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Ces dernieres années, d’'importants besoins datmaine biomédical ont suscité un
vif intérét pour l'étude des bio-capteurs qui peiter®@ une analyse précise et rapide
d’éléments biologiques tels que les bio-moléculedes cellules. Différentes méthodes de
bio-détection ont donc été développées. Elles pduwre essentiellement optiques,
meécaniques ou électriques. Les systémes de biotidétgpar voie optique ont fait I'objet
d’intenses recherches depuis déja plusieurs anetépsrmettent une analyse efficace des
systemes biologiques. Elles présentent en revareft@ns inconvénients comme notamment
le recours a des marqueurs spécifiques qui peuirdhtencer chimiquement I'entité
biologique a analyser. En paralléle les méthodesédsm sur une détection éclectique
connaissent un intérét croissant car elles perntette développer des outils d’analyse ne
nécessitant pas le recours a des marqueurs spesifiq

Ces grandes avancées ont été possibles grace netdnaon développement de la
microélectronique qui apporte de nouvelles postikil et perspectives au domaine
biomédical. En particulier, associée a l'utilisatides hautes fréquences, cette technologie
permet la miniaturisation des bio-capteurs de fagaravailler a une échelle se rapprochant
de celle d’'une cellule unique. Ce dernier pointéspnte aujourd’hui un enjeu majeur dans la
compréhension de nombreux phénomenes biologigueguee I'apoptose cellulaire (mort
cellulaire) ou encore le développement de canBrss le cadre de ces travaux de these, nous
avons travaillé en étroite collaboration avec leolatoire d’Homéostasie cellulaire et
Pathologies (EA 3842) de I'Université de Limoge® l@boratoire, dirigé par le professeur
Marie-Odile Jauberteau, travaille sur les cellulies systéme nerveux et en particulier sur
I'étude de nouveaux traitements contre les probigmes de récidive des cancers du cerveau
humain. En effet, depuis plusieurs années les usades chercheurs de ce laboratoire sont
orientés vers l'étude de cellules souches cancéseus la base des cellules du systéme
nerveux. L’approche la plus courante, utilisée ds jours par les biologistes pour I'analyse
des cellules souches, repose sur l'utilisationadeytométrie en flux avec les techniques de
FACS (Fluorescent Activated Cell Sorting) qui pettaiet de séparer les cellules aprés avoir
effectué un immuno marquage avec des anticorpsfisp@s couplés a des fluorophores. La
difficulté de cette approche sur les cellules sescbancéreuses repose sur le fait qu’elles
présentent un caractere indifférencié. Par consgdluest complexe de cibler des anticorps

spécifiqgues de marquage pour ces cellules. ll@xkstsieurs marqueurs connus et utilisés a ce
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jour pour les cellules souches, en particulier @L83. Cependant, depuis peu, ce dernier est
fortement remis en cause par la communauté scéorifcar il a été prouvé qu'il ne
s’exprimait pas uniquement chez les cellules sauiohas €galement sur des cellules en cours
de différenciation.

Dans ce contexte, l'analyse des propriétés didlerts des cellules souches
cancéreuses aux hautes fréquences peut apporteéporese aux problématiques posées par
ces cellules en permettant de les différencier tetrrae de les trier. L'intérét de la méthode
proposée est qu’elle est sans marquage et leve meois épineux. Le premier, concernant
I'incertitude de l'efficacité du marquage des cldfusouches et le deuxiéme concernant la
probabilité qu’ont ces marqueurs, type anticorgspubdifier le type cellulaire analysé et son
intégrité.

Ainsi, nos travaux de thése concernent la miseadnt ple bio-capteurs, basés sur une
méthode de détection électrique, pour I'analyséuledle, sans marquage, aux fréquences
micro ondes. En effet, le principe de bio-détectiis a profit dans le cadre de cette these,
repose sur |'utilisation de dispositifs planairésanants qui sont par nature tres sensibles a de
petites variations de parametres. Ainsi, l'intratitut de cellules sur ces résonateurs implique
un décalage de la fréquence de résonance des isapgtgupeut directement étre relié aux
propriétés diélectriques des cellules a savoir l@orimpédance. Selon le type cellulaire
considére, son état pathologique et potentiellersentétat de différenciation, ces parametres
sont différents et permettent de discriminer etrge différents types cellulaires. Les capteurs
sont réalisés grace a un procédé de microélectrerstpndard qui, combiné aux fréquences
micro ondes, permet de fabriquer des dispositifsiaturisés et ainsi, de travailler proche de
I'échelle de la cellule.

Ce manuscrit se divisera donc en trois parties sRanpremier chapitre nous verrons
en détail la problématique posée par les biologiaiasi que les outils d’investigations qui
existe aujourd’hui pour I'analyse cellulaire. Dame deuxieme partie, nous verrons comment
nous avons congu les bio-capteurs dédiés a l'amatlysne trés petite concentration de
cellules jusqu'a la cellule unique. Enfin, dansdernier chapitre nous détaillerons les
procédés de fabrication utilisés pour fabriquerdescapteurs. Nous verrons les protocoles
expérimentaux développés en collaboration avebi@sgistes pour mesurer et caractériser
les cellules d'intérét. Les résultats seront prig&sert discutés. Nous verrons que nos études
portant sur des cellules cancéreuses ont montrdeguparametres diélectriques des deux

types cellulaires principaux constituant le systéneveux (les cellules gliales et les
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neurones) sont différents et permettent de lesridiser. Ces recherches ont permis
I'optimisation des performances des bio-capteursiqus permettent aujourd’hui de détecter
et d’analyser jusqu’a une cellule unique. Les pegmiravaux concernant les cellules souches
cancéreuses sont aussi été présentés. lls semblamier qu’il existe des différences
d'impédances significatives permettant de discrenice type de cellules. Ces premiers
résultats semblent comme nous le verrons promsttupourraient a terme conduire a une
identification efficace de ces cellules dans lediatudier leur comportement et de cibler des

traitements appropriés.
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Chapitre premier — Potentialités de la spectroscdjiilectrique pour la détection cellulaire

|. Introduction

Le travail présenté dans ce manuscrit concerneraeption et la réalisation de bio-
capteurs dédiés a lI'analyse cellulaire aux frégesmadio et micro ondes. Il a été mené en
collaboration avec le laboratoire d’Homéostasidutate et Pathologies de I'Université de
Limoges qui travaille sur les cellules du systéneeveux et en particulier sur I'étude des
mécanismes responsables des récidives des cancems/emu du cerveau. Notre travail
S’appuie donc sur la mise en commun des connaissahes biologistes et des physiciens
pour mettre au point un nouvel outil de caracténsaet de tri pour ces cellules spécifiques.

Afin de bien appréhender le contexte de notre ¢tudes allons tout d’abord, au
travers de ce chapitre premier, nous intéresseievllition de I'étude des propriétés
diélectriques des cellules dans le spectre élecipodtique ainsi qu'aux récentes applications
des micro technologies aux domaines biologiquei@nédical communément regroupées
sous le nom de BIOMEMS (Biological Micro-Electro-bMenical Systems). Apres avoir
rappelé quelques généralités sur les cellules, nous focaliserons sur les problématiques
actuelles des biologistes et nous introduirongit#grents types cellulaires étudiés aux cours
de nos travaux. Dans un deuxiéme temps, nous doessdonc I'évolution historique de
I'étude des propriétés diélectriques des cellutesogis mettrons en évidence les différents
domaines fréquentiels d’analyse. Nous identifieraloss les grandes potentialités qu’offrent
les micro et nano technologies puis nous nous iarains plus particulierement sur la
réponse qu’elles offrent aux besoins liés a ladiéte et a I'analyse a I'échelle cellulaire.
Diverses méthodes de détection et de caractémsatoont comparées afin de mettre en
lumiere une méthode particuliere basée sur unenigged de détection électrique qui fera

I'objet de nos recherches dans les chapitres sisivan
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ll. Les besoins des biologistes

Comme nous venons de le voir I'étude présentée damsanuscrit a été réalisée en
forte interaction avec les biologistes pour quirlesivelles technologies ouvrent de nouvelles
perspectives dans I'analyse cellulaire et I'idecdifion de nouveaux traitements. Ainsi, pour
bien comprendre les besoins et les intéréts mjgledans cette discipline nous allons dans un
premier temps présenter la cellule biologique streyens dont disposent les biologistes

actuellement pour les étudier.
11.1 Généralités sur les cellules

11.1.1 La cellule : sous I'ceil d’'un biologiste

La cellule (du latincellula signifiant « petite chambre ») est l'unité struata et
fonctionnelle constituant tout étre vivant. Il existe une grande diversité et tous les étres
vivants sont constitués de cellules pouvant senudéfiomme des « petits compartiments
limités par une membrane et remplis d’'une solutimueuse concentrée de substances
chimiques » [l.1]. Les formes de vie les plus siespsont des cellules isolées, alors que les
organismes supérieurs tels que les étres humairisf@onés de regroupements de cellules
remplissant des fonctions spécialisées et reliéas ges systemes complexes de

communication.

Lysosomes Centrosome Réticulum

Microtubules :
endoplasmique

Qe

f Vacuole o T Membrane
' cellulaire

Appareil de Golgi Vésicules

Figure I-1 : Modele simplifié d’une cellule vivante][l.2].
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Dans la nature se distinguent deux types de csllules cellules procaryotes et
eucaryotes. Leur différence fondamentale reposdasparticularité des cellules procaryotes
gui ne possedent pas de noyau. Elles sont enceffestituées d’'une membrane cellulaire qui
sépare les milieux intra et extra cellulaireseahktériel génétique de la cellule baigne dans le
milieu intra cellulaire ou cytoplasme. Le diameédis cellules procaryotes varie entre environ
1 et 10 um. Les cellules eucaryotes quant a efles@us complexes. Elles sont caractérisées
par une membrane cellulaire et un noyau qui rerddarmatériel génétique de I'individu et
l'isole ainsi du cytoplasme (Figure I-1). Elles pedent de plus, a la différence des cellules
procaryotes, un cytosquelette : squelette inteonaé de filaments protéiques qui donnent a
la cellule sa forme, sa capacité a se mouvoir etagitude a ordonner ses organites et a les
transporter d’un endroit & un autre de la cellueediametre des cellules eucaryotes varie en
moyenne entre 10 et 100 um. Ce dernier type celutatiendra toute notre attention par la
suite car c’est lui qui constitue I'étre humain I@verse des cellules procaryotes qui
correspondent au monde végétal). En effet, la pod#ion de ces cellules eucaryotes et leur
capacité a étre reliées entre elles donnent naissamx tissus qui forment eux-mémes nos
organes [l.1].

Ainsi, au cceur de la cellule eucaryote se trouveolgau au sein duquel 'ADN est
stocké séparément du reste du contenu cellulapslé@ cytoplasme et dans lequel ont lieu la
plupart des réactions métaboliques de la celluletodr du noyau, dans le cytoplasme,
gravitent les organites cellulaires nécessairdsomufonctionnement de la cellule. Ainsi, nous
trouvons :

- le réticulum endoplasmique, formé de réseauxeddldéts aplatis dont le réle est de
synthétiser et de transporter les lipides et pneiransmembranaires,

- l'appareil de Golgi qui représente un systemesdes aplatis impliqués dans la
modification, le tri et I'emballage de macro molesuqui doivent étre transportées vers
d’autres organites,

- les lysosomes et vésicules impliqués dans lastimeintra cellulaire,

- le cytosquelette, formé des microtubules et auif@ments,

- et les mitochondries qui servent de centralestrideies aux cellules en exploitant
I'énergie obtenue en combinant 'oxygéene avec ledénules alimentaires pour fabriquer
'ATP.

Enfin, un élément trés important de la cellule densadre de notre étude est sa

membrane plasmique. Cette membrane cellulairecsstituée, selon le modele de Singer et
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Nicholson, d’'une bicouche de lipides de quelquesonetres d’épaisseur (de 5 a 7 nm)
(Figure 1-2). En plus d’assurer les conditions 8e@es a la survie de la cellule a savoir le
maintien des différences indispensables entre lieurgellulaire et I'environnement extérieur,
elle agit comme un filtre sélectif, qui maintiehmé&galité des concentrations ioniques de part
et d’autre et laisse pénétrer les substances imatridans la cellule et en laisse sortir les
déchets.

Un point important releve du fait que cette membra® comporte comme un
diélectrique : elle a une conductance assez fablsorte qu'elle laisse passer les lipides et
bloque complétement les ions. Elle est traverséal@s canaux ioniques qui permettent aux
ions spécifiques d’entrer et de sortir de la celledl confére ainsi son caractere perméable a la

cellule.

Pratéine canal Milieu extracellulaire Glucides

{protéine de transport)

Tétes hydrophiles

Protéine globulaire % Glycoprotéine

NN _
n\\‘ 1i \ nn‘-*”i (n\l 3 E:oosu;f?:lipidique

UUR % i iy it 'ﬂ
~

/
Cholestero Phosphollplde

Protéine transmembrangfretéine de surface

Glycolipide (structure globulaire)

Protéine transmembranaire

Protéine périphérique 5
P p N [structure en hélice alphal
Filaments de cytosquelette Chaines hydrophobes

Cytoplasme

Figure I-2 : Représentation schématique d’une memlane plasmique [l.3].

Pour la suite, il sera alors intéressant de regdadeellule d’un point de vue électrique
de facon a pouvoir définir ses propriétés élecayet la modéliser par ses parametres

diélectriques.

11.1.2 La cellule : sous I'ceil d’'un physicien

La modélisation électrique des cellules existe depongtemps. En effet, des les
années 1910, Hober a étudié I'évolution de la tiggis d’'un échantillon de sang aux basses
et hautes fréquences [l.4] et a démontré que eellesferent de facon remarquable. Il
postule donc l'existence, autour des érythrocytesmteénus dans le sang), d’'une membrane

gui possede une faible conductance aux bassesfrégsi et force le courant a contourner les
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cellules. Aux hautes fréquences, la capacité initecpar la membrane est court-circuitée est
le milieu intra cellulaire participe alors au phémme de conduction. Hober fut donc le
premier a postuler I'existence d'une membrane @ikl en se basant sur une expérience
purement électrique [1.5]. A la suite de ces preeseobservations, Fricke a proposé dans la
premiére moitié du 2§° siécle un modéle afin de rendre compte du commené
diélectrique des cellules [I.6]. La membrane call@ est assimilable a un condensateur
tandis que les milieux intra et extra cellulairesiyent étre considérés comme des électrolytes
liquides (Figure I-3).

extra-cellular Avec

Re: la conductivité du milieu extra
cellulaire

Ri : la conductivité du milieu intra
cellulaire

Rm : la résistance due au canal ionique
Cm : la capacité due a la membrane de
lipides

Figure 1-3 : Modele de Fricke d’'une cellule biologjue.

