre partie du microsysteme est constitué un wafer ereyeisiné dans des sites
bien définis pour réaliser des ouvertures de 1mm de diantétirece wafer également
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nous avons réalisé des cercles en or pour faciliter le althes connecteurs microflui-
diques. Nous avons ainsi mis en évidence les techniquemdgesdu verre et la technique
de dépdt de I'or.

La derniere partie a été destinée aux résultats expérimreatdenus par la manipula-
tion de billes en polystyréne et des ovocytes. En premiam@is avons utilisé des billes
en polystyréne, qui ont la méme taille que celle des ovocytes résultats de déeplace-
ment et d'immobilisation de ces derniers ont démontré Eaffité de notre technique, ce
qui nous a encouragé a faire des manipulations avec destes@myrnumeéraires.

Nous avons réalisé une expérimentation de la plateformegdeld’ovocyte surnumeé-
raires. Ces derniers sont déposés dans I'un des deux résateda plateforme silicium,
I'aspiration du milieu de vie par les ouvertures provoquedplacement de I'ovocyte jus-
gu’au point d’aspiration. Ainsi le transport de I'ovocytst @ccompli par des aspirations
séquentielles réalisées a travers les ouvertures. |l fatg ta précision de I'immobili-
sation des ovocytes et cela notamment sur les sites d'@sali#nfin, des analyses ont
été effectuées sur les ovocytes notamment ceux du spedit@ngdenission et ils ont don-
nés des résultats encourageants. Ces derniers vont noustiperde se concentrer dans
un avenir proche sur les systemes d’analyse pour la caisaitén des ovocytes avant et
apres fécondation.
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Etude du spectre de Transmittance
de la cornée

e contrble de la qualité des cornées destinées a la greféésteen un examen
microscopique aprés sa coloration par le bleu try@axfiltré. 1l est impératif
de trouver une nouvelle méthode de contrble car le bleu mrypeoduit que
les biologistes utilisent actuellement dans le cadre durétnde la viabilité
endothéliale, s’est avéré toxique et mutagéne et sera satss idterdit dans I'avenir.

Les cellules qui couvrent les surfaces, particulieremesntellules endothéliales, sont
intimement liées a la transparence de la cornée, puisga’stint responsables de main-
tenir I'état de déturgescence du stroma. Issue de cettdatatign, I'idée directrice du
projet est de réaliser des mesures optiques de la transo@ttamineuse pour, ensuite,
corréler cette transmittance au nombre de cellules enlifl#gvivantes.

L'idée de caractériser les cornées par la mesure de lelsnitance n’est pas nou-
velle. Parmi tant d’autres, des travaux [52] ont été réslésEuniversité de Sao Paulo au
Brésil sur un systéme permettant la mesure de la transpadencernéesn vitro. Tou-
tefois, le lien entre la transmittance et le nombre des lesllendothéliales n’a pas été
expérimentalement mis en évidence.

2.1 Généralités

2.1.1 Anatomie

La cornée est la partie transparente antérieure du glodaiagen forme de calotte
sphérique légérement saillante. C’est le premier élemémicté de I'ceil, comptant pour
les deux tiers du dioptre oculaire.

Elle couvre environ un cinquiéme de la surface de I'ceil. ElEsure en moyenne, chez
'adulte, 1, 1em de diameétre. Son épaisseur diminue de la périphérie (envii® .m)

49
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vers le centre (envirori®0um). Le rayon de courbure de la face antérieure egt devm,
6, 8mm celui de la face postérieure et d’indice de réfractionid&r7. La cornée a be-
soin de larmes pour l'aider a éliminer les éléments indbkm Elle recoit son milieu
nutritionnel a travers I’humeur aqueuse contenue dansdmbhe antérieure. Grace a la
cornée et au cristallin, on peut voir les objets les plusgélés comme les plus proches.
Le rble de la cornée se résume essentiellement a troistastivi

— la protection de I'ceil des éléments indésirables commsdietés et les germes;;

— la focalisation de la lumiére sur la rétine de I'ceil ;

— le filtrage des rayons UV provenant du soleil.

2.1.2 Histologie

La cornée est composée de trois couches de cellules et dendsukranes, on dis-
tingue dans l'ordre (figure 2.1) :
— I'épithélium cornéen;
la membrane de Bowman;
le stroma cornéen;;
I'endothélium cornéen.

Cellules Epithéliales

Cellules Endothél{ales membrane de Descemet

AN
X X X X XX X X X X X X X Y X X X

Chambre Antérieure

FIGURE 2.1 — Structure de la cornée.

L'épithélium

L'épithélium cornéen est la couche qui couvre la surfaceadminée, elle est formée
de5 a7 couches de cellules. La couche basale est formée de calillepies reposant sur
une lame basale, et, est accrochée trés fortement au steardagpcomplexes d’adhésion
(hémidesmosomes). Il a un réle de barriére et facilite lpatsion du film lacrymal a la
surface de la cornée.
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La membrane de Bowman

La membrane de Bowman se situe entre la couche basale éigledlie stroma. Son
épaisseur est dea 14 ym mesurée au centre de la cornée. Elle est composée de fibres
collagénes, mesurapt a27 um de long e20 a30 um de diametre, réparties au hasard
dans la substance fondamentale. Cette couche est dépoerecetides, hormis de fines
expansions des cellules de schwann entourant les termnsaierveuses qui la traversent.
Elle est difficile a percer et protege ainsi la cornée desshles. Toute fois, elle ne se re-
nouvelle jamais et par conséquent une Iésion de celle-diéfistitive.

Le stroma

Le stroma cornéen représente la majeure partie de I'épaisieela cornée. Il est
constitué d’eau et de fibres Collagénes d’envisénnm de diamétre, groupées en la-
melles paralléles a la surface cornéenne. Le stroma compiies de200 lamelles del a
2 pm d’épaisseur chacune. L'arrangement des fibres dans unéddadonanée est tres or-
donné formant des colonnes parfaitement paralléles. Getteation donne a la cornée sa
clarté, sa solidité et sa géométrie. Elle contient ausscdisles appelées les kératocytes
dispersées entre les lamelles formant un réseau de liaismsstoute la cornée. Elles oc-
cupent3 a5 % du volume du stroma. Ce dernier a une forte tendance a abd@der
et gonfle en raison de la nature hydrophiligue du proteoglypa compose la matrice
entourant les fibres collagénes.

La membrane de Descemet

Lame basale de I'endothélium d’'une épaisseut@em a 12 pum. Elle est solide et
trés élastique tout en étant perméable a I'eau. La membmiledcemet est une mem-
brane collagénique acellulaire entre le stroma postégela monocouche endothéliale.
Elle est en continuité avec le réseau trabéculaire en pEiglde la cornée. La jonction
Descemet-stroma est riche en fibronectine, qui joue un rétes dadhésion des deux
structures. Elle est synthétisée par les cellules endatbglet s’épaissit avec I'age.

L'endothélium

L’ endothélium cornéen est une monocouche cellulaire fotrmae mosaique hexa-
gonale. Ses cellules ne se régénérent pas. Le nombre delloéssceet donc la densité
cellulaire, en cellules panm?- refléte la bonne qualité de la cornée. Lors d’une greffe de
cornée, ce critere est important pour le médecin, qui veplamter sur I'ceil d’un patient.
D’autres critéres aussi important lors de la greffe sontdadparence du greffon (qui a
I'heure actuelle reste un critere subjectif) et la morphoie&ellulaire. Les cellules qui
couvrent les surfaces, particulierement les cellules #mdtiales, sont intimement liées a
la transparence de la cornée, elles sont responsables dtienale I'état de déturges-
cence du stroma - c’est le mécanisme par lequel le stromadant un état d’hydratation
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equilibréee [53, 54, 55]. Elles pompent I'excés de fluide pennmpécher son gonflement
[56], et par conséquent son endommagement. La dégradaibendlothélium peut me-
ner a cedeme cornéen et entraine un aveuglement. ActuetliEnsenile thérapie possible
est la transplantation cornéenne.

2.2 La greffe de la cornée

2.2.1 Les maladies de la cornée

Lorsque la cornée devient opaque, I'eeil devient non voyaht{ des cécités). Le
traitement ne peut alors étre que chirurgical, on compteurdjhui en France, a peu prés
7000 patients malvoyants en attente d’une greffe de cornée.

2.2.2 Lintervention chirurgicale

Le but de l'intervention est de remplacer la cornée maladeupa cornée saine et
transparente, prélevée plusieurs jours auparavant suomomedr décédé. Au cours de
cette intervention, le chirurgien peut associer d’autestes chirurgicaux : chirurgie de
la cataracte, changement d'implant intraoculaire, vibmge, chirurgie du glaucome -

La greffe de la cornée est réalisée le plus souvent soushasésiocale et nécessite
une hospitalisation d2a6 jours suivant les habitudes des différentes équipes nédica
Les suites opératoires ne sont pas douloureuses et |leneaitgost-opératoire se résume
le plus souvent a l'instillation de collyres antibiotiquasti-inflammatoires et cicatrisants.
La cicatrisation est cependant lente et nécessigée6 mois, voire parfois un an dans
certains cas pour apprécier le résultat visuel définitifpkenostic de I'intervention est
bon ave®0 % de greffons transparentsans apres la chirurgie.

2.2.3 Le prélevement et la conservation du greffon avant la
greffe

Avant de pouvoir étre greffée, la cornée est d’abord pré&¢s&] sur un donneur dé-
cédé puis conservée obligatoirement dans le laborataireeddanque de cornées agréées.
Ces différentes activités doivent respecter un certain merdé grands principes prévus
par les lois dites " bioéthiques " @9 juillet 1994, a savoir : respect du corps humain, gra-
tuité du don, anonymat donneur-receveur avec cependgabiliéé, consentement préa-
lable et présumé du donneur, sécurité sanitaire.

Le prélevement

Le prélevement de la cornée est réalisé dans des conditosgedlité chirurgicale
soit dans un bloc au cours d’'un prélévement multi-orgap@$«des prélévements), soit
au dép6t mortuaire dans une salle stérile réservée auxpndnts lorsqu’il s’agit d’un
prélévement a coeur arrété (80 % des préléevements). Dansrierdms, le prélévement
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peut étre réalisé dans I2$ heures suivant le décés. Seule la cornée est prélevéeble glo
oculaire lui méme reste en place et en particulier I'iris lgwidonne sa couleur. La res-
tauration tégumentaire comprend la mise en place d’'un eowil transparent afin de
permettre au globe de conserver son galbe. Le respect agammiu défunt est ainsi
parfaitement conservé ce qui constitue un élément détanhdans I'acceptation du pré-
levement par les familles.

Un prélévement sanguin, a posteriori, est réalisé pouralyses sérologiques obli-
gatoires.

La conservation du greffon dans la Banque des cornées

Une fois prélevée, la cornée est placée dans un flacon deirdéieonservation scellé
et étiqueté puis transférée dans ddsheures dans le laboratoire de culture pour y étre
évaluée puis conservée (figure 2.2). Le transport s’efée@tia température ambiante.

FIGURE 2.2 — Conservation de la cornée apres prélévement.

Le médecin responsable de la banque des cornées doit €adsurn parfaite exécu-
tion de I'ensemble des opérations de prélévement (absencerdre indication au pré-
levement, rencontre effective avec la famille, réalisaties Sérologies, bonne tenue des
documents officiels). Il est ensuite chargé de valider |€gmnesur le plan sanitaire (sé-
curité bactériologique, validation histologique) puisl@étribuer & une équipe de greffe.
Tous ces contrbles sont réalisés pendant la période dergatisa du greffon.
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Le contrdle de la validité endothéliale

A son arrivée dans le laboratoire de la banque des cornégeffen bénéficie d’'un
premier contréle avant sa mise en conservation proprenientktte étape est indispen-
sable afin d’éliminer les greffons déficients. Ce contréleutitg consiste en un examen
microscopique apres coloration de la cornée par le blewatrgp3 filtré. Afin d’éviter
toute contamination il doit étre réalisé dans des conditibasepsie stricte sous hotte a
flux laminaire. Un comptage cellulaire endothélial estisgatians la zone centrale a I'aide
d’une grille millimétrique placée dans I'un des oculairesrdicroscope. Le nombre de
cellules mortes (colorées en bleu) est comptél surm?.

Un consensus existe sur les critéres de non conformitéssampda mise a I'écart du
greffon[58] :

— densité cellulaire endothéliale inférieure@0 cellulesmm?;

— pourcentage de cellules mortes supérieifa;

— aspect irrégulier de la mosaique cellulaire endothéliale

— plis transverses de cellules endothéliales mortes;;

— opacité stromale diffuse.

Les cornées déclarées conformes sont ensuite déposéegrdéason de milieu de
conservation.

Note :

Les cornées sont conservées dans un milieu qui les fait gqafle faciliter le comp-
tage des cellules endothéliales. Avant la greffel8idneures, les cornées sont déplacées
dans un autre milieu de conservation pour qu’elles retnoubeirs tailles initiales.

La conservation de la cornée en organoculture a +31°C

Les cornées sont conservées en organoculture. Cette taehnitiglement décrite par
Doughman en 974 [59] puis modifiée par Pels €983 [60], a été introduite en France
en 1986 par Delbosc [61]. Cette technique est actuellement la pliliség en Europe.
Son principe est de maintenir la viabilité du tissu cornégnparticulier I' endothélium,
en stimulant ses activitées métaboliques. Les milieux desemation est constitué essen-
tiellement d’'un milieu nutritif, de sérum de veau foetal,iibiotiques, d’antifongiques,
d’un indicateur coloré de pH et de substances tampon. Laungernéoscléral est sus-
pendu par un fil dans un flacon en verre conters@nt! de milieu de conservation. Le
flacon est ensuite déposé dans un incubateur dont I'atmaspkemaintenue a une tem-
pérature constante de31°C'. Le milieu est renouvelé de moitié aprEsjours.