Il est donc largement reconnu depuis de nombreasages l'intérét d'étudier les
propriétés diélectrigues des cellules pour compeerdivers phénomeénes biologiques et
compléter les études réalisées grace aux meétholdesiques utilisées en biologie :
microscopie, culture cellulaire, fractionnement deBules et de leur contenu, marquage par
des isotopes radioactifs et des anticorps ou entaienologie de ’ADN recombinant.

En particulier I'utilisation des fréquences radiavécro ondes pour l'investigation des
cellules biologiques parait trés prometteuse ceesafréquences, la membrane cellulaire est
transparente et il est donc possible de pénétiéntérieur de la cellule pour étudier les
propriétés diélectriques du milieu intra cellulai®est donc ce que nous allons mettre en
ceuvre pour I'étude des cellules qui nous intérégsamiculierement dans ce travail, a savoir

les cellules du systéme nerveux.
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11.2 Les cellules du systéeme nerveux : des cellules
spécifiques a caractériser

Le corps humain est constitué de plus de 200 tymescellules. Celles-ci sont
regroupées au sein de tissus comme par exempeh&éum, le tissu conjonctif, les muscles
ou encore les tissus nerveux. La plupart des tissas constitués d’'un mélange de types
cellulaires. Parmi les cellules couramment étudérebiologie, nous trouvons les cellules du
systeme nerveux. Les tissus nerveux sont constdeédeux grands types cellulaires : les
neurones, cellules trés allongées capables de rendies signaux électriques et les cellules
gliales qui jouent un réle de support aux circagsiraux [I.1].

L’étude de ces cellules présente un vif intérét ele permet notamment la
compréhension de nombreux mécanismes biologiquass Houvons citer a titre d’exemple,
les mécanismes de neuroprotection et de régéneérddins le systéme nerveux central, les
mécanismes de contrble des cellules souches nguralmales ou encore les mécanismes de
résistance a la mort cellulaire induite des cefiitdeuches tumorales dans les glioblastomes
(cellules gliales cancéreuses) et les neuroblast@ostiules neuronales cancéreuses).

11.2.1 Les cellules du systeme nerveux

[1.2.1.aLes neurones

Le systeme nerveux est composé de neurones (Flgdirequi sont des cellules
hautement spécialisées capables d’établir entes dits milliards de connections contribuant
au traitement des informations. Ces cellules samicdlectriquement excitables comme il

existe une différence de potentiel de part et déadé la membrane plasmique.

D

Figure I-4 : Neurones.
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Les neurones sont entourés d’'une gaine proteclaiceyéline, est sont formés de trois

parties principales : le corps cellulaire, les déed et 'axone (Figure I-5).

Le corps cellulaire représente le centre de lah&g# biologique et contient le noyau
et les organites présentés préecédemment. Les tEnfiniment un ensemble de branchements
qui s’allongent comme des antennes depuis le amihdaire et offrent ainsi une plus grande
surface de réception pour les signaux qui proviehmEautres cellules. L'axone est une
excroissance cellulaire qui permet de véhiculeplaentiels d’action du corps cellulaire vers
des cibles éloignées. Les neurones que nous uasligour notre étude sont issus d’une lignée

de neuroblastome humain nommée SH-SY5Y.

Figure I-5 : Représentation schématique d’un neuroe.

I1.2.1.b Les cellules gliales

Pour assurer le soutien et la nutrition des newahexiste les cellules gliales (Figure
I-6) qui sont a peu prés dix fois plus nombreusss lgs neurones dans le systéme nerveux
central. De plus, elles jouent un rdle dans I'észleiment de nouvelles connections. Il existe
guatre types de cellules gliales :

- les astrocytes qui assurent un support a lani@isanique et métabolique aux circuits
neuronaux en contrélant la composition chimique flesles dans lesquels baignent les
cellules nerveuses,

- les oligodendrocytes qui constituent les gairemgéline,

- les épendymocytes qui bordent les alvéoles iredu systeme nerveux central,

- la microglie qui représente un type particulierrdacrophage.

Les cellules gliales qui nous intéressent pargécalnent pour notre étude sont des
cellules cancéreuses issues de la lignée appelée@Bqui se différencient principalement

en astrocytes.
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Figure I-6 : Cellules gliales.

[I.2.1.c Les cellules souches neurales (CSN)

Les cellules qui constituent les tissus du systémeeux sont issues de cellules
souches neurales. Ces cellules sont capablesdelsplier tout en conservant leur potentiel
a créer, entretenir et régénérer les différentesygellulaires de nos tissus et organes.

Restriction Type cellulaire Exemple de
localisation
cellule totipotente /’O zygote zygote
incapable de |
s'autorenouveler
l N
cellule pluripotente Q cellule souche
[t £ "
capable de @ embryonnaire (ES) blastocyste
s'autorenouveler
cerveall

cellule mulipotente
capable de
s'autorenouveler

cellule aux potentialités

et a la capacité de -
s'autorenouveler limitées g

cellule non
fonctionnelle 3 la
capacité de se
diviser limitée

cellule fonctionnelle
incapable de se
diviser

cellule gliale

cellule souche
neurala (CHNS)

progénitaur
muliipotentiel

précurseur neural
déterming

neurchlaste

cellule
différenciée

cellule neuronale '

embryonnaire
ou adulte (Z3V)

cerveau ou
moelle épinigre

régions cérébrales

tissu cérgbral

Figure 1-7 : Schéma de différentiation d’'une cellué souche neurale normale.
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Les cellules souches, dites multipotentes, soraldap de s’auto renouveler de fagcon
quasi illimitée et peuvent se diviser de deux masiepossibles : division symétrique (une
cellule souche donne deux cellules souches) esidiviasymétrique (une cellule souche
donne une cellule souche et un progéniteur). Leradlivision asymétrique, les progéniteurs
vont étre a l'origine de plusieurs types de ceflutbfférenciées dont les deux qui vont
particulierement nous intéresser dans nos travéscneurones et les cellules gliales (Figure
-7).

[1.2.1.d Cellules souches cancéreuses (CSC)

En 1971, du concept de I'hétérogénéité des tumeénsloppée par Park [I1.7], a été
montré I'existence de cellules souches cancéreapgelées de cette maniére de part leurs
similitudes avec les cellules souches normaledpties des mémes caractéristiques a savoir
la prolifération quasi illimitée et le caractere ltipotent notamment [1.8]. Ces cellules
acquierent des propriétés d'immortalité et pountigre a l'origine de différents types de
tumeurs tels que les glioblastomes et les neurmbbies qui font partie des tumeurs
cérébrales les plus fréquentes et feront I'objehakee étude. Le développement de la masse
tumorale a partir des CSC conduit & I'obtentioreliiles tumorales différenciées qui ont des
caractéristiques proches des cellules saines eliffées issue du tissu normal. Ainsi, dans le
cas du glioblastome les CSC donneront des asttyteoraux et dans le neuroblastome des
neurones tumoraux. Bien que ces deux types cebslaiancéreux possedent comme leurs
homologues normaux des roles distincts dans |@msysherveux central, ils sont néanmoins
issus du méme tissu comme cela a pu étre décaégetnment. Il est donc intéressant de
pouvoir étudier les propriétés diélectriques detsstis aux fréquences radio et micro ondes
pour pouvoir les discriminer d'un point de vue @liegie. Les cellules souches cancéreuses
utilisées dans nos travaux sont issues de la ligiE&MG. Sous certaines conditions de
culture, il est en effet possible d’enrichir cdigmée en cellules souches cancéreuses.

11.2.2 Problématique posée par I'étude des cellules soucheancéreuses

Dans le cadre de notre étude, les cellules sourm@®reuses étudiées sont issues de
glioblastomes (de grade IV) qui représentent l'deg formes les plus agressives et les plus
fréquentes de tumeurs cérébrales (1 cas sur 233806td par an en France). C’est la forme la
plus mortelle de tumeur cérébrale chez I'enfartaglulte ou elles conduisent dans les deux

ans qui suivent le diagnostic au déces de la grargjerité des patients. Paradoxalement, les
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progres concernant le diagnostic et le traitementaes tumeurs cérébrales sont faibles et le
taux de mortalité des patients développant la pagimreste tres élevé étant donné I'absence
de prise en charge thérapeutique efficace.

L’une des caractéristiques majeures des glioblastameste en effet leur résistance aux
traitements radio-thérapeutiques et chimio-théragees ainsi qu’a la mort induite par les
inducteurs de la voie des récepteurs a domaineate (fFas L). Le développement de cette
résistance aux traitements pourrait s’expliquerlaagrésence de cellules souches tumorales
au sein des tumeurs qui auraient la capacité dénéggr la masse tumorale a la suite du

traitement (Figure 1-8).

Traitement

, ciblant les La tumenr

ne peut plus

agissant sur les
cellules

tumorales La tumeur
dégéneére
La tumeur régénére

Figure 1-8 : Principe communément admis de régénéten d’une tumeur par les cellules

souches [1.8].

En effet, ces propriétés d’auto-renouvellementeepblifération quasi illimitée que
semblent posséder ces cellules souches pourraamiif une explication concernant leur
résistance aux traitements classiques. Leur aittivafinsi que leur différenciation
permettraient de régénérer la masse tumorale cemulua une récidive du cancer. C’est
pourquoi la sensibilisation de ces cellules souchestraitements existants ainsi que la mise
au point de nouvelles molécules candidats médictasamait une réelle avancée pour traiter
la maladie.

Cependant, l'isolement et la caractérisation délsles souches restent complexes en
raison de leur caractere indifférencié. L'abseneandirqueurs spécifiques sur ces cellules ne
permet pas ou avec difficulté de trier ces dersiegg@on les méthodes traditionnelles de tri

cellulaire (cytométrie en flux, FACS). En effetslseuls marqueurs des cellules souches
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tumorales répertoriés et considérés comme sigtiféica I’heure actuelle sont le CD 133, la
Vimentine et la Nestine (Figure 1-9).

Cependant, les données concernant ces différentgueas sont aujourd’hui
fortement remises en cause par une partie de lancm@uté scientifique [I1.9] et rendent
incertains a la fois le bon isolement et la cars&aéon des cellules souches tumorales. En
effet, il se pourrait que ces marqueurs ne soiaatypaiment spécifiques a ces cellules, sous-
entendu qu'’ils pourraient également étre exprinaésips cellules déja différenciées.

Marquage GFAP Marquage Vimentine Marquage CD 133

Figure 1-9 : Marquage et identification a priori de cellules souches tumorales.

Cette forte incertitude expliqgue que les biologistent besoin aujourd’hui de
dispositifs innovants permettant de mesurer desinpetres cellulaires spécifiques a ces
cellules souches tumorales pour permettre uneerégthincée dans le traitement des cancers
induits par ces cellules et aussi compléter lastfiaation actuelle des tumeurs établie jusqu’a
présent selon une approche anatomo-pathologiquéddjnie le stade d’avancée des tumeurs
(grade de | a IV).

11.3 Apports de la spectroscopie diélectrique cellulaire
aux fréquences micro ondes

L’approche la plus courante, utilisée de nos jmansles biologistes pour I'analyse des
cellules souches, repose donc sur la cytométridlien avec les techniques de FACS
(Fluorescent Activated Cell Sorting) qui permettetg séparer les cellules aprés avoir
effectuer un immuno marquage avec des anticorpsfepees couplés a des fluorophores. La
difficulté de cette approche sur les cellules sesatancéreuses repose sur le fait qu’elles ont

un caractere indifférencié. Par conséquent il estptexe de cibler des anticorps spécifiques
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contre ces cellules. De plus, cet immuno marquagaadifier I'intégrité physiologique de la
cellule et peut poser des problémes lorsque celtwit étre transplantée dans un nouvel
organisme par la suite. La transplantation de leslaouches normales dans le traitement des
lésions médullaires illustre parfaitement ce protgdeet donc le moyen de parvenir a greffer
des cellules dans de bonnes conditions serait ehabun tri sans « pollution » par des
anticorps spécifiques du tri. De plus, il est néags de développer une technique d’analyse
des parameétres cellulaires qui soit a la fois mm@ti qui permettent de conserver la cellule
dans des conditions dintégrit¢ maximales. Le dfweeément de nouvelles approches
permettrait d’apporter des outils afin de défingrmbuveaux parametres pour l'isolement des
cellules souches cancéreuses, aboutissant aiastex tle nouveaux traitements ciblés contre
ces cellules. D’autre part, la caractérisation dghiles souches neurales normales pourrait
faciliter leur transplantation en évitant les ph@enes de rejet.

L’analyse des propriétés diélectriques des cellstegches aux hautes fréquences peut
apporter une réponse a ces différentes problénestigEn effet, s'il est possible de
discriminer deux types cellulaires différents issdisn méme tissu, par exemple des
glioblastomes et des neuroblastomes, il est atars& fait envisageable de se servir de ces
mémes propriétés électriques pour différencierrier tdes cellules souches cancéreuses.
L'intérét de la méthode proposée est qu’elle ess saarquage et leve deux points épineux.
Le premier, concernant l'incertitude de l'efficacitlu marquage des cellules souches et le
deuxieme concernant la possibilité qu'ont ces meucg) type anticorps, de modifier le type
cellulaire analysé et son intégrite.

Nous allons donc dans la suite de ce chapitre grediudier I'évolution de la
spectroscopie diélectrique cellulaire et montres lavancées qu'apportent les micro
technologies dans le domaine des bio-capteurs laietls afin d’apporter une nouvelle

approche a la problématique posée.

lll. La spectroscopie diélectrique cellulaire

[1I.1 Historique

Les propriétés diélectriques des tissus biologigessltent de l'interaction entre une
onde électromagnétique et les cellules qui composes tissus. L'étude de ces propriétés
diélectriques des matériaux biologiques en fonctienla fréquence, appelée spectroscopie

diélectrique, est depuis tres longtemps étudiéentdrét de déterminer les propriétés
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électriqgues des matériaux biologiques est en efatans les années 1850 a partir du moment
ou les appareils permettant une mesure préciseégistances électriques et finalement de
capacités ont été développés [I.10].

Pendant environ un siécle, les chercheurs se samicylierement intéressés aux
propriétés électriques des tissus et du sangelsosat rapidement rendus compte que leurs
propriétés électriques différaient fortement dexcda simples solutions d’électrolytes. Par
exemple, ils observérent qu’a I'application d’urhélon de tension DC, la valeur du courant
évolue au cours du temps avec un phénomene d’bgséCes effets étaient alors peu connus
a I'époque et les résultats annoncés semblaientgrosouffrir d’artéfacts introduits par la
polarisation des électrodes d’application de lasitam DC. DuBois-Reymond, éminent
neurophysiologiste, résuma ces premiers travauxs dam livre « Investigations About
Animal Electricity » [I.11].

Au début des années 1900, avec les progres tedigoés des appareils électriques,
les chercheurs purent commencer a mesurer la répdbmdissus excités par des courants
alternatifs sinusoidaux et montrer une dépendaon®lexe des propriétés diélectriques des
tissus avec la fréquence. Plusieurs chercheurseétmd dans le méme temps I'impédance
électrigue de solutions sanguines et permirentrdedgs avancées pouvant étre appliqguées a
des tissus plus complexes. Par exemple, Stewantirméda résistivité du sang aux basses
fréquences et reconnu que les érythrocytes appaiaig comme étant des particules non
conductrices [I.12]. Les travaux d’Hober [I.13-1]3ur la conductivité de solutions sanguines
en fonction de la fréquence aidérent a comprenglreghEnomene observé et permirent de
mettre en évidence I'existence et I'effet de la rheane cellulaire en fonction de la fréquence
mais aussi d’identifier le mécanisme de dispersimjourd’hui connu sous le nom de
dispersionp. A la suite de cela, Tesla, utilisant des couratternatifs dans une gamme de
fréequence non spécifiee mais probablement allaritOda 100 kHz, proposa que les tissus se
comportent comme des « condensateurs » c’est-aydiile offrent une faible résistivité aux
hautes fréquences [I.14]. En résumé, avant la RrenGuerre Mondiale, les scientifiques
s’accordent a dire que les tissus sont des conghsctiélectricité, dont la résistivité varie en
fonction de la fréquence, et que les mécanismesodduction sont liés au mouvement des
ions dans la matiere. lls reconnurent égalementegienembranes cellulaires jouent un role
dans les propriétés électrigues des tissus et magatedans I'anisotropie des propriétés
électriques au sein des tissus musculaires et utrem&me si la raison n’était pas encore

completement établie a I'époque. Le concept delarigation des tissus » révélant leurs
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propriétés capacitives fut ainsi établi. Les reches furent, dans ce domaine, trés actives
pendant cette période. Toutefois l'origine de lpotarisation des tissus » restait encore
inconnue et les mécanismes complexes qui se pentuigrs de I'excitation électriqgue des
tissus ne pouvaient pas étre clairement séparéprdesssus linéaires passifs tels que les
effets de charges qui se produisent au niveau ohetabrane cellulaire.

Pendant I'entre deux guerres, I'étude des propmiéiélectriques a vu son spectre
fréquentiel d’analyse ainsi que la diversité desémiaux biologiques analysés augmenter. La
sophistication des outils d’analyse permit égaldnEnmieux comprendre les mécanismes
mis en jeu. McClendon publia les valeurs de résiétiet de capacité du sang de 266 Hz a 2
MHz [I.15] et était sGrement le premier a mesureuxd composantes de l'impédance
complexe de tissus sur cette gamme de fréquencesplis, durant cette période, les
chercheurs imaginerent toutes sortes de schémasidgiles équivalents pour décrire la
dépendance fréquentielle de ces grandeurs et remntnque la structure des cellules et des
membranes était largement responsable des phénsmkservés. Pendant les années 1920 a
1930, Fricke, Curtis et Cole développéerent unerimséntation poussée permettant d’évaluer
avec précision a la fois la permittivité et la coativité de tissus sur une gamme importante
de fréquences. La contribution de leurs travauxiraportante et commence a apporter des
solutions a certains problémes biologiques. Pameie en 1926, Fricke avance l'idée que la
mesure de telles grandeurs peut apporter une neéttned pratigue dans le diagnostic de
tumeurs malignes [1.16]. Dans le méme temps, Ré&jgved Schwan mesurérent aussi la
conductivité de nombreux matériaux biologiques sne gamme de fréquences allant de
quelques kilohertz & 100 MHz en utilisant des peauts fréquences audio et radio (Figure I-
10) et des lignes de transmission a plus hauteiémce.

Puis la Seconde Guerre Mondiale engendra un ral@deloppement des technologies
micro ondes, incluant le développement des ligmesahsmission, des guides d’ondes et des
oscillateurs opérant a des fréquences supérieufds @Hz. Les chercheurs adaptérent les
technologies a la mesure des propriétés diéleesigies matériaux biologiques. Rajewsky et
Schwan sont ainsi les premiers, en 1948, a metuneermittivité complexe du sang a des
fréequences allant jusqu’a presque 1 GHz [I.17gatd mesures furent confirmées et étendues
en fréquence par Cook en Angleterre [1.18]. A pai la fin des années 1940, plusieurs
chercheurs britanniques incluant Cook et Grant cenuarent I'étude des propriétés
diélectriques des systémes biologiques aux fréagsemaicro ondes. De plus Schwan

découvrit I'existence de phénoméne de dispersiapplémentaires d’abord aux fréquences
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micro ondes puis aux fréquences audio et inférgeeteil fut le premier a démontrer ces
phénoménes dans des suspensions de différentdauatéomme des cellules ou des billes de

latex.

Figure 1-10 : Photographie du pont de Wheatstone utilisé poumesurer les propriétés

diélectriques des tissus biologiques (1925).

Depuis la fin des années 1980, Schwan et Gabri¢l publié des travaux
complémentaires faisant état de leurs recherctspijau domaine des micro ondes [l.19-
1.20-1.21]. lls ont ainsi montré grace a des mesyr& sondes coaxiales sur différents tissus
que la permittivité et la conductivité variaienud’tissu a l'autre (Figure I-11). Cette étude
démontre alors la possibilité de discriminer digfgs types cellulaires constituant les tissus
par I'étude de leurs propriétés diélectriques.

Fort de ces résultats, des recherches ont monti® lda années 1990, les possibilités
gu’offraient la connaissance des propriétés digtpats des tissus aux fréquences micro
ondes [l.22]. A savoir qu’il a été montré que larpitivité et la conductivité de cellules
cancéreuses étaient supérieures a celle de ceflailess confirmant les grandes potentialités
de la spectroscopie diélectrique cellulaire en &snde discrimination cellulaire et

d’applications diagnostiques.
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Figure I-11 : Evolution de la permittivité et de laconductivité de tissus humains prélevées

au niveau du cerveau et du foie en fonction de ladguence [l.21].

[1.2 Domaine spectral d'analyse

Une cellule biologique est donc assimilable a uaeiqule diélectrique qui peut étre
définie par sa permittivité et sa conductivité. La permittivité d’un matériau peut se définir
comme sa capacité a se polariser en réponse didajgm d’'un champ électrique, alors que
sa conductivité représente sa capacité a déplasectmrges mobiles en réponse au champ

électriqgue appligué. Une cellule peut donc se mseiélde facon simplifiee, a partir du
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modele de la double couche, par une sphere homagemee le montre la Figure 1-12. Cest

ce modeéle que nous utiliserons lors de nos travaux.

Sére homogéne

S, _— = . "
Cellule animale Modeéle de la double couche

Figure I-12 : Modéle d’'une cellule animale [1.23].

Comme il a été mis en évidence précédemment, leregeopie diélectrique cellulaire passe
par la compréhension des phénomenes de relaxaiibectiique existants au sein de la
cellule. En effet, la cellule, comme toute partecdlélectrique, va se polariser en réponse a un
champ électrique. Ainsi, en fonction de la fréqueda champ appliqué, cing phénomenes de

polarisations différents présentés sur la Figut8 &pparaissent.
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Figure 1-13 : Principaux phénomenes de dispersionbservés dans les tissus
biologiques [1.23].

La permittivité effective d’'un tissu peut atteindtes valeurs de I'ordre de®010 &
des fréquences inférieures a 100 Hz. Puis, quandétpuence augmente, la permittivité

relative diminue en trois étapes principales cosragis le nom de domaines de dispersion : &
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basse fréequence, apparait la dispersigantre 10 KHz et 10 MHz), puis la dispersipet a
partir des fréquences micro ondes on trouve laedsspny. Il est possible d’ajouter deux
zones de relaxation supplémentaires a plus hautgsidnces dues a des phénomenes de
polarisation électronique et atomique.

Bien évidemment, en termes de détection et d’aaalgfulaire, il est particulierement
intéressant de travailler dans des zones de dispela ou il existe une forte variation de
permittivité en fonction de la fréquence. Ainsi lekercheurs exploitent ces zones de
dispersion dont I'origine est bien connue.

La dispersiona est associée a un processus de diffusion ioniguaeiveau de la
membrane cellulaire. Il apparait alors un phénontneclaxation des contrions ainsi qu’un
phénomene de polarisation des canaux ioniqueschesions sont des especes chimiques
chargées qui permettent, dans un milieu, de mairigemeutralité électrique. Pour expliquer
ce phénomene de dispersion, Schwartz [I.24] a dén&ile cas ou les contrions sont libres de
bouger latéralement mais pas transversalemenassurface de la cellule. Quand un champ
externe est appliqué, le systeme est polariséesacdntrions vont se déplacer relativement
vite par rapport a la cellule. Le rétablissement'é@t initial, c’est-a-dire avant I'application
du champ externe, va étre contr6lé par les loisdifieision. La constante de temps

correspondante en accord avec la théorie de Schestrt

a’e

2ukT

(1.1)

ou a est le rayon de la cellule, e représente gehélémentaire i la mobilité des
contrions. Ce mécanisme conduit a une dispersida permittivite.

La dispersior3 quant a elle est principalement due a la polacisale la membrane
cellulaire qui agit comme une barriére entre lelennx intra et extra cellulaires pour les flux
d’ions. L'effet produit est appelé effet MaxwellWagner. Cet effet est un processus de
relaxation d’interface qui intervient dans touttgyse pour lequel le courant électrique doit
passer au travers de deux diélectriques. Cet €ffietstre bien au moyen d’'un condensateur
plan contenant deux matériaux homogénes différgrsrés en série entre ses armatures

comme indiqué Figure 1-14.
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Figure I-14 : Circuit équivalent de I'effet Maxwell — Wagner.

La relaxation des dipdles dans le diélectriquelogic le phénomene de dispersion, est
modélisé par une conductance placée en parallilecapacité pour chaque diélectrique, de
sorte que l'interface peut étre chargée.

A une interface sans charge libre, le vecteur cdnépltent_ﬁ est continu en accord
avec I'équation de Poisson. Combie £.E , le champ électrique va étre plus faible du cé6té
ou la permittivité est la plus élevée. Le rapp@s densités de courantet } des cbtés 1 et 2

de l'interface est alors égal a :
-1 7172 (1.2)

Dans le cas patrticulier ai.€; = 02.€,, I'interface a une densité de charges nulle. Toigesi
01.€1 # 02.&,, la difféerence des densités de courant impligue lgaterface est chargée. Elle
sera également chargéeosi= 0 eto, > 0. Maxwell a déterminé une solution analytiqoem
la conductivitéo d’'une suspension de particules sphériques (cs)l@e prenant en compte
les effets d’interface :

070, _ p(0,~0,)
o+20, O0,+20,

(1.3)

ou p représente la fraction volumique des sphéiadi¢e 1 représente la particule et
l'indice 2 le milieu). L’équation de Maxwell s’aggle rigoureusement aux solutions diluées.
Hanai a étendu la théorie pour des fractions vajues élevées. La différence entre les
valeurs attendues par les théories de Maxwell elaHa'est pas trés prononcée sauf dans le

cas de particules faiblement conductrices ou pamgke, pour une fraction volumique de 0,5,
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les conductivités de la suspension different d’emvill %.
Dans le but d’améliorer le modéle des systemeodiplies comme le sang ou les
cellules en suspension, cette théorie a été medifddir s’appliquer aux suspensions diluées
de spheres recouvertes par une membrane donts&&paid est inférieure au rayon a de la
sphére. Fricke a ainsi donné I'expression de lagotivité complexe :
o = 0 -dao -o,)
(1+ d/a)(oi - osh)/ O,

(1.4)

ou l'indice i représente le matériau de la sphahie;elui de la membrane.

Pauly et Schwan [l.24] ont adapté ces équatiormawe suspensions de cellules avec

une membrane de capacité Cm.
Ag'=9paC, /4e,
0.=0,(1- 3p/2) (1.5)
1=aC, (1/ 202+1/01)

Ces équations de Pauly-Schwan correspondent aispersion, aux radio fréquences,
due aux effets de charges de la membrane celluidirane dispersion aux fréquences
supérieures due a la difféerence de conductivitéeeld cytoplasme et le milieu extra
cellulaire.

Aux fréquences auxquelles nous travaillons pourenétude, nous nous situons dans
le domaine de dispersion C’est Rajewsky et Schwan qui ont mis en avanxidtence de ce
troisieme domaine de dispersion aux fréquencesonoiedes [I.17]. Il est d( principalement a
un phénomeéne de relaxation des molécules d’eacecaont des molécules dites polaires. La
forte électronégativité de I'oxygene par rapport’lydrogene implique I'apparition de
charges partielles ayant pour effet de créer un embrdipolaire permanent (Figure 1-15). De
plus, comme pour tout dipdle, I'action d’un chanec&ique local se traduit par la création
d’'un moment qui tend a l'aligner avec le champ teigae.