La conservation en organoculture permet :

— une sécurité microbiologique bien supérieure a toutemies techniques de conser-

vation [62] ;

— l'allongement du délai de conservation d’une semaine a ais.nCe délai offre

le temps suffisant pour la réalisation des sérologies sunh@elr et la possibilité
d’examens plus complexes (PCR (Réaction en Chaine de Polyepgrdl per-
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met des échanges entre banques (a température ambiape)nit également la
constitution d’'un stock de greffons disponibles pour lésagions d’'urgence, ainsi
gu’une meilleures planification des interventions.

Plusieurs contrdles sont réalisés au cours de la consamati greffon cornéen.

Le contréle microbiologique

Lors de la conservation en organoculture, la couleur duemnidist contrélée tous les
jours. Un virage au jaune ou une turbidité indique une indect_a cornée doit alors étre
détruite. Un contrdle bactériologique est réalisé sur leemide prélevement puis sur le
milieu de culture a la fin de la conservation.

Le contréle sérologique du donneur

La période de conservation permet la recherche des dif&senaladies infectieuses
potentiellement transmissibles. Les examens obligacioat :

— Seérologie HIV1 et HIV2, recherche de l'antigepit,

— Seérologie HTLV |, I,

— Sérologie des hépatites B et C,

— Sérologie syphilitique.

Un échantillon de sang est par ailleurs conservé persfaamts dans une sérotheque.

Le contrble de viabilité endothéliale

Un dernier contr6le de viabilité est systématiquemenigéall & 48 heures avant la
greffe lors de la conservation en organoculture.

La cornée est déeclarée conforme si :

— Il n’y a pas d’antécédent contre-indiquant la greffe cleeddnneur,

— les sérologies légales sont négatives chez le donneur,

— le contréle microbiologique du milieu de conservationregjatif,

— la qualité de la cornée est satisfaisante lors des deuxibent

2.2.4 La cession de la cornée

Apres conservation en organoculture, la cornée est plaaés,suture, dans un flacon
de milieu dit de déturgescence contenant du dextran. Ce fldedmansport contenant le
greffon peut étre maintenu a température ambiante pegdsahjours avant d’étre greffé,
ce qui permet un transport aisé vers un centre greffeurrédoig
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225 La greffe de la cornée a I'Etablissement Francais du
Sang (EFS)

L'UTCG (Unité de Thérapie Cellulaire et Génique.) EFS-Bognge Franche Comté,
est impliquée dans la greffe des cornées, avec les travanmsgeau point d’'un mode de
conservation des greffons cornéens par organoculte3 &C'. Aujourd’hui, traitant plus
de 1700 greffons par an, elle est la premiere banque de cornées rod-lze controle est
trés strict. En conséquence, il n'y a giea 50% des greffons prélevés qui sont greffés.

2.3 Comportement optique de la cornée

La cornée, étant un tissu avasculaire, constitue une ba@aigatomique et physiolo-
gique protectrice vis-a-vis des structures internes dé. lGptiquement, elle assure les
deux tiers du pouvoir de réfraction de I'eeil en transmettergpectre de longueur d’'onde
compris entre$10 nm (ultraviolet) et2500 nm (infrarouge).

2.3.1 Transmission de la lumiére

Le taux de transmission de la lumiére par la cornée augmeatda@longueur d’'onde
dans le spectre visible (envir@6 % a 400 nm et94 % a600 nm). Les longueurs d’onde
ultraviolettes sont fortement absorbées par la cornée.

L'indice de réfraction des fibres collagenes estidér et celui de la substance fon-
damentale est dg 34. Cette différence d’'indice de réfraction crée une dispersie la
lumiere au niveau de chaque fibre. Néanmoins, les effets loies f§’annulent entre eux
grace a l'uniformité du diametre et de la distance interfibeg seule persiste la propa-
gation dans le sens des rayons lumineux, permettant aitrsifamission de la lumiéere
a travers le stroma (théorie proposée par Maurice) [63].eGetiformité est cependant
relative, et la transmission de la lumiére a travers le strest favorisée par le fait que le
diamétre des fibres et la distance interfibres sont plusspgig la longueur d’onde de la
lumiere.

2.3.2 Réfraction de la lumiére

Linterface antérieure air-cornée a un pouvoir réfracétélevé 48 D) qui représente
80 % du pouvoir réfractif total de I'cei{60 D). Cette interface est elle-méme constituée
de deux interfaces successives : air (indice de réfradtiono) / film lacrymal (1, 336)
puis film lacrymal(1, 336) / cornée(1, 376) ; le pouvoir réfractif de I'interface antérieure
correspond & la somme du pouvoir réfractif de ces deux atesfsuccessives. L'interface
postérieure humeur aqueuse-endothélium cornéenne a uaipafractif plus faible, car
la différence d'indice des deux milieux cornék 376) et humeur aqueusg.336) est
inférieur a celui de linterface antérieure. Sa valeur est-@ D. Le pouvoir réfractif
total de la cornée est donc d& D en moyenne. Linterface antérieure air-film constitue
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la premiére que traverse la lumiére, par conséquent, latéa la vision dépend de la
régularité surfacique de I’ épithélium (figure 2.3).

Interface antérieure : 48 D
air (1,000) - film lacrymal (1,336)
+ film lacrymal (1,336) — cornée (1,376)

Interface postérieure : -5 D //

cornée (1,376) — humeur aqueuse (1,336)

FIGURE 2.3 — Réfraction de la lumiére par la cornée[56].

2.3.3 Réflexion de la lumiéere

La cornée se comporte également comme un miroir convexesbinee lumineuse
placée &0 cm de la cornée donne une premiere image réfléchie par la faégeane de
la cornée, située @— 7 mm en arriere de celle-ci, et une deuxieme image réfléchie par
la face postérieure, de plus petite taille (image de Pugkitja taille de I'image réfléchie
(reflet cornéen) est donc fonction du rayon de courbure eorné

Les surfaces antérieure et postérieure de la cornée etstallini constituent quatre
surfaces de réflexion qui permettent I'obtention des quateges de Purkinje. La pre-
miere et la quatrieme image de Purkinje sont en généraséeili pour I'enregistrement
de la direction du regard dans la technique 'Dual-Purkimade’ qui utilise la position
relative de ces réflexions pour calculer la direction dumeégiigure 2.4).
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Iris

Lentille

\\ Cornée
1

1°" Image  2°™M€Image 3°™MCImage 4°™°Image
de Purkinje  de Purkinje  de Purkinje  de Purkinje

Rayons
lumineux

A A A A

FIGURE 2.4 — Représentation de I'ceil et des quatres images de Reurkin;

2.4 Dispositif expérimental pour la mesure de la trans-
mittance de la cornée

2.4.1 Description du dispositif de mesure

Nous avons, tout d’abord, mis en place un dispositif optideenesure de transmis-
sion relativement classique doté d’'un systeme d’éclaidmgiédhler en lumiere blanche,
permettant une illumination optimale des échantillonsluraiére transmise est collectée
par un objectif de microscope et injectée dans une fibre o@titg100 m de diamétre
de cceur reliée a un Spectrometre, de maniere a visualispeddre en transmission de
I'échantillon. Le montage expérimental est composé d'umgce de lumiére blanche,
éclairant un filtre infraroug€r’ ) a travers un verre dépoli. La lumiére est ensuite projetée
sur un diaphragme de champs (DC) a I'aide d’une lentille), un diaphragme d’ouver-
ture (DO) est placé au plan image. La lentille collimate le faisceau issu de DO. Afin
d’éliminer les effets de I'instabilité de la source noudiggas des mesures relatives. Pour
cela, une lame séparatrice divise le faisceau en deux, bustitue le faisceau de réfé-
rence et l'autre le faisceau de mesure. Le faisceau de negréfléchi par le miroin/
est focalisé sur une fibre optiqued() m de cceur) a I'aide de I'objecti;. Le faisceau
de mesure traversant la cornée est focalisé grace a I'dhjecsur la deuxiéme fibre. Les
signaux optiques guidés par les fibres sont injectés danpectr®metre (Ocean Optics
4000) a deux entrées. Ce dernier est relié a une unité d’analysteralee(figure 2.5(a)).

La figure 2.5(b) montre le dispositif expérimental mis en ceypour les mesures de
la transmission.
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Source de lumiére blanche
FI: Filtre infra rouge
L;j: Lentilles biconvexes Dépoli
Oj : Objectifs de microscope ] FI
F;: Points focaux n
DC: Diaphragme de Champ I
DO: Diaphragme d'Ouverture -—+— L
S:  Séparatrice \
pK: Plan K&hler
M: Miroir
FO: Fibre optique
Spe: Spectrometre
UA: Unité d'analyse

(a) Schéma du dispositif.

Support
Cornées

Fibre
Optique

Spectrométre

(b) Montage expérimental du dispositif.

FIGURE 2.5 — Dispositif expérimental pour la mesure de la transoriss
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2.4.2 Caractérisation du dispositif.

Dans le but de caractériser le dispositif expérimentalidagmittance est calculée a
partir des mesures obtenues d’un échantillon de référdittog) (dont les caractéristiques
sont connues.

Définition de la transmittance

Considérons un faisceau lumineux d’intengjtéaversant un milieu absorbant d’épais-
seur/ et ressort avec une intensitéfigure 2.6).

FIGURE 2.6 — Transmission de la lumiere par un objet absorbant.

La transmittancd” d’un milieu s’exprime comme étant le rapport :

I
T=— 2.1
I 1)

Ou et I, sont reliées par la relation de Beer-Lambert,

I = Ie ™ (2.2)

« : le coefficient d’absorption;
[ : 'épaisseur traverseé par la lumiére;

Calcul de la transmittance

La lumiere recueillie par le Spectrometre est convertie @mées numériques, qui
sont analysées par I'unité de calcul. La transmittanceadstilée d’apres I'équation (2.1)
en tenant compte de l'intensité relative au courant d’obigeu,(\). On en déduit la
relation :

I(A) = L,(A)

Io(\) = L,(\) 23
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OuI(\) etly(X) sont respectivement les intensités transmises avec eéshastillon.

Résultat

Le résultat obtenu est comparé a celui donné par le docuneeréférence. Les fi-
gures 2.7(a) et 2.7 (b) montrent un écart entre les deuxrggede moins d8/1000. Le
dispositif répond bien aux attentes de nos expériences.
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(a) Courbes de transmittance expérimentale et de ré-
férence.

o 9
(%A [=))
T T

Différence (%)

200 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700
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(b) Différences des courbes de transmittance.

FIGURE 2.7 — Transmittance spectrale.
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2.4.3 Mesures effectuées sur des cornées en dehors du milieu
de conservation

Dans ce cas, le filtre est remplacé par des cornées non-om@sor cornées mises a
I'écart lors de la sélection des greffons. Le principe dewlade la transmittance demeure
identique, sauf qu’il est nécessaire de tenir compte desdas interfaces engendrées par
le support de la cornée. Ce dernier doit remplir certainegegxies dont :

— la transparence pour permettre la mesure optique ;
— la biocompatibilité du matériau ;
— Centrage de la cornée par rapport au faisceau incident.

Réalisation du support

Dans une boite de pétri, nous avons réalisé le support déesan PDMS (polydime-
thylsiloxane ((GHzOSi),), matériau biocompatible rentrant, frequemment, danaba-f
cation des systemes microfluidiques. Le support est de géemérmettant un maintien
physique de la cornée durant les mesures, et un repositimmtdidélement répétitif sous
le faisceau lumineux. Sa conception est illustrée dansuadig.8. Il est composeé de :

— une partie sphérique concave pour que la cornée puisse lpgtre ce qui permet
son centrage;;

— un méplat. Celui-ci doit permettre a la cornée de préseatsutface a explorer
durant les mesures.

[l ﬂ A-A

PDMS Boite de pétri

FIGURE 2.8 — Schéma du support.

Cette réalisation est obtenue par moulage d’'un modéle (figy@®econcu a cet effet
en tenant compte du rayon de courbure moyen des cornées.
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Partie

sphérique Meéplat

Systeme
de maintien

FIGURE 2.9 — Modéle servant a la réalisation du support.

Procédure du moulage

Le PDMS est un élastomeére transparent de type siliconet dk#enu a partir d'un
mélange, au rapport d&) : 1 en volume ou en poids, de DMS (Dimethylsiloxane) et
un agent polymérisant. Aprés dégazage, le mélange est dank une boite de pétri
ou le modéle est posé pour en réaliser 'empreinte. Dans Uiaefi. 10, nous montrons
I'injection de ce polymere.

FIGURE 2.10 — Injection du PDMS dans la boite de pétri.

Apres polymérisation a I'air libre penda®t heures ou dans un four&5°C')pendant
3h30, nous obtenons apres démoulage, le support montré dansida fidl1(a). Dans la
figure 2.11(b), on trouve I'image d’une cornée positionngéesde support.
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(a) Le support en PDMS. (b) Cornée positionnée dans
le support.

FIGURE 2.11 — Vue de dessus du support de cornées.