H§t
b
N /
Hr————(), | _

+ 78

|
>

=

e

95,84 pm

Figure 1-15 : Dip6le de la molécule d’eau.
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L’orientation des molécules polaires dans un chadegtrique demande un certain temps,
appelé temps de relaxatiom),( qui cause un phénomene appelé absorption dipote
Debye. Il en résulte que :

€

Ers Cro (1.6)

avece,, la permittivité & haute fréquencegt la permittivité a basse fréquence.

Il est possible a partir du temps de relaxatiate définir la fréquence caractéristique
f . QUi représente la fréquence a laquelle la perntétatteint sa valeur moyenne lors de la

transition entre deux paliers sur la courbe deettspn (Figure I-16). On a :

fcarzi
21
Les fréquences caractéristiques sont typiqguemeritoddre de 15 a 20 GHz pour

(1.7)

l'eau. On note également que la fréquence caratitpgre varie selon le type de cellule
étudiée. Les cellules ayant une grande teneur gnileast donc particulierement intéressant
de sonder le contenu intracellulaire avec ces gamadréquences.

L’équation de Debye peut étre séparée en ses pattdles et imaginaires qui peuvent
étre tracées en fonction de la fréquence ou l'amaapport a l'autre dans le plan complexe
(diagramme d'Argand). Comme le montre la Figuré,ldh retrouve alors bien le phénomene
de dispersion avec une chute brutale de la parablerde la permittivité en fonction de la
fréquence et une augmentation de sa partie imagigai peut étre reliée a 'augmentation de

conductivité observée sur les courbes de la Figide

: i
4 ¥ g"
By &'

Log(f)

Figure I-16: a. Parties réelle et imaginaire de Ipermittivité ; b. Partie imaginaire de la

permittivité en fonction de sa partie réelle (diagamme d'Argand).

Cette relation n’est valable que pour un mécanisman temps de relaxation.

Toutefois, dans les milieux inhomogeénes, il n'eas pare de trouver non pas un temps de
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relaxation mais une distribution de constantes etaps. De fagcon a en tenir compte,
I'équation précédente devient :

A_el N A_az N A.s3
1+jwr, 1+jwr, 1+ jwr,

& =€t

00

+... (1.8)

Cependant, le modele de Debye ne permet d'intedgirune suite de valeurs
discretes des constantes de temps. C’est pourdinod’axprimer les propriétés des tissus
biologiques, I'équation de Cole-Cole est utilisés. effet, le modele de Cole-Cole permet
d’introduire la notion de dispersion, au sens @idenstantes de temps sont réparties suivant
une distribution gaussienne autour d'une constamtemps moyenne notég L'équation de
Cole-Cole est la suivante :

€. .—¢€
g =g +— (1.9)

Er 7% 1-a)

1+ jore

Le paramétrex permet d'ajuster la largeur de la dispersion. dugest = 0, il n'y a pas
de dispersion et on retrouve I'équation de Debyetracé de la partie imaginaire de cette
éguation en fonction de sa partie réelle dans & glomplexe montre que cette nouvelle
formulation permet de rendre compte de faits expéntaux non retrouvés avec le modele de
Debye. En particulier, la hauteur maximale du eer¢maximum dec€") observée
expérimentalement est inférieure a la valeur préarele modéle de Debye. Le modele de
Cole-Cole permet de rendre compte de ce phénomeéne.

Ainsi, aux frégquences micro ondes, la membranelleg@ié est transparente permettant
aux ondes de pénétrer a lintérieur de la celllle. plus, les propriétés diélectriques des
cellules sont essentiellement liées a leur tenewrael. Sachant que des cellules cancéreuses
ont une teneur en eau plus importante que deslexlisaines, elles auront donc une
permittivité et une conductivité plus élevées [].22s fréequences micro ondes présentent
donc de fortes potentialités pour la réalisation aspteurs visant a des applications
diagnostiques comme par exemple la discriminatien céllules saines et cancéreuses.
Toutefois l'utilisation de sondes coaxiales comnee nhontre la Figure I-17 reste trés
macroscopique et insuffisant pour sonder avec gitide trés petits éléments comme les
cellules. C’est pourquoi, avec le développement nuéso technologies, de nombreuses
études visent a mettre au point des bio-capteungatarisés, permettant, comme nous allons

le voir dans ce qui suit, une investigation a l&tdhmicroscopique.
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Figure I1-17: Photographies : a. sondes coaxialesiligées pour la caractérisation hautes

fréequences de tissus biologiques et b. mesures inw|[l.25]

111.3 Apport des micro technologies

Comme nous l'avons vu, I'étude des propriétés digtpies des tissus biologiques
renforce les connaissances voir apporte de nomgsendéponses au domaine de la biologie.
Toutefois, un enjeu majeur réside depuis mainteplsieurs années dans la miniaturisation
des dispositifs d'analyse. En effet, un des objeatiajeurs a I'heure actuelle, consiste a
développer des bio-capteurs permettant de travaithe plus a I'échelle des tissus mais a
I'échelle de la cellule unique. Jusqu’alors, iltaié possible de faire qu’une observation sur
un grand nombre de cellules, et les cellules réraient noyées dans I'effet de masse. Ainsi,
'information obtenue représentait une moyenneadpdpulation analysée et c’est pourquoi
les chercheurs s’intéressent aujourd’hui a uneeseellule en temps que systeme biologique.

Le développement des micro technologies a rendailple cette avancée technique en
levant un verrou technologique a savoir, la réatisade trés petits objets compatibles avec la
taille de la cellule biologique.

[11.3.1 Naissance des technologies BioOMEMS

Les micro technologies permettent ainsi la misp@iat de nouvelles approches pour
linvestigation des milieux biologiques afin d’anoékr considérablement les applications
biomédicales [1.26-1.27]. Il devient alors possiblamaginer de nouveaux outils d’analyses a
la fois plus sensibles, plus rapides et permetiaet analyse en temps réel des échantillons.

Ainsi, il est trés rapidement apparu intéressamtppliquer les micro technologies aux
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domaines biologique et biomédical faisant ainsi @@e les technologies bioMEMS
(Biological Micro-Electro-Mechanical Systems) qucilitent le développement de puces
biologiques complexes permettant une analyse cdaenpiéléments biologiques depuis leur
manipulation jusqu’a leur analyse. De facon gémeérls BioMEMS peuvent étre définis
comme des «dispositifs ou systemes construitsegi@cdes techniques inspirées des
micro/nano technologies. lls se retrouvent dondisa8 pour le développement, la
distribution, la manipulation, I'analyse ou la ctrastion d’entités biologiques et chimiques »
[1.28]. Ainsi, en permettant la mise en commun diuombre important de données, ces
véritables « laboratoires sur puces » ou « lab-ohya », représentent une avanceée technique
fondamentale pour la recherche biomédicale. Leilitéutest en effet scientifiquement
incontestable car il devient alors possible, olifide de cellules trés ciblées, d'étudier de
maniere indépendante, des mécanismes biologiquesutiars indispensables aujourd’hui a
la compréhension de nombreux phénomenes biologigegeut citer comme exemple le
développement des cancers, I'apoptose cellulamegmcore l'identification de nouveaux
traitements et la mise au point de nouveaux odéldiagnostic.

[11.3.2 Les domaines d’application

Les champs de recherches et d’applications des BMSI sont donc tres vastes. La
Figure 1-18 résume ces domaines a fort potentighp#esquels nous pouvons notamment
citer :

- les applications diagnostiques avec les bio-captpermettant de fagon générale la
détection et I'analyse cellulaire,

- les applications thérapeutiques englobant lesasgstémes pour I'administration de
médicaments ainsi que les micro moteurs,

- les bio systémes hybrides pour le développemant @autres d’organes artificiels en
trois dimensions,

- le développement de nouveaux matériaux pour taiuidique, I'auto assemblage
ADN/protéines,

- les matériaux dits « bio-inspirés » qui pourrdi@ermettre par exemple, lI'auto

cicatrisation des tissus ou la réparation cellalair
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Figure 1-18: Difféerents champs d’applications résufant de l'interaction entre les micro

et nano technologies et les sciences biomédicales.

Parmi ce vaste champ d’investigation, nous noualisgrons, dans notre travail, sur
'application aux diagnostics au travers du dévppent de micro bio-capteurs pour
'analyse cellulaire. Un second intérét majeur tisdr les frequences micro ondes pour la
caractérisation cellulaire apparait ici clairemé. effet, combinées aux micro technologies,
il sera possible de miniaturiser fortement la ¢ailles capteurs dédiés a la caractérisation

cellulaire.

l11.4 Applications diagnostiques : détection et
caractérisation cellulaire

La plus importante part de recherches a ce jours tieadomaine des BioMEMS, est
consacrée aux applications diagnostiques. Ces e@fgaaussi connus sous le nom de
biopuces, sont utilisés pour permettre la détectiein I'analyse de cellules, de
microorganismes, de virus, de protéines ou encerbrihs d’ADN. Comme nous l'avons
introduit précédemment, I'utilisation des micro/natechnologies permet une détection a
I'échelle micro/nanométrique et donc a I'échelles @ébles biologiques visées. Il en résulte
une sensibilité plus élevée, une réduction du velul®s échantillons et donc des codts et du

temps d’analyse, la réalisation de mesures en teégbpour suivre éventuellement en direct
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des processus biologiqgues mal connus, et enfistipessible de tendre vers des systemes
d’analyse complets et portables.

Différentes méthodes de détection peuvent étresneiseceuvre incluant les méthodes
optique, mécanique, ou encore électrique. Nous attashons donc, dans ce paragraphe, a
présenter quelques exemples de ces méthodes dwiaiétet a les comparer, de fagcon a
mettre en évidence les potentialités de la métliedearactérisation cellulaire choisie pour
notre étude.

111.4.1 Méthodes de détection optique

[11.4.1.aMéthodes de fluorescence

Les méthodes de détection et de caractérisatiodebasur des techniques optiques
sont probablement les plus répandues du fait defdeilité de mise en ceuvre en biologie et
dans les sciences de la vie de maniére générageptdmiere approche utilise des techniques
de marquage des éléments biologiques a analysedepanolécules fluorescentes.

Dans ce cas, des marqueurs fluorescents, capaldeettte de la lumiére a des
longueurs d’ondes spécifiques, sont utilisés pagnader une réaction d’association de
molécules. La Figure 1-19 illustre ce phénomeénet dlatilisation la plus connue concerne les
biopuces a ADN. Le fonctionnement d'une biopuce BNArepose sur le principe
d’hybridation, qui se caractérise par I'appariemsgmécifique des bases entre elles : Adénine
(A) avec Thymine (T) et Cytosine (C) avec Guani®. (Ainsi une séquence AAGTC
s’hybridera spécifiguement a sa séquence complé@meriTCAG. Le principe de ces puces
est toujours le méme : une grille ordonnée de srfdegments d’ADN de séquence connue,
fixées sur un support, est mise en présence dmémaig d’ADN de séquence inconnue (dits
« ADN cibles ») marqués par un fluorophore. Gracelaaspécificité de la réaction
d’hybridation, les sondes retiennent uniquementrslewséquences complémentaires
eventuellement présentes dans I'échantillon.

Des techniques optiques d’analyse de la fluoresc@Rigure 1-20) permettent par la
suite de détecter I'interaction sonde/cible et diéduire la présence d’ADN hybridé. Ainsi,
aprés une étape de lavage, permettant d'élimirsecildes non hybridées, la quantification
des signaux obtenus et I'identification des fragieel® génes reconnus sont possibles grace a
un systéme d’acquisition d'images puis d’analyse dennées faisant appel a des logiciels
informatiques spécialement congus a cet effetréssltats obtenus sont ensuite validés sur le
plan statistique [1.29].
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Figure 1-19: Schéma de principe utilisé pour la dégction par marquage avec des

particules fluorescentes [I.28].

L’attachement des brins d’ADN [l.30], des protéij€81] ou autres molécules sur
des surfaces le plus souvent en métal comme I'ds@ant comme I'oxyde de silicium est
tres critique pour capturer de facon efficace ldecbiologique et fait I'objet de recherches

pour fonctionnaliser les surfaces de réception.

Figure 1-20: Image obtenue par scanner de fluoresoee d’'une biopuce a ADN [1.29].

Des progres plus récents en détection par fluonescent permis de mettre au point

des biopuces pour la détection de cellules unifjLz?.
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Un autre exemple de technique de détection op#gtidasé sur la recherche dans le
domaine des Quantum dots (Qdots). En effet, ces-aamducteurs qui présentent des
propriétés fluorescentes hors normes, permetteatteifidre de fortes résolutions pour
imagerie et 'analyse cellulaire. En effet, I'imarie avec des Qdots ouvre de nouvelles voies
dans le suivi de processus biologique en temps k€eQuantum peut étre utilisé comme
sonde attaché a une protéine ou a un récepteurvaauavec quelles autres molécules |l
réagit, dans quelle partie de la cellule il intenti et quelle voie de signalisation la protéine
peut utiliser pour réaliser des fonctions normalesanormales chez la cellule, fonctions
anormales qui peuvent conduire au développemeoaueers. Les Qdots se dégradent moins
rapidement que les autres marqueurs et permetmmt dne exploration des processus
biologiques plus longue gu’'avec des marqueurs igiass. De plus, leur taille nanométrique
(Figure 1-21), permet d'atteindre de bon contrast®@ microscopie électronique. Les
chercheurs esperent qu’un jour ces nanoparticidesgitront a la fois le diagnostic et le
traitement de tumeurs : la technologie QDots peraietde localiser efficacement la tumeur
et de déterminer de quel type de cancer il s'agifpeut étre, armé de substances toxiques

pourrait tuer les cellules Iésées [1.33].

Cellule cancéreuse

&

Na:}eur QD

Figure 1-21: Marquage d’une cellule cancéreuse pann QDot (taille entre 1 et 10 nm)
[1.34].

Les inconvénients majeurs de ces techniques deta@teptiques restent I'utilisation
de marqueurs spécifiqgues qui rendent la préparafiesm échantillons plus longue, plus
complexe et plus colteuse. Par-dessus tout, cegumas peuvent contaminer le milieu
biologique a analyser ou tout du moins influenaer somportement et rendre plus complexe
la réutilisation des échantillons apres analysequestion de la dégradation de ces marqueurs
dans le corps se pose également.

Pour parer a cette problématique des études censiatdévelopper I'utilisation de

marqueurs dits « naturels ». Par exemple, nousqmsueiter les travaux de M. Chalfie, O.
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Shimomura, et R. Y. Tsien concernant respectivemantdécouverte, I'utilisation et
I'amélioration de la GFP (Green Fluorescent PrtHir85]. Cette protéine fluorescente verte
est naturelle (Figure 1-22). Etant donné que dest protéine, elle est produite de la méme
facon que toutes les autres a savoir par la tramude I'information contenue dans I’ADN
des cellules. M. Chalfie a donc fusionné le gerganb pour la GFP avec celui codant pour
une protéine d’intérét de sorte que lorsque cetiiéime est synthétisée par la cellule, la GFP
I'est aussi. Ainsi, la protéine produite que I'ayubaite étudier est naturellement fluorescente
[1.35].

GN173-CC155

Figure [-22: Réassemblage multicolore de la protémfluorescente GFP [I.35].

Cette découverte révolutionnaire a valu a ces ttbercheurs le prix Nobel de Chimie
en 2008. Notons que la préparation de I'échantifiénessite toutefois encore un traitement

génétique, complexe et colteux.

[11.4.1.b Interactions avec les ondes du spectre optique

Une seconde approche consiste a utiliser les ahddsmaine optique pour sonder les
éléments biologiques. Prenons I'exemple des csllgie représentent I'enjeu de notre étude.
L’idée consiste a mesurer leur indice de réfractdfectif en les considérant dans leur
globalité (modéle de la sphére homogene). En eftdtindice est lié a la concentration de
protéine au sein de la cellule. Etant donné qu'wedlule cancéreuse présente une
concentration en protéines plus élevée, la mesardindice de réfraction effectif doit
permettre la discrimination d’'une cellule sainecahcéreuse pour un méme type cellulaire.

Dans I'exemple choisi, une méthode différentieliésentée Figure I-23 est utilisée.
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Input fiber

Cell holder

Buffer »

Output fiber

Figure 1-23: Principe de fonctionnement d’une puceutilisant une cavité Fabry-Pérot

pour la détection cellulaire [1.36].

Elle consiste en deux fibres monomodes alignées #aface et d’'un dispositif de
maintien d’'une cellule submergée dans une solutiampon. La cellule est donc maintenue
fixe entre les deux fibres dont les faces sontéeai pour étre hautement réfléchissantes de
sorte gu’elles forment une cavité Fabry-Pérot. t&sence ou non de cellules, ainsi que leur
état et leur taille, influence la réponse spectidle Fabry-Pérot. Ainsi, la réponse d’'une
solution tampon sans cellule et comparée a la sgde la méme solution tampon contenant
les cellules sous test. La présence des cellules ldasolution tampon induit un décalage en
longueur d’'onde de la réponse spectrale de laé&ainsi, il est possible d’extraire la taille
de la cellule analysée ainsi que son état pathqlegiLa méthode présente I'avantage de ne
pas nécessiter le recours a des marqueurs speésifigh permet la détection et la
discrimination (cellule saine/cellule cancéreuse)cdllules vivantes uniques issue du méme
type cellulaire avec une bonne précision [1.36].dhes, I'utilisation des fibres optiques dans
le domaine de la détection cellulaire par voie gqumi est particulierement intéressante
puisqu’elle permet lintégration des dispositifs ntmirement aux méthodes optiques
classiques avec marqueurs. Notons que la détestios marqueur est possible dans ce cas
grace a l'étude de l'interaction onde/matiere kgajoe. Ce dernier point est une étape
indispensable pour s’affranchir de l'utilisation m@rqueurs.

Méme si de nouvelles perspectives se dessinehgpeeale capteurs reste en marge, et
la majorité des méthodes de détections baséesesutedhniques optiques nécessitent le
marquage des cellules a analyser, étape qui restdématique comme nous l'avons vu
précédemment. L'affranchissement de ['utilisatioe tharqueurs spécifiques passe par
I'utilisation de méthodes de détection sensiblesghénomenes d’interaction ondes/matieres,

permettant de développer des outils pour la spexipe cellulaire.
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111.4.2 Méthodes de détection mécanique

Dans ce cas, la détection d’entités biologiquesdieuéactions biochimiques se fait
grace a l'utilisation de micro/nano cantilevers.n@oe le montre la Figure 1-24, ces
cantilevers peuvent étre utilisés de deux facofiérdintes basées sur la modification du stress
du cantilever, ou sur la variation de sa masse.

Surface Stress Change Detection

le L N|
| '1_4_
t
. : Az ‘

Az=4{’j:(l;—v){AJ‘ -Ac,)

t v

+ Az = deflection of the free end of the cantilever

+ L = cantilever length

+t = cantilever thickness

+ E = Young's modulus

v = poison's ratio

+ Ao, change in surface stress on top surface

+ 46, change in surface stress on bottom surface

Mass Change Detection

k 1 1
Am = i s s ]
dr-\N° Ja )
+ k= spring constant
= m = mass of cantilever

= f, = unloaded resonant frequency
« f, = loaded resonant frequency

Figure 1-24: Schémas illustrant le principe de détetion et d’analyse de réactions

biochimiques avec un cantilever.

Dans le premier cas, la réaction biochimique a figé¢férentiellement a la surface du
cantilever et provoque une modification de son @eelibre. Cela implique donc une
variation du stress appliqué a la surface qui peunesurer par la courbure du cantilever. La
déflexion de celui-ci peut alors se mesurer derfagatique, par AFM, ou de facon électrique
avec par exemple une résistance piézoélectriquergorée au niveau de l'ancrage du
cantilever. Pour augmenter la sensibilité du cawgit au stress, sa constante d’élasticité doit
étre réduite tandis que I'ensemble de sa surfaiiei tBenombre de molécules qui doivent étre
fixées pour induire une variation significative slen stress. Dans le second cas, basé sur le
principe de détection par variation de masse, feileser est excité mécaniquement de sorte

gu’il vibre a sa fréquence de résonance qui esturéesde facon optique ou électrique et
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comparée a celle obtenue apres la fixation d'entiiélogiques. La variation de masse peut
étre percue par détection d’'une variation de lgueéice de résonance, en supposant que la
constante d’élasticité de varie pas. Il est a nqteen milieux liquides, le facteur de qualité
diminue fortement et qu’il est alors plus difficitee détecter efficacement une variation de
masse. C’est pour cette raison que la méthode Isaséd® variation du stress du cantilever est
préférée en milieu liquide.

Un des principaux avantages de ces méthodes reposkeur capacité a détecter
l'interaction entre entités sans avoir a introduilee marqueurs. Ces derniéres années, des
avancees importantes en termes de détection biapesiont été réalisées. La détection de
brins d’ADN et de protéines sans marqueur, baséarsivariation de stress, a été démontrée
en utilisant des cantilevers en Silicium [I.37]yooe l'illustre la Figure 1-25.

-'I oligonucleotide A

Photo des micro-cantilivers

Figure 1-25: Détection sans marqueur de I'hybridaton de brins d’ADN [I.37].

Etant donné que cette technique est basée sur adiication de I'énergie libre de
surface des cantilevers, la sensibilité sera meélesi nous considérons des interactions
uniformes comme par exemple les couches que fotAl@Nl hybridé a la surface des
cantilevers. Il sera donc tres difficile voir impise de détecter par cette méthode des

cellules attachées de facon ponctuelle a la sudfaseantilevers.
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Figure 1-26: Variation de la fréquence de résonancd’un cantilever en fonction du

nombre de virus capturés [1.38].

Par contre, la détection de cellules ou de micraagmes a été démontrée en utilisant
la méthode de détection par variation de masseort gar variation de la fréquence de
résonance des cantilevers. Nous pouvons citer coexeenple la détection d’'une seule
particule du Vaccinia virus (virus utilisé commecgm contre la variole) illustrée sur la
Figure 1-26 [1.38].

Parmi ces dispositifs, basés sur les méthodes teetad mécaniques, les systemes a
ondes acoustiques ont aussi connu un grand intiéeét.résonateurs a ondes acoustiques
présentent des modes de vibrations, chacun d’entreétant caractérisé par sa fréquence de
résonance spécifique et son facteur d’atténuatiocarespondent respectivement a I'énergie
acoustique stockée et a I'énergie dissipée. IlI$ aojourd’hui utilisés aussi bien pour I'étude
de parametres cinétigues ou thermodynamiques deéaés biochimiques que pour I'étude de
systemes biologiques. Ces capteurs fonctionnernesprincipe de piézoélectricité découvert
en 1880 par les freres Curie. Ce phénoméne reposa ®rmation de charges électriques a la
surface d’un solide suite a I'application d’'unegsien. A I'opposé, la déformation mécanique
provoquée par I'application d’'un champ électriqaeappelé I'effet piézoélectrique inverse.

Ainsi, il est par exemple possible de détecterré&s@nce du parasite Cryptosporidium
parvum qui se développe dans I'eau courante. Liecipe du capteur repose sur la variation
de masse du cantilever excité de facon piézo&eelriLe capteur est formé d’'une couche
conductrice en zirconate de titane (PZT) liée a cmeche non piézoélectrique de 1 mm
d’épaisseur. La couche PZT sert a la fois de cod&mtionnement par effet piézoélectrique

et d’élément sensible aux parasites. Quand un cléeatrique est appliqué a travers le film
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de PZT, il se déforme dans sa longueur en provdglaarcourbure de la couche non

piézoélectrique. Si le champ appliqué est altefinkgicapteur résonne quand la fréquence
d’excitation coincide avec la fréquence de résomgmopre du cantilever. La surface des
cantilevers est fonctionnalisée pour obtenir uaciiément du type anticorps-parasite. Sur le
principe de variation de masse détaillé préecédemnteeriixation des parasites provoque un

décalage de la fréequence de résonance des cargilvame le montre la Figure 1-27 [1.39].
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Figure I-27: Variation de la fréequence de résonancd’un cantilever en fonction de la

concentration de parasites immobilisés [1.39].

Toutefois, méme si ces méthodes de détections na@emnne nécessitent pas de
marqueur spécifique, leur inconvénient majeur rizstenctionnalisation souvent délicate des
surface des cantilevers et leur manque de semsildilila présence de cellules en milieu

liquide.

[11.4.3 Méthodes de détection électrique

Ces méthodes offrent, par rapport aux méthode®tietibn optique, des possibilités
plus vastes en termes d’études de l'interactioretmdtiére biologique. D’'une part parce que
le spectre fréquentiel concerné est plus vastengiblke plus de phénomenes physiques au
sein des tissus biologiques (Figure I-13), maissiaparce qu’elles permettent de mettre en
place plus facilement des techniques de détectites ¢ sans marqueur », qui peuvent étre

particulierement intégrées et portables.
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11.4.3.a Capteurs électrochimiques (100" Hz)

De facon tres générale, aux basses fréquenced;aethe dans le domaine de
dispersionp, il existe trois principaux types de détection ooenle montre la Figure 1-28.
Notons que nous ne parlerons pas ici du domaindigjgersiona, peu exploité avec ces
méthodes étant donné qu'il existe des effets darigation des électrodes de mesure souvent

difficiles a contrbler.
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Figure 1-28: Schémas de principe de détection baséar des méthodes

conductimétriques, ampérométriques ou potentiométgues [1.28].

Les bio-capteurs potentiométriques permettent diubt une information sur
I'échantillon analysé a partir de la différencepteentiel mesurée entre deux électrodes. Les
bio-capteurs ampérométriques mesurent quant a eusolirant résultant d’'un potentiel
appliqué entre une électrode de référence et wotrédle de travail de fagon a provoquer une
réaction d’oxydoréduction sur des espéces eélecéactives. Enfin, les bio-capteurs
conductimétriqgues mesurent une variation de coget associée a des changements dans la
totalité du milieu ionique entre deux électrodesceta différentes fréquences [1.40]. Tres
souvent, un courant alternatif est utilisé pour Hessures et il est alors aussi possible de
déterminer des variations d’impédance capacitive. garle alors de capteurs de bio-
impédance. lls permettent donc de mesurer lesti@argade conductivité et de permittivité de
différentes espéces qui peuvent étre biologiquast @onné que ce sont des matériaux a la
fois diélectriques et conducteurs de courant. Blusi considérations pratiques rendent ces

meéthodes conductimétriques trés attractives, airskeww faible colt et aussi particulierement
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leur simplicité de mise en ceuvre étant donné qtest pas nécessaire d'utiliser une électrode
de référence comme c’est le cas dans les deuwsapmroches. Ces méthodes sont dailleurs

trés utilisées pour la détection d’entités biologis,

} 4 e

1
Nanoparticule d'or m

Figure 1-29: Détection d’ADN par conductimétrie [I.41].

ﬁﬁ} <42 @1 @W@ hydroqumune @;ﬂ

Par exemple, la Figure 1-29 illustre le principe détection développé par des
chercheurs pour étudier I'hybridation de brins dMDpar la mesure de la variation de
conductance entre deux électrodes. Des séquenc®®BNd'sont marquées par des
nanoparticules d’or. La séquence d’ADN ciblée pdes#une part les bases complémentaires
au brin de « capture » mais aussi aux bases attmcnéx nanoparticules d'or. Quand le
capteur, composé de deux électrodes Au/Ti sépal@e® um réalisées sur un substrat de
silicium et fonctionnalisées pour fixer les brin&ON de « capture », est immergé dans une
solution contenant 'ADN « cible » appropriée, l@noparticules d’or viennent obstruer le
gap entre les deux électrodes entrainant une iariale conductivité ou de capacité qui
permet de déduire le nombre de particules et demaalécules « cibles » qui obstruent le gap
[1.41]. Pour amplifier la variation de conductiviéé ainsi augmenter la sensibilité du capteur,
le dispositif est exposé a une solution constitab&rgent(l) et d’hydroquinone. Les
nanoparticules d’or servent alors de promoteurs freduction des ions Argent en Argent
métallique a leur surface [I1.42]. Cette méthode,rgicessite le recours a des particules d’or
comme marqueurs, constitue une avancée en term@steleion car elle présente I'avantage
(contrairement aux méthodes optiques) de ne péseutde réactifs qui peuvent modifier
chimiquement les entités biologiques ciblées.