Mesures et calcul de la transmittance

Procédure de mesure

Avant d’effectuer les mesures, la source est mise en mahdaot30 min environ
pour la stabiliser.
Les mesures sont effectuées selon le protocole suivant :
— relever de l'intensité spectrale transmise de la sofyce ;
— relever de l'intensité spectrale transmise par le supgj®dornées,(\) ;
— acquisition de dix spectres d’'une méme cornée dans sogupp\), de maniére
a limiter les erreurs ; calcul de I'écart type sur 'ensends#e mesures.

Calcul de la transmittance

Les difféerentes interfaces intervenant dans le calcul deatzsmittance de la cornée
sont les interfaces air-cornée, cornée-support et swapormentionnées dans la figure
2.12. Dans cette derniére on distingue plusieurs stratas alo calcul leurs intensités

transmises séparément.

IU‘

=
| 1}

(a) Support seul. (b) Cornée dans son support.

<,

FIGURE 2.12 — Schéma représentant le principe de la mesure de $atittance.
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L'intensité transmise par le support est donnée par laioelat
I(\) = Ty(A)e = ()-hs (2.4)
L'intensité transmise par la cornée et son support est aopagéla relation :
LX) = Ip(\)e~(@e)-hetas(X).he) (2.5)

Avec . eta, respectivement les ccefficients d’absorption du suppor & dornée.
D’aprés la figure 2.12(b),.(\) s'écrit :

L(X) = Ip(A)emxeW-he (2.6)
Ou h. représente I'épaisseur de la cornée. On en déduit la nelatio
Li(A) = L(A)e~ X (2.7)

Sachant que la transmittan€g \) de la cornée s’exprime par le rappdrt))/1,(A), des
relations précédentes (2.1), (2.2), (2.3), et (2.4), oréeluid la relation de la transmittance
de la cornée

T.(\) = (2.8)

Donc, pour son calcul il suffit de mesurer uniquemgtt) et /;(\), valeurs données par
le spectrométre.

Nota : I'intensité relative au courant d’obscurifg(\) est déduite de toutes les valeurs
mesurées.

Résultats

Les résultats obtenus apres le calcul de la transmittanizeadenée sont les suivants.
Nous distinguons dans la figure 2.13 respectivement le igpd@mission de la source
2.13(a) et la courbe de transmittance de la cornée 2.13€)s Dette derniére nous ob-
servons un pic d’absorption que nous avons isolé. En efgiiacs’avere correspondre au
pic d’absorption du milieu de conservation de la cornée gg®doit de corriger.

Nous pouvons donc en déduire que la mesure que nous faisteatyEas uniquement
compte de la réponse de la cornée, mais également du mileendervation dont elle est
imprégnée, qui se trouve a l'intérieur du tissu cornéen.cBaséquent, on s’est proposé
de rincer les cornées dans un milieu de rincage pour exteaimélieu de conservation de
la cornée.
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(b) Transmittance de la cornée.

FIGURE 2.13 — Résultat des mesures de la cornée hors milieu.

Elimination du milieu de conservation

Le rincage des cornées n’est pas instantané, par conségpénation dure quelques
fois plusieurs heures. De ce fait, afin de déterminer le tedepincage nécessaire a I'ex-
traction du milieu, nous avons réalisé des mesures pawvaikerde temps d’'une heure.
Il en ressort qu'il faut un ringage d’au moidsheures pour que l'influence du milieu
soit nettement réduite. Les figures 2.14 (a), (b) et (c), meoitla diminution du pic
de la courbe de transmittance spectrale de la cornée eridordu temps de rincage.
L'amplitude du picAT, mesurée entre le premier coude = 600nm) et le minimum
la courbe(A = 562,95nm), passe de\T = 12% (figure 2.14(a)) a moins de 4% (fi-
gure 2.14(c)). Toutefois les mesures sur des cornées sm@ésont pas commodes. En
effet, elle représentent deux inconvénients majeurs :apart, un rincage supérieusa
heures d’'une cornée n’est pas pratique pour le praticiea pelsonne qui s'occupe des
mesures. D’autre part, nous constatons une translatianateitbe vers le bas (diminution
de la transmittance) ceci est due a une opacification de teéeau fil du temps.
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(a) Cornée rincée une heure.
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(b) Cornée rincée deux heures.
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(c) Cornée rincée trois heures.

FIGURE 2.14 — Estimation du temps nécessaire a I'extraction dwemidie la cornée.
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Conclusion

Des mesures et constatations précédentes, il convient oieemia les cornées dans
leur milieu de conservation pour effectuer les mesuresahsinittance. Ceci nous confronte
a l'inconvénient de l'influence du milieu que nous essayansetever dans ce qui suit.

2.4.4 Mesures effectuées sur des cornées dans le milieu de
conservation

La méthode utilisée dans le cas des mesures dans le milieondergation est peu
différente de celle utilisée dans le cas des mesures haeursi ce n'est que le support
précédent n'est pas adapté aux nouvelles mesures. Lomsguiidu est ajouté, du fait
de la différence de densité la cornée remonte en surfacae@son positionnement sous

le faisceau lumineux plus délicat. Ainsi, des mesures agnefiectuées pour mettre en
évidence les fluctuations du positionnement.

La figure 2.15, illustre le résultat de plusieurs mesyt@3 de l'intensité spectrale de
la cornée. L'écart en amplitude est relativement importientordre det, 3%.
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FIGURE 2.15 — Spectres des mesures effectuées dans le premiertsuppo

Pour corriger ce probleme, un nouveau support en PDMS migdapté a €té mis au
point conférant a la cornée un positionnement stable danmd@u.
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Réalisation d’un nouveau support pour la cornée

Nous avons réalisé un autre support en PDMS, cette fois, diespuits de rincage
qui, étant d’'une part, plus profonds que les boites de gEErimet de contenir une quantité
suffisante du milieu. D’autre part, il permet de positionlaecornée avec précision sous
le faisceau lumineux et 'empéche de flotter. La figure 2.16ntre la structure d’un tel
support.

Mi|1ieu Cornée
7 T

Puit PDMS

(a) Schéma de principe. (b) Image du support.

(c) Inclusion de la cornée dans le
support.

FIGURE 2.16 — Support pour le positionnement de la cornée sousdedail lumineux.

En coupe transversale, la figure 2.16(a) montre le positiorant, de la cornée par
le support en PDMS (Polydimethylsiloxane.). Les figure$gl et 2.16(c) représentent
respectivement, le support a vide et le support contenacwriaée dans son milieu de
conservation. Cette nouvelle conception a permis une géabilaluée dans les résultats
obtenus.
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FIGURE 2.17 — Spectres des mesures obtenus a I'aide du nouveautsuppo

Ces derniers sont illustrés dans la figure 2.17 ou I'écart néesst d’environ % soit,
une amélioration d’envirof%.

Calcul de la fransmittance

Le calcul est plus rigoureux en considérant tous les él&ripfitant sur la transmit-
tance de la cornée. De ce fait, dans les calculs, une camnezsi faite sur I'effet du milieu
contenu dans la cornée.

Lorsque le support est rempli d’une certaine quantité diemileprésenté par la hau-
teurh,,,, sur la figure 2.18(b), et, en introduisant une cornée d’'épais.., une variation
de la hauteur du liquide d&h est induite. La hauteur du milieu devidhf,, représentée
sur la figure 2.18(c).

Il) ]1) Il)
Ah _
,,,,, -
Milieu 71 L, h, |h

f]»* Y Cornée—="— —— :

f h,
I\- [”’u If

(a) Support seul. (b) Milieu dans le support. (c) Cornée cornée immergée dans le mi-

lieu.

FIGURE 2.18 — Schéma représentant le principe de la mesure de $atittance.



2.4 Dispositif expérimental .. . 71

Pour se faire, trois mesures sont prises :
— Une mesure du support a vide (figure 2.18(a)).
— Une mesure du milieu dans le support (figure 2.18 (b)).
— Une mesure de la cornée dans le support immergée danséei ifigiure 2.18(c)).
L'intensité I, transmise par le support d’épaisséyret de coefficient d’absorptiamn,
est donc,
L,(A) = Ip(A)em e (2.9)

Lintensité 7,,,, transmise par le milieu dans le support

I,(\) = T(\)e (@X-hatamX).hmo) (2.10)

an(N)étant le ceefficient d’absorption du milieu. D'ou :

Ly (N) = I(X)emM)-hmo (2.11)

La mesure, de la cornée dans son milieu est,

L(N) = Ig(\)em@=Whs 5 gmam@) by o p=ame(N)-hme (2.12)
Ou,
h.., est la hauteur de la cornée contenant le milieu.
am, (M) est le coefficient d’absorption de la cornée et du milieu d#soCe coefficient
peut-étre dissocié en deux parties, en I'occurrenge)le coefficient d’absorption intrin-
seque de la cornée et,(\) le coefficient d’absorption du milieu relatif a son volume.
Dans une premiére approche considétant la hauteur du milieu équivalente, nous pou-
vons écrire :
Pomg-Qn, (A) = he.cte(A) + Shp.ct (N) (2.13)
Ry = Py — B, €8hy, = hyp, + Al
Py = By + AR — hyp,,
De I'équation 2.12, nous déduisons :

]t()\) _ Is()\)e—am()\).(hmo—l-Ah—hmc+5hm) % e—ac()\).hC(A) (214)
La transmittance de la cornée est donnée ffar= e ~<M)-he

LX) = I,(\) x T, x e @m)-(hmg+Ah=hmc+0hm) (2.15)

D’aprés la relation (2.11), nous avons :

Q= — - In(F2)

La relation (2.15) devient :
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(1+ Ah+Shm—hm, ) ln( I}’;() )

L(\) = I,(\) x T, x e g (2.16)
Im,
IL(\) = I,(\) x T, x et (2.17)
- Ah+§hm_hnz(;
OU . — T
n . ccefficient expérimental tres inférieur a 1.
Nous déduisons la relation de la transmittance de la cornée :
It(A)) ( I,(\) )k
T.=(—% ) x| —= (2.18)
(IS(M Tnp (A)
Ou:k=1+n
Conclusion

La transmittance de la cornée est une fonction d’'un cceffiéiemeés proche de, et
gui dépend des éléments expérimentaux.

Comme c’'est difficile de connaitre exactement la valeuk deous le faisons varier
par calcul pour éliminer le pic d’absorption (I'effet du mail).

Validation expérimentale

A partir de nouvelles mesures effectuées sur une cornéestgansiilieu de conser-
vation. Nous faisons varier le ccefficiehtafin d’optimiser les résultats pour permettre
I'élimination totale de I'effet du milieu sur la transmittee de la cornée (extinction du
pic d’absorption).

La figure 2.19, montre les courbes de variation de la tramantié pour quelques
valeurs de: calculées. La valeur optimale ést 1, 04. Par conséquence, la transmittance
de la cornée correspond a la courbeos 1, 04.
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FIGURE 2.19 — Elimination de I'effet du milieu.

2.5 Tests sur site

Apres la caractérisation du dispositif expérimental etcl@sditions de travail, en le-
vant toutes les réserves relatives aux parametres quimciune la mesure de la transmit-
tance, a savoir le calcul théorique, I'alignement du systeptique et le positionnement
des cornées.

Les mesures sont réalisées sur des cornées non-confounssnale 'EFS (Etablis-
sement Francais du sang), selon le protocole que nous amonsé&auparavant. Le but
de ces mesures estde :

— corréler le nombre de cellules endothéliales et |a trattante des cornées,

— d’étudier I'évolution de la transmittance de la cornée @mcfion du temps (plu-

sieurs jours).

Aprés chaque série de mesures les cornées sont remisesdenmilieux initiaux,
et, sont conservées pour les mesures suivantes.

2.5.1 La transmittance en fonction du nombre de cellules en-
dothéliales

Nous savons que le nombre des cellules endothéliales prdsesune cornée est lié
a sa transparence. Une cornée contenant plus de cellulethéhales transmet plus de

lumiére. Dans la figure 2.20, nous comparons la transmgtdedrois cornées contenant
un nombre différent de cellules.
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FIGURE 2.20 — Comparaison entre la transmittance de cornées comi@maombre dif-
férent de cellules.

Discussions et interprétations

Dans la figure 2.20, sont illustrées trois courbes de tratentie correspondant a trois
cornées contenant un nombre différent de cellules endakbgl Ces trois courbes sont
décalées I'une de l'autre, dans le sens décroissant densniiance, en fonction du
nombre de cellules qu’elles contiennent. Le résultat detapgaraison entre les transmit-
tances de la cornék 2 et 3 semble corroborer avec notre hypothése de départ. En effet,
le nombre de cellule§’;,_; » 5 et les transmittances correspondarifes » 3 suivent une
variation cohérente tel que,

Cl >CQ > C3:>T1 >T2 > T3

Les deux premiéres courbes (ordre décroissant) sont assgzeg vu que le nombre
de cellulesC; et C; sont peu différents, tant dis que I'écart avec la troisiemerioe
est plus important au méme titre que le nombkepar rapport aux autres. Leurs trans-
mittances moyennes est faible de I'ordredde%, 42 % et 24 % respectivement. Selon
la bibliographie [52] la transmittance des cornées n’est@ans la gamme des cornées
susceptibles d’étre greffées, malgré un nombre acceptigbtellulesC; et Cs. Ceci, a

constitué probablement & la réserve, objet de leurs déctes¥, en référence de la contre
indication médicale.