La détection de cellules [1.43] et de bactéried4JLa aussi été démontrée par ces
techniques qui permettent la mise en place de gésgébasés sur linteraction d’un champ
électromagnétique avec la matiere biologique etilisant ainsi pas de marqueur spécifique,

ce qui constitue un véritable point fort pour ashhiques dites de bio-impédance.
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Le principe de base repose donc sur la détectionedvariation d’impédance causee
par la présence d'éléments biologiques placés eesetlectrodes métalliques. Par exemple,
il est possible de détecter la présence de bastérimjuement par la variation d'impédance

gu’elles engendrent en s'immobilisant entre destéddes inter-digitées en or.

(a) mterdigital electrode schematic {c) with bound bacteria

Figure 1-30: Répartition du champ électrique entre(a) des électrodes inter-digitées, (b)
vue en coupe des électrodes, (c) vue en coupe destébdes avec des bactéries

immobilisées a leur surface [1.44].

Comme le montre la Figure 1-30, dans la configoratprésente, il y a une forte
interaction entre les bactéries Escherichia Comahilisées entre les électrodes d'or et le
champ électromagnétique qui s’y propage. Ainsirélsistivité du cytoplasme des bactéries
(106 Ohm/crf) ainsi que la conductance de la membrane (1 |fFiomuisent une variation
d'impédance entre les électrodes d’or illustréelpdtigure I-31. Bo. représente la résistance
de la solution. La capacitésg est représentative du comportement diélectriqueade
solution. RvT, Reuv et Geum représentent I'impédance de la bactérie a sagspeactivement
la résistance du cytoplasme, la résistance de mabrame cellulaire et sa capacité.

Figure 1-31: Modélisation de I'impédance introduite par une bactérie immobilisée entre

deux électrodes inter-digitées [l.44].
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Les capteurs sont fabriqués avec un procédé deoé@otronique standard et des
anticorps sont fixés a la surface des électrodes permettre la fixation des bactéries.
Lorsque les capteurs sont plongés dans une solatioienant les bactéries, les antigénes de
ces dernieres réagissent avec les anticorps diale®ries se retrouvent immobilisées a la

surface des électrodes (Figure [-32-a).
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Figure 1-32: (a) Photographie prise au microscopeléctronique a balayage de bactéries
liées aux électrodes d’or (concentration dans la kdion : 10°cellules/mL) — (b)
Impédances mesurées pour différentes concentratiate solutions sur la gamme de
frequences 10 Hz-10 MHz.

Un potentiel de 50 mV est appliqué entre les ébelets puis 'amplitude et la phase de
limpédance des bio-capteurs sont enregistrées aadel’ d'un impédance-metre. Les
impédances mesurées pour différentes concentratiercellules (de £t 10 cellules/mL)
montrent que I'impédance du bio-capteur augmentsaliement avec le nombre de cellules
présentes dans la solution d’analyse. L'effet danmation de la bactérie a la surface du
capteur (dispersiofl) ne commence a faire varier 'impédance qu’a pditine concentration
minimale de 10 cellules/mL [1.44]. Aux plus hautes fréquences, lienite de la zone de
dispersiorp, I'effet des bactéries est moindre et la sensibde détection du dispositif est tres
diminuée. Les valeurs d’'impédance de la soluticar@be par des bactéries tendent alors vers
celles de la solution d’analyse pure, d’'ou la cogeace des valeurs d'impédance observées
sur la courbe de la Figure 1-32-b.

Les méthodes basées sur les mesures de bio-imgedanuettent donc I'analyse de
cellules sans avoir recours a des marqueurs spéesfigrace a I'étude de I'interaction ondes

électromagnétiques/matiéere biologique. Comme crigieexemple l'indique, la détection est
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optimale dans la zone de dispersion. Pour travailles haut en fréquence, il est nécessaire de
développer des outils d'analyse particuliers, d#esi aux phénoménes de relaxation des
molécules d’eau (dispersigh qui ont alors lieu dans la matiére biologique.

[11.4.3.b Capteurs de bio-impédance pour les hautes frégsence

L’étude de linteraction ondes électromagnétiquedi@ne vivante aux fréquences
micro ondes repose donc sur la capacité a créedidpssitifs sensibles au phénomene de
dispersiony. Les systemes hyper-fréquences développés poualyse cellulaire ont des
similitudes en termes de conception et de méthatkesdétection avec les méthodes

impédance-métriques détaillées précédemment.

Figure [-33: Structure d’'une inductance avec son mele électrique équivalent pour la

détection de I'hybridation de séquences d’ADN.

Un exemple typique concerne les premiers microedigifs hyper-fréquences pour
'analyse biologique qui ont vu le jour et qui &tati dédiés a I'étude du séquencage de brins
d’ADN. En effet, il a été montré que la détectioDN hybridé était possible grace a
I'utilisation de circuits intégrés passifs opérant une bande de fréquence de 40 MHz a 40
GHz [1.45-1.46]. Différentes structures, comme umductance en spirale (Figure 1-33) ou une
capacité inter-digitée ont été proposees.

Le principe de la méthode de bio détection utilisggose sur la réaction chimique,
vue précédemment, entre ’ADN hybridé marqué parpiaticules d’or et une solution a base

d’argent [1.47] comme le montre la Figure 1-34.
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Figure 1-34: Procédé de détection d’hybridation d’ADN par précipité d’'argent.

L’hybridation de 'ADN provoque la précipitation daicro particules d’argent sur la
structure ce qui entraine une variation de la d&p&s et donc une variation de la fréquence
de résonance de l'inductance. Cette variation ‘asttaht plus forte qu’il y a d’ADN hybridé.
Elle peut se mesurer simplement grace a un analyfeuéseaux vectoriels. Ce dispositif
micro ondes d’analyse permet la détection d’unéatian de la fréquence de résonance avec
une précisiorde 50 MHz au minimum. Cette forte sensibilité dapdisitif résonant permet
d’envisager la détection d’ADN hybridé dans de fe#sles concentrations.

Toutefois, dans ce cas, le signal RF mesuré eattggisé par des composants tels que
des résistances, des capacités, des inductanezgore une combinaison de ces éléments. La
conception de ces micro bio-capteurs RF est bagd&sploitation de lignes de transmission
dont 'implémentation permet d’atteindre différent@ponses et différentes sensibilités a des
fréquences dans le domaine des GigaHertz [1.4§:1.B@s exemples d’implémentation

simples sont donnés par la Figure 1-35.

1152 pm 1637 um

(b)

Figure 1-35: Exemple de dispositifs hyper-fréquencg pour I'analyse d’éléments
biologiques [1.48] : (a) inductance, (b) capacitétéc) résonateur LC.
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Tout comme dans le cas des capteurs impédancegomesriun intérét majeur de ces
capteurs RF concerne la possibilité, grace a l&tade linteraction onde/matiere, de
développer des méthodes sans marqueur. En effies, léa dispositifs hyper-fréquences,
I'énergie du signal d’entrée est concentrée a Ildase des lignes impliguant des pertes
d’insertion et des pertes par réflexion. Si unernmécule (protéine ou cellule par exemple)
qui a des propriétés diélectriques intrinsequesfjigvité, conductivité), se retrouve pres des
lignes, des changements peuvent étre enregistnsslels effets capacitifs ou inductifs. Dans
ce cas, il est alors possible de détecter destia$adans les caractéristiques RF du dispositif
de la méme facon que I'on observait une variatiomgedance dans le cas des dispositifs
plus basse fréequence. Il est bien connu qu'uneatirani de permittivité aura un effet plus
important sur l'effet capacitif, alors qu'une vditem de conductivité aura un effet
prépondérant sur I'effet inductif. Dans tous les,dha été montré que pour des systemes
larges bandes constitués uniquement d’'une induetanal’une capacité, la variation induite
par des éléments biologiques sur les parameétresaRi€téristiques des dispositifs n’est pas
tres significative et méme si elle existe demeus tfaible [l.45]. En revanche, la
combinaison d’'une inductance et d’'une capacitéeegnt dit la conception de dispositifs
résonants LC, permet un effet de synergie sur Bactéristigues RF rendant de tels
dispositifs beaucoup plus sensibles a de tresepetdriations de parametres et donc beaucoup
plus sensibles a la présence d’'une tres faibletgé@ate cellules. Ainsi, la détection de bio
molécules devient possible en mesurant par exeteglepertes qu’elles induisent sur la
réponse en réflexion du dispositif LC. Comme le troita Figure 1-36, la présence de bio
molécules agit comme une résistance et cette augtien globale de la résistance du
dispositif conduit & une variation significative ldepédance du dispositif [1.46].

Ainsi, il est possible avec ce type de disposiéifdétecter et d’'identifier des cellules
en mesurant leur conductivité et/ou leur permiiviCes technigues ne nécessitent pas le
recours a des marqueurs spécifiques du type mekdllorescentes ou particules d’'or et

permettent donc d’envisager la réutilisation dmé&tiére biologique aprés analyse.
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Figure 1-36: Réponse en réflexion d’un dispositif IC — Comparaison des réponses du
résonateur a vide, apres fonctionnalisation de saigace et aprés fixation de bio

molécules.

Dans les exemples cités, il est nécessaire de idometliser les surfaces pour
immobiliser les éléments biologiques mais le dgwedmment de la microfluidique ouvre une
voie alternative. En effet, il est facile d’'intégeece genre de dispositifs planaires des réseaux
de canaux de facon a amener les éléments biolagiguanalyser sans avoir a traiter les
surfaces des bio-capteurs et ainsi fabriquer déabées laboratoires sur puce intégrant
différentes fonctions tout en gérant la manipulaties cellules a analyser.

Des investigations sont aussi réalisées aux téesdréquences, dans le domaine des
Téra hertz, pour exploiter des effets a une éclegltmre plus petite au niveau de la cellule.
Ainsi, la propagation d’'ondes THz le long de filanemétriques permet l'investigation de
phénomeénes biologiques ciblés au sein de celluleguas. Ces fils nanométriques,
propageant des modes particuliers dits modes déddso[l.50], sont implémentés au sein
d'une puce qui integre un réseau microfluidique rpgarer la circulation des cellules

analysées [1.51]. Un schéma ainsi qu'une phot@agmite sont donnés avec la Figure 1-37.
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Microchannel

(b)

Figure 1-37: (a) Schéma du bioMEMS - (b) Photograpte du bioMEMS réalisé.

Les lignes de Goubau sont utilisées pour sondenilieu analysé et les paramétres
large bande mesurés en transmission et en réflexibrpermis d’obtenir des informations
telles que I'étude de phénoménes d’interactioneet@mmunication a I'échelle de la cellule
via la caractérisation de linteraction ligand-ngeair dans des cellules CHO (cellules

d’ovaires de hamsters chinois).
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V. Conclusion

A la lecture de ce premier chapitre, nous pouvaresgle les propriétés diélectriques
des cellules sont étudiées avec intérét depuisldragemps pour apporter des réponses au
domaine de la biologie. Le développement des migchnologies et leurs récentes
applications au domaine médical ont permis la raisg@oint de micro dispositifs permettant
de travailler a I'’échelle de la cellule et d’accédmsi a des informations ciblées et non plus a
une moyenne sur une grande population celluldiestlalors possible de suivre en temps réel
de nombreux phénoménes biologiques au niveau cdlide permettant de grandes avancées
dans le domaine biomédical. Aprés avoir comparéliédrentes techniques de bio détection
développées, nous avons mis en évidence, les nestlteddétection électriques tres en vue a
I'heure actuelle. En effet, ces techniques permetie développer des outils d’analyse sans
marqueur. Combinées a l'utilisation des fréquema&so ondes, qui permettent de pénétrer a
l'intérieur de la cellule pour en sonder son milietracellulaire, il est alors possible de
développer des outils d’analyse performants et totdille micrométrique permet I'étude de
cellules uniques. Dans les chapitres suivants, atloas ainsi détailler la conception et la
réalisation de bio-capteurs basés sur des disisogifisonants pour la spectroscopie
diélectrique cellulaire aux fréquences micro ondeésice a la tres forte sensibilité de ces
capteurs, la détection et I'analyse de cellulesesabu cancéreuses du systéme nerveux (allant
méme jusqu’a I'examen de cellules uniques) seroopgsees, le tout sans marqueur, ouvrant

ainsi la voie au développement de nouveaux outilgiatellulaire et de diagnostic.
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|. Introduction

Au cours de ce second chapitre, nous allons notéresser a la conception
électromagnétique de capteurs dédiés a l'analyseetleles humaines. Dans le chapitre
premier, nous avons montré que lintérét d'utilides fréquences micro ondes pour
investiguer les cellules pouvait étre double. Heteh ces fréquences, les ondes permettent a
la fois de pénétrer la membrane cellulaire poudsohe contenu des cellules et, combinées
avec les micro technologies, elles permettent alisbienir des dispositifs d’analyse de taille
tres réduite et ainsi d’atteindre une sensibilitérae au niveau de la cellule. Comme nous
'avons vu précédemment, des structures résonamesont par nature plus sensibles a de
petites variations de parametres que des disposatie bande, semblent étre de tres bons
candidats pour la mise au point de micro-captelira sensibles. Nous allons donc mettre a
profit ces derniers points pour concevoir des laipteurs permettant 'analyse cellulaire par
spectroscopie diélectrique micro ondes. Ainsi, jeakif sera de mettre au point une méthode
ne nécessitant pas le recours a des marqueursij eeqgnettra de sonder le contenu intra
cellulaire par des ondes millimétriques afin d'extraire des informations sur le type
cellulaire étudié ainsi que sur son état pathologiq

Dans ce contexte, apres la présentation de quelgéaéralités concernant le
fonctionnement des résonateurs hyper-fréquencess n@rrons comment adapter ces
dispositifs a I'étude de cellules biologiques tentrespectant les contraintes liées a I'étude du
vivant. Nous nous concentrerons en premier lieul'stmde d’'un résonateur (et donc une
fréequence d’analyse) de facon a optimiser sa tgpelet prouver la faisabilité de la méthode.
Ensuite nous étendrons la gamme fréquentielle déten ajustant la géométrie de ces
résonateurs. Puis, en nous appuyant sur des siomslaélectromagnétiques nous verrons
comment optimiser la sensibilité de ces dispositifa la conception de filtres, pour tendre
vers la détection et la caractérisation de la Eelllnique qui reste un enjeu majeur pour de
nombreuses applications biomédicales. Ces diffése@volutions ont été engendrées par les
difféerentes expérimentations. L’'approche expérimlentjue nous avons suivie au cours de
ces travaux ainsi que les résultats des mesuresmtsplus amplement détaillés dans le

troisieme chapitre de ce manuscrit.

61



Chapitre second — Conception des dispositifs hfiggpuences passifs pour I'analyse cellulaire

[I. Généralités sur les résonateurs micro ondes

II.1 Choix de la technologie

On considére généralement le spectre micro ondemeote domaine fréquentiel
s'étendant de 300 MHz a 300 GHz. Ces fréquencesptént donc un fort potentiel dans le
domaine de I'analyse cellulaire car elles permettienconcevoir des dispositifs miniaturisés

dont I'échelle se rapproche de celle de la cellule.

Les résonateurs jouent un rdle important dans debreuses applications micro
ondes. En effet, ils sont en particulier a la bdefiltres et des oscillateurs, tres utilisés dans
le domaine des communications. lls permettent dabower ou de séparer différentes
fréequences et sont intégrés dans les chaines di@miget de réception des systemes de
téléecommunications. En fonction de I'application det cahier des charges souhaités, les
résonateurs hyper-fréquences peuvent étre con@esdes éléments localisés ou distribués
(Figure 1I-1). De méme, il existe différentes tapgies de résonateurs comme par exemple,
les résonateurs planaires, volumiques, mécaniques@ore acoustiques. Dans le cas de notre
étude, nous avons opté pour la technologie plamgir@ious permet de réaliser des capteurs
sur substrats, miniaturisés, facilement manipukaleesur lesquels il est possible d’observer
les cellules mais aussi d'intégrer a terme un réserrofluidique ainsi que des fonctions
complémentaires pour la fabrication de laboratog@spuces. C’est donc cette technologie

qui retiendra toute notre attention.

Accés 1 Acces 2

(@) (b) (€)

Figure 1I-1: (a) Inductance — (b) Capacité inter-dpitée realisée en éléments localisés —

(c) Résonateur en éléments distribués [11.1]

Les résonateurs a éléments localisés sont réglesesa transposition directe d’'un
modéle équivalent RLC. Ainsi, il est possible derifiguer des inductances en spirales (Figure
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[I-1-a) ou en méandres, ainsi que des capacitégnas! inter-digitées (Figure II-1-b) [11.1].
Ces résonateurs présentent l'avantage de permatiee forte intégration, ce qui peut
constituer un atout majeur dans la conception de@pteurs. En revanche, les pertes induites
sur la propagation du signal sont élevées et @esfaibles facteurs de qualité généralement

obtenus avec des éléments localisés [lI.2].

Les résonateurs distribués sont quant a eux readiggartir de lignes demi ou quart
d’'onde faibles pertes, et chargées a leurs extw@énguar des courts circuits ou des circuits
ouverts (Figure 1l-1-c). L’'encombrement devientral@lus important mais les facteurs de
qualité a vide pouvant étre obtenus sont plus élev@ous verrons par la suite a quel point ce

parametre est important pour optimiser la sengghiles bio-capteurs.

Dans les deux cas, différents types de lignesatesinission peuvent étre utilisés pour
la conception de résonateurs hyper-fréequences, eomotamment les lignes coplanaires
(Figure 11.2) ou microrubans (Figure 11.3). Dansckes des lignes coplanaires, les conducteurs
métalliques formant la ligne de signal et les Igyde masse sont situés dans le méme plan sur
un substrat diélectrique. Les ondes électromagmeticse propagent selon un mode quasi
TEM comme le montre la Figure 1.2. Le champ élettagnétique et donc I'énergie du
signal RF se trouve fortement localisée au-dessua tigne ce qui permet d’avoir une forte
interaction entre le champ EM et des cellules priése & la surface du substrat. Par
conséquent, l'introduction d’'un milieu biologiquela surface pourra engendrer une forte
perturbation de la réponse fréquentielle du résamaju’il est de coutume de présenter sous
la forme de paramétres S. En effet, un dispositifein-fréquence peut se modéliser par un
quadripble possédant des ports d’entrée et dees@ti définit alors des ondes incidentes et
réfléchies sur chacun de ces ports, qui permetieigiefinir les parametres de réflexion &

Sy, ainsi que les parametres de transmissigreSS;. Les parametres de réflexion traduisent
la réflexion du signal incident & chacun des adagadis que les parametres de transmission
traduisent la propagation du signal a traversdedasitif. Dans le cas de systemes réciproques,
comme c’est notre cas, les parameétrgs$; et S,, $1 sont égaux. Nous étudierons donc les
parametres 3 et $1 pour qualifier respectivement la réflexion etrensmission du signal RF

au niveau du bio-capteur.

Avec cette technologie, des modes de fentes pesagéuvent apparaitre mais sont
facilement évitables en reliant les deux lignesydesse qui entourent le conducteur central

pour s’assurer que ces derniéres soient bien auenp@tentiel. De plus, cette technologie
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uniplanaire a I'avantage de ne nécessiter qu'uhrseeau de métallisation, facilitant sa mise

en ceuvre.

Plan métallique .

— =
Ruban métallique

Substrat g,

Figure II-2: Vue en coupe d’'une ligne coplanaire etle la distribution du champ
électriqueE et magnétiqueH .

Dans le cas des lignes microrubans, la ligne sigatilconstituée par un conducteur
métallique mince, déposé a la surface d’'un subdiékctrique. La face opposée du substrat
est meétallisée pour former le plan de masse. Dagite cconfiguration, le champ
électromagnétique est rapidement confiné dansklstmat et son interaction avec une cellule
placée a la surface du substrat sera plus limi@edans le cas d’'une ligne coplanaire ou le
champ rayonne de fagon plus importante dans I'esplie. En revanche, cette technologie
est fortement utilisée pour la conception de filtoar elle permet de concevoir simplement
des résonateurs ayant une forme originale et samsamnte d’agencement avec les lignes de
masse. De plus le confinement du champ dans ldratipermet d’atteindre des meilleurs

facteurs de qualité, si ce dernier est faiblemesgetsif.

Ruban métalliqee Il

T — i

Plan Substrat ¢, »} {{: -%:1: ;%'
de masse

Figure 1I-3: Vue en coupe d’'une ligne microruban etde la distribution du champ

électriqueE et magnétiqueH .

Concernant les pertes, elles ont, pour les delntdogies, des origines diverses. On
dénombre des pertes diélectriques liées a la qudlitsubstrat utilisé, ou encore des pertes
métalliques liées a la qualité de la métallisatiormant les conducteurs qui possedent une
conductivité finie. Enfin, nous trouvons les perigar rayonnement qui sont dues aux

discontinuités présentes dans les conducteurs.séfehle de ces pertes contribuent a
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diminuer le facteur de qualité des résonateurst geurquoi, il convient donc de les réduire
au maximum.

Les technologies coplanaires et microrubans préserdonc toutes les deux des
avantages pour la conception de résonateurs paualyse cellulaire. Ainsi, dans le but de
détecter et d’analyser des cellules présentensarface d’'une structure planaire résonante, il
nous faudra choisir entre ces deux technologiespginiser a la fois l'interaction champ
électromagnétique/cellules, favorisée plutét pateehnologie coplanaire et le facteur de
qualité a vide des dispositifs, favorisé plutét [@atechnologie microruban. Comme nous le
verrons au cours de ce chapitre, des compromisitsdanc nécessaires pour optimiser la
sensibilité des bio-capteurs et converger versaétection d’'une cellule unique.

Dans tous les cas, le principe de base des biewapque nous avons développé
repose sur le fonctionnement de résonateurs micdesosimples qui présentent I'avantage
d’étre modélisables électriquement par de simpiesiits RLC, comme nous allons le voir

maintenant.

1.2 Les circuits résonants RLC

La représentation électrique d’'un résonateur mamde fonctionnant sur un mode
donné et a une fréquence donnée, se modélise parcuit RLC série ou paralléle. En effet,
méme si un résonateur présente, dans ses conditimmsales d'utilisation, différentes
frequences de résonance correspondant a autant atBesmpropres, une premiére
approximation consiste a négliger l'effet d'une asnce sur l'autre en considérant les
fréquences de résonance suffisamment éloignéesi, Aénrésonateur peut étre caractérisé au

voisinage d’une fréquence par un seul circuit raatn

[1.2.1 Circuit résonant série

Aux fréquences micro ondes, un résonateur passiebaeut se modéliser par
I'association en série d’'une capacité C, d’'une ataloce L et d'une résistance de pertes R

comme le montre la Figure II-4.
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RT> L Cl_

Figure 1I-4: Circuit RLC série [I1.3].

L'impédance d’entrée présentée par ce circuit geat s’écrire sous la forme :

Z =R+jLo-- (I1.1)
Cw
La puissance complexe,®élivrée au résonateur se définie alors par :
2 .
P=IVI*=17 I|° _—z v =1|||2 R+jLo-—- (1.2)
2 2 z. 2 Cw

Et la puissance liée au pertes du disposigés Raut :

P R| k (11.3)

Ioss

Le phénoméne de résonance apparait quand lese&nergyennes magnétiques (11.4)

et électriques (I1.5) stockées par le résonatentr &gales.

10
Wm—4||| L (I1.4)

)(11.5

La puissance délivrée au résonateur et 'impéddiesgrée du dispositif peuvent alors

s’écrire sous la forme :

I:)in :PIoss+2j('0(Wm_We) (”6)
+2j(W ,—W
Zin 2|:)ln —_ Ioss JOX ) (”7)
[l /2
Or, a la résonance, on obtient :
W =W,
- I:)Ioss. =R (”8)

2

66



Chapitre second — Conception des dispositifs hfiggpuences passifs pour I'analyse cellulaire

Il est important de retenir qu’a la résonance, pédance d’entrée est purement réelle

et la pulsation de résonance est alors donnééep@réssion :

W, =W, =w’LC :1:>co0:i (1.9)

JLC
Ainsi, il est intéressant de regarder 'évolutiam limpédance d’entrée du circuit en
fonction de la fréqguence. Comme le montre la Fidili®, a la fréquence de résonance,
I'impédance d’entrée du résonateur diminue de spréel’énergie, autour de la résonance soit

transmise au travers du résonateur qui se comalang comme un passe-bande (Figure 11-6).

‘Zin ((,0)‘ 1

' > o/,

Figure II-5: Evolution de I'impédance d’entrée du résonateur en fonction de la

fréquence, pour un circuit série.

A
S,; (dB)

P Fréquence

Figure [I-6: Evolution du parametre de transmissiondu résonateur en fonction de la

fréquence, pour un circuit série.

Un autre parameétre important dans la conceptioré@amateurs concerne son facteur
de qualité a vide QEn I'absence de charge connectée au circuit,défiaie par :

wénergiemoyennestockée_ me +W,
énergiedissipée Ploss

Q, = (11.10)
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Pour un circuit série, a la résonance, nous avons d

2W, oL _ 1
=W = =
Q=5 R w,RC

(11.11)

loss

Lorsque le résonateur est chargé, on définit Idficamt de qualité en charge, Qui

est donné par I'expression :
f
Q = A_(:‘ avecAf la bande passante a -3dB (1.12)

Ainsi, nous retiendrons que le facteur de qualitéd@ du résonateur augmente quand
la résistance de pertes diminue. Dans la configuraérie, pour réaliser un dispositif a fort
facteur de qualité, il faudra alors limiter les teerohmiques. Mais il est aussi important de
noter que ce facteur de qualité augmente lorsqueléaur de la capacité diminue. Il sera donc
judicieux de concevoir des capacités présentariaibes valeurs pour augmenter le facteur

de qualité des résonateurs dans le cas d’'un cBétig.

[1.2.2 Circuit résonant parallele

Un résonateur micro onde stop bande est quantraddgélisable par I'association en
paralléle d'une capacité C et d’une inductanceille fondensateur est de bonne qualité, sa
résistance de fuite sera négligeable et c’estdastance de I'inductancesRui prédomine.
Comme le montre la Figure 1l-7.asBst en série avec la bobine mais d’'un point de vue
pratique, il est possible de modéliser son effaet yae résistance Rp en parallele avec

I'inductance L et la capacité C (Figure II-7.b).

\

V —
— P~
N\ O/
Nt R

R, L

| ¥
- MW—— YN __(YIN_!Y\_
C

||
I
a. b.

Figure 11-7 : a. Circuit stop-bande utilisé dans ndre étude — b. Schéma équivalent RLC
paralléle.
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A la résonance, les réactances de la capagitt Xe la self X sont égales et il est

alors possible de calculeg B partir de B:

_ X * _(rf,L)?

R, = .13
’ Rg R, ( )
L’'impédance d’entrée présentée par le circuit deidarre 11-7.b s’écrit alors :
Z, = 1 (1.14)
1 1 .
—+—+|Cw
R, JLw

La puissance délivrée au résonateur et celle disspar la résistance R se mettent

alors sous la forme suivante :

P :1|V|2(i_i+jc¢o] (11.15)
2" R, Lo
2
p_= 1V (11.16)
2R,

Comme dans le cas du circuit série, le phénoménésimance apparait lorsque les
énergies moyennes magnétiques (11.17) et élecsi@id 8) stockées par le résonateur sont
égales.