Cela reste vrai méme aprés plusieurs jours ou nous constaengerte de cellules
dans toutes les cornées.
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2.5.2 Evolution de la transmittance de la cornée avec le temps

La durée entre le préléevement des cornées et la greffe peytlés au moins longue.
De ce fait, il est important d’étudier I'évolution des caéistiques des cornées en fonc-
tion du temps. Il est bien connu que les cornées dans leueurnile transport perdent
environ3 % de leurs cellules endothéliales par jour. Le but est de tleera trouver
une relation entre la transmittance et la diminution du n@nae cellules pour définir un
temps limite de conservation dans le milieu de transpotti(déscence). A ce titre, nous
avons effectué des mesures sur les cornées précédentesmpphusieurs jours, et nous
avons tracé leurs transmittances.

Discussions et interprétations

L'évolution de la transmittance des cornées dans le tempé étédiée sur une du-
rée de sept jours. Au préalable nous avons eu la confirmatierpgndant le48 heures
de transport les cornées restent stables. Les mesureeposes apres2 heures §eme
jours). A partir de cette date les mesures sont prises a tervatle de48 heures. Les
courbes représentées sur la figure 2.21, montrent la déarmis de la transmittance en
fonction du temps. Nous constatons que la baisse de la tiaasoe est plus importante a
partir du7éme jour, figures 2.21(a) et 2.21(b). Les transmittancesemudes, de quelques
cornées, en fonction du temps sont représentées dans ka 3qii(C). Leurs sens de va-
riation est décroissant avec une faible pente jusqbéame jour et une pente relativement
rapide au-dela. Nous pouvons dire que la vitesse de dégradids cornées s’accélere
aprées quelques jours de conservation dans le milieu degééstcence. |l semblerait contra-
dictoire de constater (figure 2.21 (C)) qu’une cornée dotae dombre réduit de cellules
endothélialesCy = 960), transmet plus qu’une cornée contenant un nombre de cellule
plus importani{C, = 2300). Ceci n’est pas faux, car au cours de nos manipulations nous
avons constaté cette anomalie dans le cas de toutes legsoro-conformes. En effet,
pour cette catégorie de cornées, des fluctuations impegaont enregistrées.
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FIGURE 2.21 — Evolution de la transmittance des cornées en fondtidemps.
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2.6 Conclusion

En passant en revue ce chapitre, nous pouvons faire uneesgrli a trait au dispo-
sitif de mesure, a ses caractéristiques et aux résultagmadt Par rapport au dispositif,
nous avons congu et réalisé un premier support de cornépgamladispositif qui nous
a permis d’aborder des mesures préliminaires. Dans la guoed@le mesures, le rincage
des cornées est un passage obligé pour éliminer I'effet sldudu milieu restant dans
la cornée. Mais ce ringage présente un inconvénient mapatifraux délais importants
des opérations. Par conséquent, nous avons contournénceffeetuant des mesures sur
des cornées dans leur milieu de conservation. Aussi, naussaonstaté des anomalies
induites par les instabilités de positionnement des carr@eci nous a conduit a la réa-
lisation d’un deuxiéme support pour palier a cet inconvéni€ette réalisation nous a
permis de résoudre le probléme de positionnement. Il restaréner I'effet du milieu
résiduel. A cet effet, dans nos calculs nous I'avons prisoempate, il se traduit par un fac-
teur k qui est optimisé, pour chaque cornée. Dans les résultasnés, contrairement a
ceux obtenus par d’autres auteurs [52], le pic d’absormsinnfiniment réduit, d'ou une
mesure plus rigoureuse est obtenue.

Une relation formelle entre le nombre de cellules endadhesi et la transmittance n’est
pas encore établie, néanmoins nous avons mis en évidenamétation étroite entre
ces deux paramétres. Malgré une étude exhaustive tanitqtisatque qualitative, il n’en
demeure pas moins que certains points restent a elucidée. €eistatation est sine qua
non aux travaux menés sur des cornées conformes afin de na@mex ¢a relation trans-
mittance/nombre de cellules. Chose que nous n’avons pasumban vertu de la régle-
mentation en vigueur. Au demeurant, des cornées d’origimeales peuvent promouvoir
ce travail.
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Microcapteurs pour la détection de
bactéries

ne fois le prélevement de la cornée effectué, pour une éstbmtyreffe, celle-

ci est conservée dans un milieu de conservation. Dans leebptéVoir tout

risque de contamination bactériologique, la cornée egt@iée quotidienne-

ment par une mesure de son pH par colorimétrie. La variaopH traduit
une infection bactérienne et induit un virage de la couleumdieu du rouge au jaune
ou conduit a une turbidité. Notre travail consiste a dévadoun capteur de pH potentio-
métrique de taille micrométrique afin de pouvoir suivre la@ation de la concentration
en protons, localement et en continu. L'originalité de eatémarche est de proposer un
pH-meétre basé sur l'utilisation d’un polymére en guise dasducteur présentant une ré-
ponse linéaire du pH en fonction du potentiel variant entet B1 unités. Le capteur de
pH repose sur un revétement d’'une surface métallique petr@bmlymérisation de mo-
nomeres a la surface d’'une électrode. Les polyméres éliégioses permettent la mesure
du pH via les groupements amines primaires présents quiepé@re protonés. C'est
la variation de la densité de charge a la surface du polyméirpegmet la transduction
du signal chimique en signal électrique. Ce microcaptewgrg@mmeétrique, entierement
solide, offre la possibilité de mesurer des pH ou un gradiertH dans des applications
dont le suivi est primordial.

3.1 Etatdel'art

3.1.1 Introduction

Un capteur est un dispositif électronique servant a tranmsfoune grandeur physique,
chimique ou biologique, appelée mesurande, en une autnel@wa (souvent un signal
électrique) exploitable. Il comprend un élément transeluctui fournit une grandeur, le
plus souvent électrique, constituant le signal de sortecépteur de pH est un capteur

79






80 Microcapteurs pour la détection de bactéries

chimique puisqu’il traduit la concentration d’'une espéneselution, en I'occurrence la
concentration des ions™H

On caractérise un capteur selon plusieurs criteres doptussourants sont : la gran-
deur physigue mesurée, I'étendue de mesure, la reproditétiba sensibilité , la préci-
sion, la linéarité et la résolution (figure 3.1).

Signal

Pente = Sensibilité

Reproductibilitd]

7 v
Limite de détection : Grandeur a mesurer

Dynamique 5 Saturation

FIGURE 3.1 — Les criteres de qualité d’un capteur chimique.

3.1.2 Définition du pH

Le pH, qui varie d&) a 14 en solution aqueuse, traduit la concentration des protons
en solution. En 909 le biochimiste Danois Soren Sorensen a développé I'éctiefieoH
(figure 3.2) et introduit la définition du pH comme I'opposé Idgarithme décimal de
[H7]:

pH = —log([H"]) (3.1)

Neutre
Acidité ot Basicité

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

FIGURE 3.2 — Echelle du pH.

En réalité, le comportement des ions en solution ne dépesadgseur concentration
mais de leur activité. Dans le cas des solutions tres dilgéésrieur 40,001 M) on
peut négliger la différence entre la concentration et iV@ét Donc, la définition la plus
rigoureuse est :
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pH = —log([ag+]) (3.2)

qui est parfois appelé le pH thermodynamique. En fait, tessoH-métres mesurent la
valeur thermodynamique du pH, comme présentée dans liéguig Nernst.

L'équation de Nernst

Elle décrit la différence de potentiel, entre une électratie de travail, immergée
dans une solution contenant un couple redoxred et une électrode dite de référence,
en fonction des concentrations des ions qui participentédetion.

RT . a
Eo;v red — EO —l =
/red ox/red + nF n(ared

) (3.3)

E° : le potentiel standard de la réaction (mesuré dans les tiomslistandards) ;
a,. eta,.q : les activités chimiques de I'oxydant et du réducteur ;

R : la constante des gaz parfai&s §1.//mol /°k) ;

T : la température absolue mesurée en Kelvin;;

F :le nombre de Faradap496.J/V);

n : le nombre d’électrons échangés.

Pour mesurer une tension entre une électrode de travaibetlantrode de référence,
nous utilisons un voltmetre a haute impédance d’entréadjpe du pont wheatston) qui
garantit qu’aucun courant ne passe a travers le circuit et do’'aucune réaction aux
électrodes n'a lieu.

L'électrode de travail peut intervenir directement danséaction redox si elle est
constituée d’'un métal/ oxydable. La demi-équation rédox s’écrit dans ce cas :

M +ne — M

Si I'électrode est en métal pur, c’est-a-dire, si elle njgass$ constituée d’un alliage,
alors I'activité deM solide est unitaire. L'équation de Nernst pour ce type detiéa
redox est alors :

RT .
on/red = Eg/[m—/M + ﬁln(a}wrﬁ')

Influence du pH

Les ions H en solution aqueuse sont des oxydants. lls peuvent étrégéliecte-
ment en dihydrogéne Jlou participer a la réduction d’autres espéces pour perenett
formation de la molécule d’eau. Dans ce cas I'équation dexdlgrermet de quantifier
tres aisément l'influence du pH sur le potentiel d’équilibtesysteme.
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Dans les conditions standar@{C, P = 1 bar) et poum = 1, la relation de Nernst
s’écrit :

Eowjrea = E° .+, +0.059log 47] (3.4)
M /M [red]
d'ou
on/red = EJ(\)/[n+/M -+ 0.059 IOg(pH> (35)
avec
EY, . = EY, . ar — 0.059log([red]) (3.6)

L'unité de £ est le Volt (/).

3.1.3 La mesure du pH

Le pH peut étre mesuré par différentes méthodes, dont detixasgement utilisées.
La premiére, la plus simple, est assez précise utilise leepppl. La deuxieme, plus oné-
reuse mais plus précise, qui repose sur une mesure potétigue, utilise les électrodes
de pH en verre et les pH-métres.

Les méthodes de détections communes

Généralement, les méthodes de mesure du pH peuvent étséadasn quatre cate-
gories : les indicateurs réactifs colorés, les bandes depadidr pH), les méthodes a
électrodes métalliques (électrode d’hydrogene, éleetdda quinhydrone et électrode
d’antimoine) et les méthodes d’électrodes de verre.

Les indicateurs colorésel que le rouge phénol ou I'orange méthyle, sont des congposé
organiques qui changent de conformation avec l'activiggides d’hydrogéne, entrainant
un changement du maximum d’absorbance du composé et paea g un changement
de couleur.

Les bandes de pksont des bandes de papier sur lesquelles sont fixés destewdika
Immergeées dans le liquide d’essai, elles montrent une aopkrticuliere correspondant
au pH de la solution. Une couleur standard est comparée moured la valeur du pH
grossiere. Cette méthode est simple mais peu précise : unertdoation élevée en sel, la
température ou des substances organiques dans le ligeiskailinduisent des erreurs.

Electrode a I'hydrogenest le moyen de référence pour toutes les méthodes de mesure d
pH. L'activité des ions hydrogéne est déterminée par mequotentiométriques a l'aide
d’'une électrode standard a hydrogéne et d’'une électrodéfdeence. L'électrode stan-
dard a hydrogéne se compose d’'une électrode en platine darsolution d’hydrogéne
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1M. Cependant, sa mise en ceuvre est relativement complexergiegup et dangereuse.

Electrode a la quinhydronec’est une méthode potentiométrique pour la détermination
du pH. Elle est utilisée avant I'introduction de I'électeode verre. La quinhydrone est un
mélange équimolaire cristallisé de benzoquinone (ou aqupet d’hydroquinone. Quand
on le dissout dans I'eau, la quinhydrone forme un couple ary/déducteur dépendant
du pH. Le potentiel redox de I'équilibre résultant est pmdjpmnel au pH de la solution.
Une électrode de platine est utilisée pour mesurer ce peteatiox. L'électrode a quin-
hydrone est souvent utilisée pour vérifier le bon fonctioneet d’un systéeme de mesure
redox ou pour équilibrer d’autre électrode de réféerende[Bdtte méthode est peu utilisée
a cause de sa mauvaise reproductibilité.

Electrode d’antimoineest similaire a I'électrode a la quinhydrone, les résultdtienus
avec cette méthode sont peu reproductibles ce qui limitelsamp d’application [65].

Electrode de verrea cause des difficultés rencontrées
avec I'électrode d’hydrogene et les électrodes meé-
talliques mentionnées ci-dessus, I'électrode de verre
est utilisée couramment et considérée comme la mé-
thode de référence de mesure du pH, en raison de sa
réponse quasi-Nernstienne, de sa reproductibilité et
de sa durée de vie. Elle est constituée d’'une mem-
brane de verre sous forme de bulbe qui permet le

Référence au

passage des ionsHtsélectivement, et une solution cimol o
concentrée de HCl a I'intérieur en contact avec une [ oneen

électrode de référence (figure 3.3). Son principe de Blecrode Solution sturte
fonctionnement repose sur la différence de concen- Az Verre spécifique

tration en ions hydroniums J®* existant de part

et d’autre de la membrane de verre, qui génére GiSURE 3.3 — Schéma d’'une élec-
potentiel électrique, appelé potentiel de membrarieade de verre.

Celui-ci est proportionnel au pH de la solution aqueuse damsdlle I'électrode est plon-
gée. Les mesures du pH de solutions aqueuses a l'aide decteogle de verre nécessitent
au préalable une procédure de caractérisation avec desossltampons. Cependant,
celle-ci est difficile a miniaturiser et ne peut étre emptogans des applicatioms vivo
en raison de sa nature fragile.

Les capteurs de pH a base de fibres optiques

Leurs principes reposent sur des molécules dont les ptéprépectrales dépendant
du pH : on mesure alors les changements spectraux. En valjugs exemples :
— Une sonde de pH élaborée a partir de fibres optiques redesd® bleu de méthy-
lene recueille les ondes évanescentes[66]. La réponseusbést linéaire de pBl
a pHo.
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— Un indicateur coloré fluorescent immobilisé dans une et hydrogel est poly-
mérisé sur la fibre optique[67]. Les sondes fonctionnens degamme de pH-8
et possedent un temps de réponsé(ilesecondes.

— Un colorant, le mérocyanine, déposé sur une fibre polie raamie variation de son
absorption en fonction du pH et ainsi, un changement de stioarde réfraction
a une longueur d’onde donnée[68]. En outre la gamme dynanidgua sonde est
fonction de I'épaisseur du film du colorant déposé. La répaidenue est linéaire
dans la gamme dEl, 5 a13.

Mesure du pH par variation de masse

Une sonde de pH construite a partir d’'un hydrogel sensiblgthest couplée a une
sonde dont la frequence de résonance correspond a la cleanggsge appliquée [69]. Le
changement moyen de la fréquence de résonance 686de:/pH pour une échelle de
4,4 a8, 5, et une résolution de.02 unité de pH.

Les ISFETs

Un développement relativement récent dans la mesure detdlhesduction de la
technologie des transistors a effet de champ (ISFET (losiBenField Effect Transis-
tor.)) comme alternative a I'électrode de verre puisqisdst réalisés avec les technolo-
gies silicum, permettant la miniaturisation du capteurples, ils peuvent étre réalisés a
partir de matériaux biocompatibles. Les plus courant pesiapplications biomédicales
comportent une membrane en oxyde de silicium recouvertémaeende silicium (figure
3.4).

Oxyde de Oxyde de

platine

passivation Si,N, silicium

FIGURE 3.4 — Schéma d’'un ISFET (reproduction de[70]).

Pour une surface active de I'ordre de la centaine de micrenuetrré, ces capteurs
fournissent une réponse présentant une sensibilité ceenpritret5 et 55mV/pH [70,
71]. Certains I'utilisent également comme transducteuniegles de métaux de transi-
tion.
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Les oxydes de métaux

Les oxydes des métaux sont employés en tant que transdpcteudévelopper des
électrodes de pH. Par exemple, nous pouvons citer les oxdel@datine (Pt/Pt(), de
plomb (Pb/Pb®), d’antimoine (Sb/SKD;), d’iridium (Ir/IrO,), de ruthénium (Ru/Rug)
et des bronzes (W/VYD,). Les deux derniers semblent les plus appropriés pour &lire u
sés en tant que transducteur puisqu’ils permettent d'ohtae réponse quasi-Nernstienne
[72]. Cependant, ils s’averent toxiques.

Les Capteurs imageurs de pH

Un capteur d’'imagerie de pH basé sur les caractéristiquesuhant photoélectriques
dans les semi-condcuteurs (silicium) est utilisé pourdlgse de la surface des dentines
cariées extrait des dents humaines [73]. La distributioiad@éde ou de la base sur la
surface de dentine a été détectée comme une valeur de pHset@d@® comme une image
de pH. Le capteur fonctionne comme un réseau de plusieurseété de détection, qui
est basé sur un capteur potentiométrique a lumiére adtessaimposé d’une structure
de SgN,/SiO,/Si. La surface sensible au proton est en contact avec utraige, un
faisceau de lumiére est projeté sur le coté du silicium avepaientiel de polarisation
entre I'électrolyte et |la face de silicium [74]. Les résaut spatiales et de pH du capteur
sont respectivement 1Q0n et0.1 pH.

Les Capteurs de pH basés sur un cantilever nano structuré

Un capteur de pH ultra sensible a été réalisé a I'aide d’'umauamtilever [75]. Le
microcantilever est fabriqué a partir de wafers de silicisum isolant (SOI), ensuite un
polymére composé de poly (acide methacrylique) (PMAA) dy péthylene glycol) di-
méthacrylate est réticulé sur le microcantilever. Le cleamgnt du pH au dessus de pKa
du PMAA provoque la dilatation du polymere, cela induit uress réversible a la surface
du cantilever, il en résulte un pliement du cantilever. Liasitglité obtenue est dg&10~°
pH pour une déviation de courbure tem.

Utilisation des polyméres

Plusieurs recherches ont permis d’étudier les polymenesitdes au pH, y compris
polypyrrole, polyaniline, etc. [76, 77], dans le but de dépeer des capteurs de pH tout
solide. La polyaniline montre une réponse potentiomégritjeaire en fonction du pH
mais les résultats différents, et aucune explication somdeanisme de transduction n’est
encore avancée. Ainsi, nous pouvons trouver dans la httidraes réponses linéaires de
pH 1 &7 avec une sensibilité d& mV /pH sur des électrodes de platine de 1 mm de
diameétre [78] il y a aussi une réponse 8i&emV /pH de pH 2 &9 sur des électrodes
micrométriques en téflon [79].

Les récents travaux de Lakard et al. [B0]Jont montré une rEpbinéaire pour les élec-
trodes de platine (d’'une surface 8e785mm?) modifiées par des films polymeéres de
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polyéthyléenediamine, de polyaniline et de polypyrole. Eessibilités obtenues sont res-
pectivement del6 mV /pH, 52 mV /pH et48 mV /pH pour des pH de a 10 [80]. Le
mécanisme de réponse au pH peut étre représenté par la ésoivhnte :

NH, + HF — NH
NH;F—FOH* —>NH2+HQO

Les électrodes de référence

L'électrode de référence par excellence est I'électrodadsrd a hydrogene (SHE
(Standard Hydrogen Electrode.)). Son inconvénient magstirsa mise en ceuvre qui
s’avere compliquée. Il existe aussi I'électrode saturéeadomel qui est composée d’'un
fil de mercure recouvert de chlorure de mercure plongé damsalntion saturée de chlo-
rure de potassium (KCI). Du fait de sa toxicité, elle est despn plus remplacée par
I'électrode au chlorure d’ argent (SRE (Silver Referencectetele.) ). Cette derniére
repose sur le méme principe que la précédente, le mercurerétaplacé par I'argent.
Toutes ces électrodes de référence ont un potentiel carettaonnu quel que soit le pH
de la solution dans laquelle elles sont plongées. Lutiisede pseudo électrodes de refe-
rence est une alternative. Constituées simplement d’un fitétal (platine ou argent par
exemple), elles ont 'avantage de ne pas nécessiter decsosisiturée et de posséder une
faible impédance. Cependant, le potentiel n’est pas condépetnd de la solution dans
laguelle elles sont immergées.

Conclusion

Il'y a un intérét considérable a utiliser des polyméres cornmamesducteurs puisqu’ils
ont comme avantages leur faible codt, facile a synthétiseroeiches minces. Ces carac-
téristiques leurs conferent un grand champ d’applicatide.plus, la biocompatibilité de
certains polyméres offre la possibilité de les utiliser sliéedomaine de la science du vi-
vant. De plus notre savoir faire dans ce domaine était unymszur de notre engagement
dans cette voie.
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3.2 Approche conceptuelle

Le dispositif congu sur lequel porte notre travail s'appéeea un « Lab On Chip »
(figure 3.5). Ce dernier rempli plusieurs fonctions :
— contenir le milieu de conservation dans lequel est ploaggéffon ;
— jouer le réle de support transparent permettant d’efegdes mesures optiques;;
— mesurer localement le pH grace a l'inclusion de fils micrisigges et de canaux
permettant un renouvellement continu du milieu de consiervat le positionne-
ment de la cornée par fluidique.
L'ensemble doit étre biocompatible, stérilisable et lé&able.

(a) Vue générale.

(b) Vue en coupe.

FIGURE 3.5 — Schéma de principe de la mesure du pH de la cornée.

Ce dispositif répond particulierement au besoin des mesiarp$i avec une précision
satisfaisante. En effet, le contrdle bactériologique diennest réalisé par observation de
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la variation de la couleur du rouge phénol. Le capteur que mgans développé apporte
une mesure sur une plus grande gamme de pH que l'indicatéanrég@one de virage
entre pH6, 6 et8, 4). De plus, la disposition de microcapteurs de pH répartisuaule la
cornée permet une mesure locale. Il est alors possibleatiohin gradient de pH et de
détecter précocement toute infection.

3.3 Réalisation de microcapteurs chimiques de pH

3.3.1 Le principe du capteur

Description

Le capteur que nous allons réaliser est de type potenti@uétet nécessite deux
électrodes pour fonctionner. La premiére, I'électrode @sume, est en platine recouvert
par I'électrodéposition d’un film mince de polymeére faisaffice de transducteur. L uti-
lisation du platine se justifie par le fait qu’il s’agit d’'unétal noble et qui possede un
excellent état de surface. La deuxiéme, I'électrode deegée, quant a elle, est en argent
complexé en surface par du chlorure d’argent. Cette comipbexaffre une stabilité sa-
tisfaisante et meilleure que celle obtenue avec une singitréde d’argent. De plus, son
élaboration est relativement simple a mettre en ceuvre pilisgffit de plonger I'argent
dans une solution de chlorure de fer (Fg@endanbto s.

Grace a un systéme d’isolation dont nous parlerons ult@nent, seules les extré-
mités des capteurs, c’est-a-dire le chlorure d’argent pblgmere électrodéposeé, entrent
en contact avec la solution dont on souhaite déterminer le pH

Principe de fonctionnement

Le polymére électrodéposeé sur le platine, qui contient destfons aminées pouvant
étre protonées, est sensible aux changements de la catmnties protons H Le po-
lymére joue le role de transducteur. Le principe de foncteganent repose sur la variation
locale de la densité des charges au voisinage de I'électnodiée par le polymere qui
engendre un potentiel proportionnel au pH du milieu étufilggife 3.6). Cette valeur de
différence de potentiel ddp (la différence de potentietesffitlectrode de référence et
I'électrode de mesure) est mesurée a différentes valeyssi @ constitue la caractérisa-
tion du capteur. Une régression linéaire permet d’obtenielation :

E=AxpH+B (3.7)

Ou A et B dépend du polymeére déposé sur I'électrode de platine.
A : la sensibilité du capteur;

B : le potentiel standard de la réaction.

Cette équation est calquée sur I'équation de Nernst défiirauant.
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Polymere électrodéposé

Platine
H®
@)

\

Argent Ag/AgCl

FIGURE 3.6 — Principe de la mesure potentiométrique.

3.3.2 Les polymeéres étudiés

Nous avons étendu notre étude a trois polymeéres dans le bhbésr parmi eux celui
qui donne la meilleure sensibilité.

Chacun des polymeres est préparé par oxydation électrapndu monomere et
donne lieu a la formation d’un film, qui peut étre conductdect&onique ou non, a la sur-
face de I'électrode de platine. Nous parlons égalemengct@polymeérisation. L'oxyda-
tion anodique des monomeres électroactifs est suivie pampérométrie cyclique, mais
peut étre réalisée plus simplement par chronoampéronaéiikela du potentiel d’'oxyda-
tion anodique des composés aminés. L'oxydation de la mi@&tumonomere est carac-
térisée par un pic de courant faradique sur la courbe de tampErométrie cyclique.

Les monomeres utilisés sont la glycine, I'éthylénedianghkaniline. lls ont tous la
particularité de contenir un groupement amine primairengttant leur protonation (mi-
gration du H sur le doublet de I'azote) nécessaire a la mesure du pH. Ugspoes qui
résultent de leur oxydation anodique donnent des réponsesaiations de pH. De plus
ils sont fortement ancrés a la surface de I'électrode lorsétkxtropolymeérisation [76].
lls sont bon marché, faciles a électrosynthétiser et biqatibles.

L'éthylenediamine (EDA)

L'éthylenediamine est un solvant organique ainsi qu’urmine primaire de formule
chimique GHgN,,. Sa formule semi développée esiN+-CH,—CH,—NH,. C’est un sol-
vant non aqueux, irritant et difficile a manipuler; il doit&manipulé en boite a gants
sous atmosphére contrdlée d’argon. En effet, il ne doit pagéllué par la vapeur d’eau
et 'oxygéne contenu dans l'air ambiant car cela peut crésrréactions concurrentes
indésirables lors de I'oxydation anodique. L'électropo8risation de 'EDA, en milieu
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anhydre, aboutit a la formation de polyéthylenimine linégnotée PEI-L (Polyéthyle-
neimine Linéaire.) ). C'est donc la PEI-L qui se retrouve d&moau niveau de I'électrode
en platine.

L'aniline
Connue également comme phénylamine ou aminobenzene.ih&agt un composé
organique renfermant une fonction amine primaire, araqoatifigure 3.7). Elle a pour

formule : GHsNH,. C’est un liquide incolore, brunissant sous I'action derlet de la
lumiére, a I'odeur tres désagréable ; peu soluble dans.I'eau

NH,

FIGURE 3.7 — Molécule de I'aniline.

L'électropolymérisation de I'aniline en polyaniline alitté un polymére conducteur
électronique, stable dans l'air et insoluble dans la plighes solvants organiques [81].
La Glycine

Il s’agit du plus simple des acides aminés, sa formule chimigst HQCCH,NH,,. Il
contient a la fois une fonction acide carboxylique et unefiom amine (figure 3.8). Il
est aussi ampholyte (peut se comporter comme un acide ou eamenbase). Cet acide
aminé peut étre électropolymeérisé en milieu aqueux en palyee.

/ NH,

H——CH
\ COOH

FIGURE 3.8 — Molécule de la glycine.
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3.3.3 Electrodéposition des polymeres sur le platine

Les dépbts de polymeres sur le platine, quel que soit le styppt été réalisés par
voltampéromeétrie cyclique.
Les parametres de I'électrodéposition, différents pour g
chaque polymere, sont ajustables via le logiciel de pilo-
tage utilisé. Ainsi, il est indispensable de fixer la plage de
balayage en potentiel, la vitesse de balayage et le nombre
de cycles effectués pour ces électrodépositions.
Les électrodépositions sont en général effectuées dans
une cellule électrochimique avec un montage tel qu’en fi-
gure 3.9. Nous pouvons y voir I'électrode de référence en ,»
argent (en haut), la contre-élect_rode_: en plating_(a droite) »s;* :
et a gauche I'électrode de travail qui sera modifiée. E“:“ -, o ———
Le principe du montage reste le méme quel que soit
le support (microsysteme ou fils inclus dans un milieu) et
guel que soit le polymere.

FIGURE 3.9 — Montage de

) voltampéromeétrie cyclique.
Electrodéposition de I'éthylenediamine

Nous avons réalisé nos dépots de PEI-L par voltampéron@@fcieue, au contraire
de la glycine et I'aniline, dans un milieu hermétique afirvitér toute pollution provenant
de I'air (oxygene et eau) qui peuvent entrainer des réactioncurrentes. Les parametres
de dépbt sont : vitesse de balayagéml’/s, potentiel variant entré et5 V/SRE (Silver
Reference Electrode ou électrode de référence en argent),cueles. Le sel du fond
utilisé est du LiTFSi.

5.0x10°*

—scan1
——scan 2
——scan 3
—scan4
——_scan5

scan 6
——scan’7

4.0x10" 4

3.0x10°*

<

~

 2.0x10°%

1.0x10"*+

0.0 1

E /SRE (V)

FIGURE 3.10 — Voltampérogramme d’une solution d’EDA.

Sur le voltampérogramme (figure 3.10), nous constatons ejpécld’oxydation de
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'EDA esta+2,6V/SRE lors du premier balayage. L'intensité anodique chute foetet
lors des balayages suivants, ceci traduit le phénoménes$gvaaon de I'électrode par
le dépbt isolant du polymeére. Ce phénomene est caractéedtig la formation d’un film
polymérique non conducteur.

Electrodéposition de I'aniline

Le dép6t de polyaniline par voltampérométrie cyclique arégdisé &20mV'/s entre
0etl,9V/SRE sur3 cycles.

L'avantage pratique du dépo6t de la polyaniline par rappoxt @pbts de polygly-
cine ou de PEI-L est son aspect vert-noir visible a I'ceil mur'électrodéposition2 M
d’acide sulfurique (HSQO,) sont ajoutés a la solution de I'aniliné, 61).

4,0x10° ——scan 12
— SCan

3,0x10°* — scan3
2,0x10™* |
f:, 1,0x10™*]
0,0
- 1,010
-2,0x10™4

1 1 1 1

0,0 0,5 1,0 15 2,0
E/SRE(V)

FIGURE 3.11 — Voltampérogramme d’une solution d’aniline.

Sur le voltampérogramme (figure 3.11), nous pouvons voir iesndfpxydation a
+1,1V/SRE lors du premier cycle. Ce pic, caractéristique de I'oxydatia groupement
amine de I'aniline, est également visible lors des cyclégsis. Il indique que I'oxyda-
tion du groupement amine de I'aniline et des premiers olig@s de la polyaniline (notée
PANI) se poursuit, mais aussi que la polyaniline est un pelgtonducteur.

Electrodéposition de la glycine

Pour le dépét de polyglycine, un sel de fond a été ajouté aligiso de glycine
utilisée (0,5 M) afin d’assurer une conductivité ionique entre les élecsolls’agit ici
de tétrafluoroborate de sodium (NapFo0, 3 grammes ont été ajoutés dalt® m L. Les
courbes de voltampérométrie cycliqgue obtenues lors deckigdéposition de la glycine
sont représentées sur la figure 3.12 (la vitesse de balagagke 8) m1//s pendantl0
cyclesentrd 4 et1,9 V/SRE).
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Sur le voltampérogramme nous observons, lors du premiayagé, un pic d’'oxyda-
tion a+1,75 V/SRE. Celui-ci ttmoigne de I'oxydation électrochimique de laaihe.
Nous pouvons noter, comme pour 'EDA, le phénoméne de mtgsivde I'électrode par
le dépbt de polymere isolant, caractéristique de la foanatiun film de polymére non
conducteur ; en effet, l'intensité anodique chute forteimka surface de I'électrode est
recouverte d’'une couche mince de polymere essentiellelmsntes premiers balayages
puisque sa croissance est liée au passage du courant.

2,0x10 "
—scan 1
| —scan?2
1,510 "] ——scan3
—scan 4
—scan 5
—_ ] ———scan 6
- scan7
< 10x10*) seant
- —scan9
] —scan 10
5,0x10 "
0,0 |
14 15 16 17 18 1,9
E/SRE (V)

FIGURE 3.12 — Voltampérogramme d’une solution de glycine.

Caractérisation des dépdbts

La caractérisation des dépots de polymeres a été realisée@ascope a force ato-
mique (AFM) en mode contact. Dans un premier temps, noussaxealisé une topo-
graphie de la surface de I'électrode de platine avant leétdédectrochimiques (figure
3.13(a)). La surface apparait homogene et uniforme avetailsie rugosité de surface et
nodules.

La surface de I'électrode modifiée par oxydation anodiqueEd®A (figure 3.13(b))
présente une surface totalement difféerente de celle dinelaierge. Les nodules métal-
liques ont complétement disparus et I'image présente dies stues au phénomeéne de
stick-slipping (coller-glisser) de la pointe AFM engluéend la matrice polymere.

En revanche, le dép6t de la PANI est tellement important quodifie radicalement
I'état de surface du platine et présente une topographie’gat plus aussi homogéne
que dans le cas des dép0éts dus a I'oxydation anodique de & la glycine (figure
3.13(c)).

En ce qui concerne les électrodes électromodifiees pardatign anodique de la
glycine (figure 3.13(d)), nous pouvons remarquer que lesilesdle platine ne sont pas
aussi contrastés que dans le cas de la surface du platige vidous remarguons aussi
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que le dépbt est moins épais que dans le cas de 'EDA maigetiassure une enveloppe
des billes de platine.

(b) Platine modifiée par I'EDA.

)

(c) Platine modifiée par I'aniline. (d) Platine modifiée par la glycine.

FIGURE 3.13 — Images AFM en mode contact sur platine 1,m?.

3.4 Caractérisation des capteurs

Cette partie concerne la caractérisation des capteurs;ac@ise la réponse que nous
obtenons en fonction du pH. L'objectif est d’obtenir uneagge linéaire du capteur sur
une gamme de pH la plus étendue possible.



3.4 Caractérisation des capteurs 95

3.4.1 Etude des capteurs filaires

Nous avons tout d’abord commencé par I'étude du comportedenpolymeéres sur
des électrodes filaires de taille millimétrique, afin de slasr que nos résultats étaient
cohérents et conformes a ceux de la littérature. Ensuites awons étudié le comporte-
ment des électrodes filaires de taille micrométrique en eueslintégrer dans le support
des cornées.

Etude des électrodes de taille millimétriques

Les électrodes millimétriques @enm de diameétre sont constituées d’un fil de platine
piégé dans du verre(figure 3.14).

L'électrodéposition s’effectue au niveau de I'ex-
trémité en platine de ces électrodes, préalablement '\
polies. La caractérisation de ces électrodes consis-
tait a plonger successivement chacune d’entre elles N
avec le fil d’'argent complexé par FeGElectrode ,
de référence) dans différentes solutions de pH connu. Ny
La difféerence de potentiel entre les électrodes mil-
limétriques (électrodes de mesures) et I'électrode
de référence est mesurée a l'aide d'un pH-metre
en mode voltmétre de haute impédance d’entrée. |
Nous obtenons ainsi des points expérimentaux (pH,
potentiel). En effectuant des régressions linéairgscure 3.14 — Electrode millimé-
nous pouvons calculer les différents coefficients dgijue en verre.
droites représentant la différence de potentiel en
fonction du pH(E = f(pH)) ainsi que les coefficients de corrélation linéaire. Lesftoef
cients directeurs correspondent a la sensibilité des gegptie pH réalisés. Cette méthode
est celle utilisée pour toutes les caractérisations eféas sur 'ensemble des capteurs
réalisés et testes.

Cas de la PEI-L

Les résultats obtenus pour la caractérisation des élesrollimétrique modifiées
par I'oxydation anodique de I'éthylenediamine sont lesauis (figure 3.15) :
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——ddp =-46pH +363
r=-0,989

N
e
o
foel
=
o
=
N

pH

FIGURE 3.15 — Caractérisation d’électrodes millimétriques modgipar 'EDA.

La sensibilité observée ici est d’environ 46 mV/pH, celi@st comparable aux ré-
sultats obtenus lors de précédentes études au labora0jre [

Cas de lI'aniline

Les résultats obtenus pour la caractérisation des élestmdlimétriques recouvertes
par la PANI par voie électrochimique sont les suivants (8gBrl6). Les résultats pris
en compte ci-dessous pour la caractérisation ne vont quél degy® car, conformément
aux résultats que I'on peut trouver dans la bibliograptaeljriéarité pour I'aniline ne
s’observe que jusqu’a pBlou9 [78].

150.] ——ddp=-65pH+357
r=-0,975

W

FIGURE 3.16 — Caractérisation d’électrodes millimétriques modgipar I'aniline.
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Cas de la glycine

Les résultats obtenus pour la caractérisation des elestmdlimétriques recouvertes
par la polyglycine par voie électrochimique sont les suisdfigure 3.17).

La sensibilité obtenue est quasi Nernstienne puisque prdef9 mV /pH. Le coef-
ficient de corrélation obtenu montre que la relation estlirge

— ddp=-54pH+730
6004 r=-099%
5004
400-
3
o 300-
s
200-
100
2 4 6 8 10 12

pH

FIGURE 3.17 — Caractérisation d’électrodes millimétriques modsgipar la glycine.

Conclusion

Les résultats obtenus sur des électrodes millimétriquestnewat des relations li-
néaires du pH en fonction dddp) dans une gamme qui s’étend&lé 11pH, dépendant
du type de polymére. Les droites linéaires obtenues dangdisscas étudiés montrent
que le cas de la glycine se distingue par un coefficient deétation de0.998. Aussi,
nous constatons que la sensibilité obtenue dans le cas dgding est quasi Nerns-
tienne, tandis que les sensibilités obtenues sur I'anéinke PEI-L sont conformes a la
bibliographie. Dans la partie qui suit, nous allons étuddss électrodes de taille micro-

métriques.

Etude de fils micrométriques piégés dans des milieux d’inclusion

Cette inclusion de fils dans un solide diélectrique faciletnéalisable avait pour ob-
jectif de nous rapprocher au maximum du prototype final pésdes fils de platine y
seront inclus. Dans un premier temps, nous parlerons das e8alisés avec de la résine
en milieu d’inclusion, puis, du verre dans un second temps.
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Fils de platine et d’ argent piégés dans de la résine

Nous avons effectué des essais en incluant des fils métdliglatine et argent) dans
une résine (e 501). Les fils de Pt et d’Ag sont, d’un c6té, sediéx appareils de mesures
et, de l'autre c6té, plongés dans une solution apres avopadis (Pt) et complexés (Ag
par AgCI) (figure 3.18).

FIGURE 3.18 — Fils micrométriques de platine et d’argent pris dankaésine.

Les premiéres caractérisations ont donné de bons résuttaitsau bout de cinq carac-
térisations, il nous était impossible d’obtenir des vadestables. Nous pensons que cette
résine réagit chimiquement, empéchant ainsi d’avoir dadtads répétitifs sur de longues
périodes. Par conséquent, nous avons opté pour un chanigdunmailieu d’'inclusion des
électrodes.

Fils de platine et d’argent piégés dans du verre

Nous avons utilisé le verre comme support de nos fils puiselue ci est couramment
utilisé dans les électrodes traditionnelles et pratiqudnmertes. Nous avons donc fabri-
qué de telles électrodes (figure 3.19) avec un fil de platiégépdans un tube en verre ; le
fil de platine utilisé est d&6um de diamétre. Nous n'avons pas pu y inclure de fil d’ar-
gent car celui-ci posséde un point de fusion trop bas poistegs: la chaleur de la flamme
nécessaire au faconnage de ces électrodes. La référelm@eutirs de nos caractérisa-
tions était donc un fil d’argent extérieur devm de diametre a I'électrode complexée en
surface par du FeGl



3.4 Caractérisation des capteurs 99

FIGURE 3.19 — Electrode en verre fabriquée au laboratoire.

A chaque électrodéposition, une série de dix mesures ogaffétduées, afin d’évaluer
la reproductibilité des mesures.

Cas de la PEI-L

Le potentiostat utilisé et ceux disponibles au laboratdeechimie n’ayant pas une
sensibilité inférieure au nanoampere, nous n'‘avons pasirauréaliser des dépots élec-
trochimiques sur nos électrodes de verre micrométriqueseftét I'enregistrement du
voltammogramme est, pour nous, une assurance que le dépbtéroulé correctement.

Cas de 'aniline

Les résultats obtenus lors de la caractérisation du sysiédeetrodes micrométriques
sont les suivants (figure 3.20).

FIGURE 3.20 — Caractérisation d’électrodes micrométriques maifgiar I'aniline.
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La sensibilité obtenue est supérieure de celle de I'éldetde verre 9 mV /pH).
Cette réponse super-Nerstienne est due probablement aguiiibré du processus pro-
tonation / deprotonation de la chaine azotée présente egadyimére [79].

Cas de la glycine

Les caractérisations réalisées avec de telles électréetdsognodifiées par de la gly-
cine ont donné les résultats suivants (figure 3.21).

20, ——ddp=-RpH+335
200 r=-0995
150
100
g Y
g 0
-504
-100
-150

FIGURE 3.21 — Caractérisation d’électrodes micrométriques maifp@ar la glycine.

Ces résultats montrent que la plage de mesures du pH s’étebha@ dé, avec une
bonne linéarité (coefficient de corrélation995). La sensibilité de telles électrodes est
plus faible que pour des fils de taille millimétrique maisteet®ut a fait acceptable puis-
gu’elle est del2 contreb4.

3.5 Etude des capteurs microsystemes

Parallélement & la phase de validation des capteurs filaibeis avons mené une étude
sur la réalisation de ces capteurs sous une forme plandé@gsrnicrosystemes. Ce choix
était motivé par plusieurs facteurs, citons :

— la possibilité de les intégrer au support de la cornée;

— étudier leur sensibilité en fonction de la taille ;

— la fabrication en série pour d’autres applications quetaée.

Nous avons conduit une étude systématique sur la réponssaateurs en fonction
de leur taille. Pour caractériser notre capteur, nous axaise plusieurs tailles d’élec-
trodes : entrd 000, et 10um de diametre pour I'électrode de mesure.

Nous allons décrire dans ce qui suit les différentes étapda déalisation et de la
caractérisation de ces capteurs miniatures.
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3.5.1 Etude de microsystémes sur substrat en silicium

Microsystemes a électrodes linéaires

Schéma et réalisation technologique

Notre but est de réaliser un microsysteme constitué de deat@des, une électrode
en platine et une électrode en argent. Les électrodes dm@s@ar des pistes a des ter-
minaisons rectangulaires. Ces dernieres assurent la donreax circuit de mesure et/ou
au potentiostat qui est un appareil utilisé dans I'élecdpusition. Ces architectures ont
été choisies pour mettre en évidence I'effet de la géométipeur optimiser I'interaction
entre les deux électrodes. Deux structures ont été retehuegrésentées dans le schéma
de principe (figure 3.22 (a)). Nous avons utilisé un waferigcitsm oxydé thermique-
ment de4 pouces de diametre, de5.m d’épaisseur. Deux masques lithographiques de
5 pouces sont nécessaires pour la réalisation de nos mitdosys. Le premier masque
définit les motifs de I'électrode de travail (en platine). deuxiéme masque définit les
motifs de I'électrode de référence (en argent). La trarisposdu masque sur le wafer
demande l'utilisation d’'une technique appelée Lift-off .

Nous obtenons les microsystémes par un dépét d’'une coucti®de: pour chaque
électrode. Il faut noter, qu'une couche d’accroche endit@nm) est déposée avant le
dépdt du platine et d’argent. Cela nous a permet de réalisendgifs en titane-platine et
titane-argent sur le wafer (figure 3.22 (b)).

(a) Schéma de principe. (b) Image réelle.

FIGURE 3.22 — Architectures retenues pour les microsystémes.
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Discussion et Conclusion

Les électrodépositions réalisées par voltampérométradiauye sur I'électrode de Pt
des microsystémes s’effectuaient suivant le méme pringipecelles effectuées sur des
électrodes de taille millimétrique. Nous avons toujourdiséiun fil d’argent en guise
d’électrode de référence, du platine comme contre-éldetet, comme électrode de tra-
valil, la piste en platine des microsystemes.

Pour caractériser nos capteurs, nous avons déposé la soltaimpon de pH sur les élec-
trodes du capteur. Les résultats obtenus n’étaient paseffhesures non stables) en
raison de I'étalement de la solution sur les microsysteriesis avons tenté plusieurs
solutions pour résoudre ce probleme, en essayant d’'isalpattie de mesure du reste du
microsysteme pour contenir la solution de pH juste sur latipasle mesure. Mais nous
n'avons pas réussi a trouver une méthode fiable et reproolectPour contourner ce pro-
bleme nous avons changé notre approche de caractérisatiosgue nous avons décidé
de plonger les microsystémes dans le milieu pH et non plun&l®r la solution sur le
capteur.

Comme nos microsystemes actuels ne sont pas adaptés a getbehsy nous avons
concu et réaliser une nouvelle génération de microsystgmussadaptés.

Microsystemes a électrodes paralleles

Schéma et réalisation technologique

Dans cette version, la configuration des électrodes a étdiged une structure ou les
contacts électriques sont placés de part et d'autres denéad®mmesures en une structure
ou les contacts sont du méme coté. Dans ces conditions, teeaapteurs peuvent étre
immergés sans que les contacts électriques soient afffigié®e 3.23(a)).

La nouvelle architecture permet d’isoler tous les circditamicrosystéeme au moyen
d’'une couche de silice (isolant sur le schéma). Seules lesszde mesures (Pt et AgCl)
sont en contact avec la solution. Différentes tailles d'#&tele vont étre testées

Platine

Verre ——
ou silicium
Argent™ T ]
|
Zones

] de mesure

Isolant — = = l

() Schéma de principe. (b) Image réelle.

FIGURE 3.23 — Architecture et images des microsystemes réalisés.
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La realisation des microsystemes néecessite, en plus des@ueslithographiques
pour titane-argent et titane-platine, deux autres masdugegremier pour le dépot de la
couche d’accroche sur les endroits des électrodes ou spoadéa couche isolante et
I'autre pour le dépdt de la silice (figure 3.23(b)).

Discussion et Conclusion
Les essais durant les mesures n’étaient pas concluantesffén I'étape d’indivi-
dualisation des capteurs a pour effet de mettre a jour la¢tendu wafer. Cette tranche

n'étant pas oxydée, nous sommes en présence d'un semietead(type N) qui réagit
avec les électrodes

3.5.2 Etude des microsystémes sur substrat en verre

Suite aux précédents résultats ou la nature semi condeiduisilicium n’a pas été fa-
vorable, nous avons opté pour la réalisation des microsystésur un substrat en verre vu
ses qualités d’isolant. Les étapes technologiques rdst&niémes que pour les premiers
microsystémes. La figure 3.24 montre deux microsystemdisésaur verre.

(; o

(a) Vue générale. (b) Zones actives.

FIGURE 3.24 — Microsystemes étudiés.

La connectique

Un point important & améliorer était la connectique depaiisdpteur jusqu’au volt-
metre ou jusqu’au potentiostat. Nous avons commencé, ghlirédes connexions par la
soudure directe des fils, qui reliaient les microcapteurpaantiostat ou au voltmetre.
Dans un premier temps nous avons utilisé la soudure chawates @n deuxieme temps
nous avons utilisé la soudure a froid avec la pate d’argees. lésultats de tests des
connecteurs ont montré la non fiabilité de ces deux méth&des, nous avons utilisé
une autre technique de connexion en utilisant des connmsatemmerciaux. Cette tech-
nigue nous a obligé a adapter I'architecture de nos mictecapa celle des connecteurs



104 Microcapteurs pour la détection de bactéries

(figure 3.25). Les résultats obtenus avec cette technicuiengttres satisfaisants, donc
nous avons adopté cette derniére pour I'étude de nos mueos.

Connecteur

FIGURE 3.25 — Mode de connexion utilisé.

Electrodéposition des polyméres

Nous avons mis au point un nouveau systéme plus pratiqueestxnaidapté pour
I'électrodéposition des polymeéres sur les houveaux mystesnes en verre. La solution
du monomeére est contenue dans un creuset en platine, quejodle de contre-électrode
également. Le connecteur utilisé nous permet d’exploiééedtrode d’argent du micro-
systeme comme référence pour I'électrodéposition. Ladi@ue6, montre une image du
systeme relié au potentiostat.

(a) Vue d’ensemble. (b) Vue rapprochée.

FIGURE 3.26 — Montage utilisé pour I'électrodéposition.



3.5 Etude des capteurs microsystemes 105

3.5.3 Caractérisation des microcapteurs réalisés

Nous sommes partis des capteurs de taille millimétriguen{ de diametre pour
I'électrode de mesure) pour terminer avec des tailles métaques dd0pm.

Cas de la PEI-L

Pour la caractérisation de la PEI-L (figure 3.27), nous atans/é des sensibilités de
46mV /pH pour lmm (figure 3.27 (a))et de 42 mV/pH poan0um (figure 3.27 (b)) et
de37 mV /pH a250um (figure 3.27 (c)). La sensibilité est acceptable a ces aille

30 —— ddp =-49 pH +461 250 — ddp=-42pH+3%4
1 r=-0997 r=-0993
250 200
200 150-
150 1004
£ 1] g
= = 504
8 501 s 0
o ]
50 -50
-100 -100
2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12
pH pH
(a) Electrode damm. (b) Electrode d&00um.
250 ——ddp =-37pH+359

r=-0993

(c) Electrode d&50um.

FIGURE 3.27 — Réponse d’'un microsystéme en verre recouvert par lEDA

Le potentiostat utilisé et ceux disponibles au laboratdeechimie n’ayant pas une
sensibilité inférieure au nanoampeére, nous n'avons pasir@uéaliser des dépots élec-
trochimiques sur les électrodes de taille inférieugd@.um.
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Cas de I'aniline

En ce qui concerne la caractérisation de polyaniline (fi@u28), contrairement aux
résultats obtenus avec les électrodes de verre, nous aeoive tune linéarité sur toute
la gamme de pH étudiée. Ainsi, nous avons pu constater detbiéds variant entre
68 mV /pH et45 mV /pH.

300 ——ddp=-68pH+527 —— ddp=-52pH+417
r=-091 r=-09%
200 2004
1004 1004
£ o z
= 5 ol
s s
-100
200] -100
2300 -200
2 4 6 8 10 2 2 4 6 8 10 2
pH pH
(a) Electrode damm. (b) Electrode d&00um.
2004 — ddp=-55pH+274 100, — ddp=-45pH+159
100 r=-0980 504 r=-0993
04
0 0]
-100]
E -1004 E s
g 2004 8 200
-3004
-4004 3504
2 4 6 8 10 2 2 4 6 8 10 2
pH pH
(c) Electrode d&50um. (d) Electrode dd25um.

FIGURE 3.28 — Réponse d’un microsystéme en verre recouvert par ddyarpline.

Nous n’avons pas pu caractériser des microcapteurs inféréd 25.m avec la PANI
en raison de I'impossibilité d’effectuer les électrodéposs pour les mémes raisons évo-
guées préecédemment dans le cas de la PEI-L.

Cas de la glycine

Pour la glycine (figure 3.29) nous avons obtenu des seréibdécroissantes @2 mV /pH
pourlmm a39 mV /pH pour la taille delOpm.
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(e) Electrode dé&0um. (f) Electrode delOpm.

FIGURE 3.29 — Réponse d’'un microsysteme en verre recouvert paryalgoine.

Note

Les caractérisations de la polyglycine ont été effectuges ane solution de pH a
5,95 au lieu de6, car la polyglycine a un comportement particulier a ce pqgintse
traduit par une chute brutale de ddp qui s’explique par I'apparition d’'un composant
chimique spécifique([82]).
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Discussion et Conclusion

Les résultats obtenus sur les microsystemes nous laissesépque la glycine est le
meilleur polymeére testé, et qui sera par conséquent le pErgmtilisé pour le systéeme de
la cornée. En effet, il présente la meilleure pente a laedill25.m) avec un coefficient
de corrélation de 0.996. Nous avons ensuite entamé une h@geele de caracterisation
avec le polyglycine sur des électrodes allant jusqul@am de diamétre, ce dernier a
donné des résultats satisfaisants avec une pengd @¢ un coefficient de corrélation de
I'ordre de 0, 993.

3.6 Intégration des capteurs filaires au support de la
cornée

Apres validation de la mesure de la transmittance (Chapjtret 2lu pH avec des
systemes séparés, nous avons entamé I'étape de réalidatgysteme de transport et
d’analyse de la cornée. A défaut du verre nous avons realidispositif en résine pour
montrer la fonctionnalité de maintien d’'une cornée basdastiuidique (capillaires) et
montrer une configuration de 'emplacement des électrodamekures du pH. Ce sys-
teme peut étre perfectionné par I'intégration de plusiélestrodes autour de la cornée,
afin de palier aux éventuelles pannes et en méme temps aadegdonnées multiples.

Fabrication du support

Nous avons fabriqué des supports de cornées en résine quetpent :
— le positionnement précis de la cornée durant les mesung#lisant des capillaires,
pour éviter tout stress de la cornée au cours des mesures;
— les analyses optiques de la cornée en utilisant un mateaiasparent ;
— les analyses bactériologiques de la cornée par un résenicieapteurs.

Afin de réaliser ce support, nous avons fabriqué un moule. @eetteest composé d’'une
demi sphére en PDMS (Polydimethylsiloxane). La demi sppésseéde un méplat per-
mettant a la cornée de présenter la surface a explorer aehaggure (figure 3.30). Des
canaux {mm de diametre) ont été ensuite usinés, par voie mécaniqus, ldasine
apres polymérisation (figure 3.31).
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Méplat

FIGURE 3.30 — Demi sphére en PDMS.

Canaux Canaux
pour capteurs pour fluidiques

FIGURE 3.31 — Support en résine apres percage des canaux.

La figure 3.32, montre le support final qui comporte :

Les microélectrodes pour la mesure du pH;
Un systéme de positionnement composé de :

canaux usinés dans la résine;

capillaire pour la circulation du liquide, le positionnen et le maintien de la cor-
née;

connecteurs pour capillaires;

seringues de commande du positionnement ou autres syspeEr@ematiques auto-
matisés.



110 Microcapteurs pour la détection de bactéries

Electrode de

mesure en platine
Connecteur

Electrode de référence Capillaire

en Ag/AgCl

FIGURE 3.32 — Support de transport et d’analyse des cornées.

Conclusion

Le dispositif dans sa globalité remplit les fonctions espt#®s tels que le position-
nement, les électrodes de mesures, I'ergonomie et les esesptiques de transmission.
Néanmoins, par rapport a la reproductibilité des mesures Heupe autre résine pour-
rait étre plus appropriée. Cependant, une solution enviahfge consiste a intégrer un
microsysteme finalisé dans le support.

3.7 Conclusion

Le développement des capteurs est passé par plusieurs akugetties a plusieurs
conditions qui, au cours de cette étude, ont été mises eguexane a une. D’une concep-
tion basée sur la réalisation des microsystémes sur siljaious sommes passés a une
conception réalisée sur un substrat en verre. Le siliciunpaté ses propriétés semi-
conductrices a engendré des problemes électriques awnilesasurfaces clivées, qui
ont été contournés par l'utilisation de substrats en v&ams cette derniere version, des
connections (contacts) ont été adaptées pour étre religes thcon pratique aux appa-
reils de fonctionnalisation et de mesures. Les résultatnois sont pertinents du point de
vue de la réponse a des sollicitations chimiques (pH).

Les essais préliminaires sont réalisés d’abord sur deacasfmillimétriques issues de
l'inclusion des électrodes filaires dans des matrices deev@iusieurs monomeres ont
éte testés a savoir I'aniline, la PEI-L et la glycine. Desitidés obtenus, la glycine nous
offre une sensibilité quasi Nernstienne avec une sersibié54 mV /pH contre65 et46
pour la PANI et la PEI-L respectivement.
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Dans une deuxieme étape, en prévision des dispositifs lgesades cornées des élec-
trodes filaires micrométriques de diamétre7@gm ont été réalisées puis étudiées a cet
effet. Nous avons constaté une influence particulierenoeatde I'électrodéposition de
la PEI-L, cette derniére n'a pas été fonctionnalisée apésqurs essais. Le comporte-
ment le plus proche de celui de Nernst est obtenu avec langlyttune sensibilité de
42 mV /pH et un bon coefficient de corrélatidf.995). A noter qu'’il est de84 mV /pH
pour la PANI avec un coefficient de corrélatign9s9).

En paralléle de I'étude des électrodes filaires, en praviagiétendre notre application a
d’autres domaines ou la miniaturisation est nécessairasdgons mené une étude sur
les microsystémes, en raison des possibilités qu'offredartique de photolithographie
vis-a-vis de la configuration des électrodes et de leursminas. Les différentes tailles
(électrodes de travail) étudiées saf00.m, 500um, 250pum , 60um et 10um combinés
au trois types de polymeres.

La PEI-L n’a pas donné de résultat dans le cas des microsgstdenfaibles dimensions
inférieures &50m, comme cela a été évoqué précédemment. En outre, sontigilisa
obéit & des exigences tres strictes.

En ce qui concerne la PANI, les résultats obtenus sont aaiolestvu la reproductibité
des résultats et les bonnes sensibilités acquises aveddessystémes jusqu’d25um.
Pour les tailles les plus petites (a partirGie) nous n'avons pas pu effectuer son élec-
trodéposition pour les raisons avancées précédemment.

Quant a la polyglycine, la sensibilité varie d2 mV /pH de la plus grande dimension
(10004m) @50 mV /pH pour I'électrode dé25.m. Nous avons poursuivi d’autres carac-
térisations avec le polymere retenu (la polyglycine) ssrélectrodes allant jusquld®um

de diamétre, ce dernier a donné des résultats satisfasatune pente d& mV/pH

et un coefficient de corrélation de I'ordre dg95.

Apres synthése des résultats nous pouvons conclure queidessystémes sont fonc-
tionnels méme aux faibles dimensions. Par conséquenteusemt étre intégrés dans
différents systemes pour constituer un capteur entieremigmaturisé et compact. La po-
lyglycine semble étre le matériau le plus approprié en edigg des résultats obtenus. Le
transducteur étant un polymére solide, cela confére aeeages qualités de biocompa-
tibilité. Ainsi, des applications dans le domaine du viveant aisément envisageables. La
cornée, cas de notre étude, peut étre caractérisée paraaptelr en 'adaptant au sup-
port congu a cet effet, d’autant plus que les dispositionsamment de positionnement
par fluidique, sont mis au point.

Notre étude, pour étre la plus exhaustive possible, pdudta complétée par des tests
sur les phénomeénes d’hystérésis et de la durée de vie.



Conclusion géneérale

ans le cadre de cette thése nous avons démontré la faisaeildeux micro-

systemes dans le domaine médical. Le premier est destinféeoladationn

vitro, le second au transport et au contréle qualité du greffomémor. Pour ré-

pondre aux besoins des praticiens nous nous sommes bagteshinologie
silicium et PDMS associée a la métrologie optique.

Dans le cadre de la FIV nous avons réalisé un Lab On Chip quiessis fonctions :

— l'accueil des ovocytes,

— leur déplacement,

— leur positionnement précis sur des sites d’analyse.

Pour atteindre nos objectifs dans ce projet, nous avonisééate plateforme en sili-
cium pour I'accueil des ovocytes. Pour une grande minisdition nous avons congu une
architecture qui integre un systéme de déplacement deytegoa I'aide de canaux de
microfluidique associés a I'aspiration du liquide qui canstleur milieu de vie. Ce choix
se justifie par la contrainte d’embryo-compatibilité dutéyse. C’est une méthode origi-
nale qui peut étre appliquée dans le domaine de la manipnldés cellules vivantes. En
effet 'aspiration, en sus de permettre le déplacement eddes, constitue un outil trés
performant pour leur maintien, en vue par exemple d’'unect@rigation mécanique. Dans
ce domaine nous avons montré la possibilité de mesuresuegtigui peuvent constituer
des méthodes pour la caractérisation des ovocytes avarfemndation. Les essais que
nous avons mené dans ce domaine ont été effectués sur dgtesv@marnuméraires. Ainsi
les résultats de caractérisations optiques des ovocyteardient a étre confirmés sur un
grand nombre d’ovocytes pour étre validés. Ce travail peatréené a I'aide d’ovocytes
d’animaux. Il ouvre une perspective pour cette partie deertbese.

Nous nous sommes intéressés dans la deuxieme partie desaik draoncevoir un
Lab On chip pour le transport et le contréle qualité du greffornéen. Il s’agit dans ce

113
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domaine d’apporter une solution au transport de la cornéesegfait actuellement dans
des bouteilles en verre. Ce mode de stockage de la cornéedrtgoosanipulation de la
cornée, tissu tres fragile, pour le test et 'analyse. lisymstait a résoudre le probleme
du contréle qualité qui se réduit au comptage de nombre dideshivantes (ce critére
constitue une norme sanitaire avant la greffe). Nous avénsodtré que la mesure de
la transmittance de la cornée au cours de son stockagetoenstie méthode pertinente
pour s’affranchir du bleu trypan, produit toxique néceasspour le comptage des cellules
vivantes sous microscope. Afin d’effectuer cette opératams de bonnes conditions nous
avons réalisé un Lab On Chip en PDMS (transparent) pour l&agecdu greffon cornéen.
Ce Lab On Chip assure ainsi I'encapsulation de la cornée topeanettant la mesure
de la transmittance optique de celle-ci. Le maintien en eiéaccornée est assuré par un
systeme de microfluidique.

Pour une analyse objective de la présence de foyers infeati@gns la cornée lors de
son stockage nous avons optés pour des capteurs ponctyelts @ effet pendant la
conservation de la cornée destinée a la greffe, des bacfggig/ent la contaminer ceci
se traduit par un changement de son pH. La mesure du pH setiadéilament par colo-
rimétrie, une technique peu précise et opérateur dépendsdatis avons obtenu dans ce
domaine des résultats pertinents. En effet, nous avonsritédria faisabilité d’un capteur
de pH dont le transducteur est tieum de diamétre, présentant une réponse linéaire entre
un pH de3 a1l1. Ce capteur peut étre utilisé dans plusieurs domaines dapphs.
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Glossaire

Asepsie consiste a ne pas apporter de micro-organismes étrangsite @oncerné (bac-
téries, parasites. ..). Méthodes visant I'absence de con&ion microbiologique
d’un site opératoire par exemplgage 81

Cellules de Schwannforment des couches de cellules qui recouvrent les segrdertés
gaine de myéline de certaines cellules nerveysage 76

Dynamique d’un capteur c’est la zone qui représente le domaine de s&pdu capteur
avant saturatiorpage 126

Film lacrymal un mécanisme naturel visant a protéger la surface de I'eihtdieres
irritantes comme la saleté, la poussiére et les autresphasise trouvant dans I'air,
en plus de protéger les yeux contre les infectigage 85

Humeur aqueuse un liquide transparent a faible viscosité, dépourvu d'@éts figurés
du sang, continuellement filtré et renouvelé qui, avec Ipsaitré, maintient la
pression intra-oculaire et la forme du globe oculgage 74

Lift-off techniques de lithographie permet de structurer des ceunihes métalliques
déposées sur un substipage 153

Lithographie désigne I'ensemble des opérations permettant de repeddésimotifs pré-
sentent sur un schéma sur la surface d’'un subgtage 169

Organoculture des milieux nutritifs dérivées des méthodes de culturesilzétes et ont
été mis au point uniguement pour la cornée humaage 83

Proteoglycan une catégorie spéciale de glycoprotéines qui sont forteglgnosylée.
page 76

Solution tampon solution qui maintient approximativement le méme pH malgddi-
tion de petites quantités d’un acide, d’'une base ou d’'ungidii. page 155
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Substance fondamentaleun ensemble de protéines (principalement d"acide hyalyuein
sur lequel se fixent les sels minéraux pour former différeissus conjonctifs.
page 76
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Résumé

Au cours de cette thése, deux Lab On Chip ont été réalisés. Le premier est destiné a la
fécondation in vitro (FIV) et le second au transport et au contréle qualité d'un greffon cor-
néen. Le Lab On Chip pour la FIV est constitué d'une plateforme et d'un ensemble de
sondes permettant la caractérisation de I'ovocyte. La plateforme en silicium, assure le
maintien en vie de I'ovocyte en formant un réservoir pour le milieu de vie des cellules. Un
réseau de microcanaux usiné sur la plateforme permet d’aspirer le milieu des cellules et
confere a cette derniére les fonctions : de déplacement, de positionnement et d'immobi-
lisation de I'ovocyte. Des tests préliminaires, sur des ovocytes surnuméraires, ont mon-
tré la faisabilité des analyses non invasives pour la caractérisation des ovocytes avant
fécondation.

Actuellement, la manipulation de la cornée, pour effectuer certaines analyses, risque de
I'endommager. Pour résoudre ce probléme, nous avons développé une méthode optique,
non invasive, pour caractériser I'état de la cornée. Il s'agit d’'une mesure de la transmit-
tance de la cornée corrélée avec le nombre de cellules vivantes. Afin de détecter les
infections dans la cornée, nous avons développé des microcapteurs de pH. Ces derniers
offrent une mesure ponctuelle plus précise. La caractérisation des microcapteurs a don-
née des résultats pertinents jusqu’a une taille de 10 um. Enfin, nous avons intégré un sys-
téme de capillaires pour maintenir a la fois la cornée dans son milieu de vie et pour la
positionner d'une maniéere non invasive, afin d'effectuer son analyse.

Mots clés : Lab On Chip, microsytémes, manipulation des cellules uniques, FIV, gravure
humide KOH, gravure seéche DRIE, microcapteurs, spectre de transmission de la cornée,
polymeéres en couches minces, microélectrodes.

Abstract

In this thesis, two Lab On Chip has been realised. The first one is intended for in vitro fer-
tilization (IVF), the second for the transportation and quality control of the cornea. The
Lab On chip for IVF is formed of a platform and a set of probes. The platform is made of
silicon ; it forms a reservoir for the life fluid of the oocyte to keep it alive. On the plat-
form we machined a network of microchannels to aspire the life fluid ; this operation
gives the platform the functions of : transportation, positioning and immobilization of the
oocyte. A preliminary test, on supernumerary cells, demonstrates the feasibility of non
invasive tests for the characterization of the oocyte before fertilization.

Actually, the manipulation of the cornea, for execute some analysis, can cause damage
for it. To resolve this problem, we developed an optical method, so no invasive, for cha-
racterization state of the cornea. It consist in the measure of cornea transmittance, that
measure is correlated with the number of living cells. To detect infections in the cornea,
we developed pH micro-sensors. The latter offer a more accurate measure. The charac-
terisation of the pH micro-sensors has yielded results relevant until a size of 10 um.
Finally, we incorporated a system of capillaries to maintain the cornea in his life fluid, also
for its positioning bynon invasive manner for analysis.

Key words : Lab On Chip, microsystems, single cell manipulation, wet etching KOH, dry
etching DRIE, IVF, microsensors, micromachining, corneal transmission spectrum, thin
polymers films, microelectrodes.