£|V

|21
4

1 ,
W, ZZ“ L|2L = TR avec | le courant traversant I'inductance (11.17)
w

W, =%|v|zc (1.18)

La puissance délivrée au résonateur et 'impéddiesgrée du dispositif peuvent alors
s’écrire sous la forme :

P = Poss + 2j6lW,, = W) (11.19)

n — !loss

7Z = Ploss+2j(*(Wm _We) (”20)

'” /2

Par conséquent, a la résonance, on obtient :

_ Ploss _ (1.21)
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De méme que dans le cas du circuit RLC série,ra@danance, I'impédance d’entrée
est purement réelle et la pulsation de résonaricipesée par I'expression :
1
W, =W, =0’ LC =12w,= — (1.22)

JLC

Si I'on regarde I'évolution de I'impédance d’entréke circuit, autour de la fréquence
de résonance, I'impédance d’entrée du résonatgimexnte de sorte que I'énergie soit stockée
dans le résonateur qui se comporte alors commeprbande (Figure 1I-8).

1Z, () 4

>

Ro

> W,

Figure 11-8 : Evolution de I'impédance d’entrée durésonateur en fonction de la

fréquence, pour un circuit paralléle.

La Figure 11-9 illustre I'évolution du parametre tlansmission § du résonateur en
fonction de la fréquence.

Notons que, dans le cas de notre étude, cette gemafion est particulierement
intéressante car la concentration du champ éleemogtique dans le résonateur permet une
forte interaction avec le milieu biologique a santact. C’est donc cette configuration de

résonateur qui est la plus favorable dans le cdelmos travaux.

321 (dB) A

P Fréquence

-30dB =

Figure 11-9 : Evolution du paramétre de transmissian du résonateur en fonction de la

fréquence, pour un circuit paralléle.
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Concernant le facteur de qualité a vidgdQ résonateur, a la fréquence de résonance,

il s’écrit alors sous la forme :

2W_ R, R R

=W, —= = =w,R,CouQ,=—>=—2" 11.23
QO ’ I:)Ioss wOL o QO xL 2T[fOL ( )

En considérant la formule (11.13), on retrouve :
Q, =Mk o1 (11.24)

Rq 2rf ,R.C
Et le facteur de qualité en charges@crit :
f
Q = A—‘; avecAf la bande passante a -3dB (1.25)

Dans cette configuration également, une faiblestésce en sériesRest souhaitable

pour améliorer le facteur de qualité a vide du méseur.

[1.2.3 Topologie retenue

Ainsi, comme nous venons de le voir, les résonatplanaires représentent de bons
candidats pour le développement de bio-capteursitdes, miniaturisés et facilement
intégrables dans des dispositifs plus completsqeésles laboratoires sur puces. Nous avons
vu qu’il existait plusieurs approches pertinentesirpla conception des bio-capteurs. Notre
premiére approche s’est orientée vers le choixadedhnologie coplanaire dans I'objectif de
privilégier l'interaction entre les ondes électrgnétiques et les cellules a analyser. Nous
nous sommes intéressés a une configuration stagebam cherchant a maximiser 'effet des
cellules sur le champ électromagnétique.

Dans une deuxiéme approche, nous verrons que Hadlegie microruban présente
aussi de grandes potentialités de détection aadeline une possibilité d’améliorer fortement
les facteurs de qualité a vide des résonateuroroimles utilisés.

Nous allons donc, dans ce chapitre, détailler lanception des capteurs
électromagnétiques en tenant compte des contramiessées par I'étude et la manipulation
de cellules biologiques. Notre objectif étant deactriser une trés petite concentration de
cellules (d'une dizaine a une cellule unique) samwglifier leur I'état ou du moins, en les

conservant le plus proche possible de leur étatreladu fait de s’affranchir de marqueur.

71



Chapitre second — Conception des dispositifs hfiggpuences passifs pour I'analyse cellulaire

Ill. Application a I'étude de cellules biologiques

Le terme micro ondes englobe I'ensemble des ontedr@magnétiques dont la
fréquence est comprise entre 300 MHz et 300 GHzn@urs avons vu précédemment qu’il est
intéressant de travailler dans une zone de diggerk ou la permittivité varie fortement en
fonction de la fréquence. Dans nos travaux, nougsnsommes plus particulierement
intéressés au spectre fréquentiel couvrant le doerde dispersion qui varie entre 10 GHz et
35 GHz (Figure 1-13).

I1l.1 Remarques préliminaires

[11.1.1 Principe de bio-détection

Le principe de bio détection que nous proposon®sepsur la modification des
conditions de résonance des capteurs par l'inttomiucle cellules biologiques a proximité
Vvoir a leur contact.

La cellule d’'un point de vue électrique peut se éligdr simplement par I'association
série d’'une résistance et d'une capacité. Ainsiprésence de cellules sur notre capteur
introduit une capacité & ainsi qu’'une reésistance .8 en paralléle, qui modifient

'impédance du résonateur comme le montre la Figet8.

R L \
Capteur — MWW YYY—
a vide I I Capteur
1 > avec
__| | C cellules
/

CceII RceII

Figure 11-10 : Modele équivalent du résonateur mico ondes chargé par des cellules
biologiques.
Ainsi la fréquence de résonance du dispositif devie
1

f =
° onjL(cric,,)

La présence des cellules induit donc un décalaga fiéquence de résonance qui est

(11.26)

directement relié, d’apres la formule (11.26), avideur de la capacité.&, liee aux propriétés
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diélectriques des cellules analysées et notammeeurapermittivite. La résistance &
dépend de la conductivité et de la tangente deped milieu intra cellulaire. Elle aura pour
effet d’augmenter les pertes du résonateur. Commses avons vu précédemment, ces
propriétés étant relatives au type cellulaire abér@ ainsi qu’a son état pathologique, la
valeur de G et donc le décalage fréquentiel observé doit perendidentification et
I'analyse des cellules sous test.

Il faut préciser que ce décalage fréquentiel oliserv présence des cellules va aussi
dépendre de parameétres liés aux conditions expétates a savoir par exemple le nombre de
cellules analysées, leur position sur le capteosiajue la température a laquelle seront
menées les expérimentations. Nous verrons au graeece chapitre comment s’affranchir de
ces variables ou du moins les contrdler au maximum.

Notons également que les performances de détedasnrésonateurs et donc leur
sensibilité passe par I'optimisation de deux pateesémajeurs. Le premier concerne la
maniére dont interagissent le champ électromagmeteg les cellules a analyser. En effet,
nous avons intérét a maximiser l'interaction efgrehamp et les cellules pour avoir une plus
forte influence de ces dernieres sur la réponsieégience du micro-capteur. Ceci implique
de dimensionner I'espacement des lignes ou se geolgasignal RF correctement selon la
taille des cellules a analyser. Ainsi, il sera 38a@e de concevoir des tailles de gaps entre les
lignes du méme ordre de grandeur que les cellubsadyser. Dans cet objectif, différentes
dimensions de gaps ont été testées allant de 5 @n2@our finalement retenir des gaps
compris entre 10 et 15 pm pour les cellules quisniatéressent. Notons que ces tailles de
gaps sont facilement accessibles en utilisant degdés de microélectronique classiques.

Enfin, dans le cas de la technologie coplanairaesrmivilégierons des métallisations
épaisses de fagcon a maximiser une zone d’interal&iplus uniforme possible entre le champ
électromagnétique et les cellules comme lillusré&igure 11-11.

Ligne signal Cellule

(@) (b)

Figure 1I-11 : Interaction entre les cellules et lechamp électromagnétique propagé par
la ligne coplanaire pour : (a) une faible épaisseule métallisation — (b) une couche
épaisse de métal.
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Le second paramétre consiste a optimiser le faaleuqualité des résonateurs qui
contréle sa sélectivité en fréquence. En effetragonateur a fort facteur de qualité est dit
plus sélectif car son pic de résonance est pluguian résonateur avec un facteur de qualité
plus limité. En fait, plus le pic de résonance deraet plus il sera facile de détecter avec
précision un petit décalage de celui-ci (Figur&2)-

L'optimisation a la fois de la taille des gaps enkes lignes d'or et du facteur de
qualité a vide des bio-capteurs est, dans notrediffisilement réalisable simultanément. Il
s’agira donc de faire des compromis entre l'optatid de la forme du résonateur via
I'agencement des lignes de transmission et de acteur de qualité comme nous allons le

Voir par la suite.

s,ee 1 S,@e) 1

» Fréquence

$ Fréquence

Figure 11-12 : Sensibilité du pic de résonance d’'umésonateur stop-bande en fonction de
son facteur de qualité a vide.

Enfin, si l'utilisation de structures résonantesrnpet d’obtenir une tres bonne
sensibilité de détection, I'information obtenue st’en revanche valable que sur une petite
plage de fréquences autour de la résonance. Coestipoi différents résonateurs vont étre
dimensionnés afin d’explorer un spectre fréquemplies large.

[11.1.2 Parametres diélectriques a évaluer

Les résonateurs seront donc congus de facon apétteulierement sensibles a
'impédance des cellules analysées que I'on soaifeaidtraire. En accord avec le modele de
Fricke (Figure 1-3) ainsi que celui de la sphérenbgéne (Figure 1-12), nous allons modéliser
la cellule par sa permittivité relative complexe :

g, =€ —Je", (11.27)

Ou, €', représente la permittivité relative réelle du elélique, tandis que” , est
représentative des pertes du matériau que I'omiti§gfar une conductivité globale ou par la

tangente de pertes :
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tand =" (11.28)
€

r

La tangente de pertes représente donc l'affailbhes¢ du champ dans le milieu
diélectrique. Ces pertes sont dues a la fois :

- aux porteurs liés : dipoles formés par les mdécwd’'eau composant le milieu
intracellulaire

- aux porteurs libres : comme les ions présentmi@rieur de la cellule dont I'effet
peut étre caractérisé par une conductivité ionigue

Par conséquent, le modéle de Cole-Cole, donnéduprdtion (1.9), devient :
€€, .0

€ =g +—F ' 11.29
& e 9 Jweo (11.29)

Il est & noter que ce modele est tres utilisé tahikérature pour étudier les propriétés

diélectriques des tissus (principalement constitli€su) en fonction de la fréquence [l1.4].

90 0,4
= Partie réelle de la permittivité relative
80 N N R 035 §
=0 Partie imaginaire de la permittivité relative : con  tribution dipolaire ! g
n 70 A Partie ima}ginairg de la permittivité relative : con tribution de la 0,3 é-
(] conductivité ionique =
> o
g 60 =1
5 025 &
(3} —
@ 50 o
5 02 3
0 2
g ¥ g
@ 30 0,15 "5::
2 o
Q o
€ 20 01 5
§ E
10 0,05 ®
0 N U O
0,0E+00 1,0E+10 2,0E+10 3,0E+10 4,0E+10 5,0E+10

Fréquence (Hz)

Figure 1I-13 : Evolution des parametres diélectriqes de I'eau en fonction de la

fréquence [I1.5].

En particulier, une étude de tissus provenant dmdsiére grise du cerveau a été
menée. Il ressort de ces études que la contribwt@ma conductivité ionique aux pertes
globales des tissus est tres faible aux fréquemia® ondes, comme l’illustre la Figure 11-13

qui compare I'évolution de la permittivité relativeelle de I'eau avec les différentes
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contributions de sa partie imaginaire : les perteees au terme faisant intervenir la
conductivité ionique du milieu intra cellulaire (=dérée a 0,04 S/m pour le cas des tissus de
la matiére grise) et le terme représentant leepdides a la relaxation des molécules d’eau.
Par conséquent, I'effet de la conductivité ionigies cellules est tres faible dans le domaine
de fréquences que nous visons et sera en prenperexanation négligé par la suite. En
revanche, aux basses fréquences, cela n’est phaositurai.

Nous avons supposé tout d’abord que des phénoragnigires peuvent se produire a
I'échelle de la cellule : nous nous sommes par @pmant orientés vers la conception de bio-

capteurs sensibles a la fois a une variation lodalpermittivité relative (partie réelle gle)
mais aussi a l'introduction de pertes (représenpé@eda partie imaginai® ), via la tangente

de pertes diélectrigues dans notre cas.

Le principe de détection que nous avons considéguie 11.10) est sensible a ces
deux parametres principaux et devrait permettre détermination. En effet, la variation de
permittivité localement a proximité du résonatearinduire un décalage de sa fréquence de
résonance. Les pertes globales associées au imiiiagellulaire vont, quant a elles, entrainer
une remontée du niveau du parameétre de transmiSsiodu résonateur qu'’il nous faudra

mesurer.

[11.1.3 Contraintes de conception

L'étude d’éléments biologiques tels que les celudécessite la prise en compte de
contraintes particulieres qui vont fortement influer la méthodologie de conception des bio-
capteurs.

L’'une des principales contraintes a considérefaentcessité d’'assurer I'intégrité des
cellules biologiques durant la caractérisation. kcelules biologiques sont des éléments
fragiles dont la dénaturation voir la mort peuvietérvenir tres rapidement si des parametres
agressifs extérieurs se produisent. Ainsi, lorslalefabrication des bio-capteurs, il est
nécessaire d'utiliser des matériaux biocompatilojesne soient pas toxiques ou agressifs
envers les cellules analysées. Nous avons donctaffeplusieurs tests de biocompatibilité
pour choisir les bons matériaux parmi ceux quiefiiaia notre disposition. Le choix des
matériaux qui constituent au final les résonatauét® motivé par cet aspect.

Ainsi, le substrat que nous avons utilisé est dglige fondue (verre purifié). L'intérét

d’utiliser ce type de substrat est double dansenmds : d’'une part le verre est un matériau tres
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utilisé en biologie et beaucoup de types cellutaidont notamment ceux du systéme nerveux,
sont cultivés sans encombre, directement sur aesllies de verre sans additif ou traitement
de surface particulier. D'autre part, I'observatides cellules durant leur culture se fait en
biologie grace a un microscope inversé. La tramspa de ce matériau permet donc de
faciliter 'observation des cellules sur la surfaeela puce.

D’un point de vue hyper-fréquence, ce matériauirgstessant dans la mesure ou |l
présente une faible permittivité et de faibles gmrét permet ainsi de limiter les pertes
diélectriques du substrat.

Les lignes de métallisation sont, quant a ellealjs€es en or. Ce métal est bien connu
pour ces propriétés biocompatibles. De plus, sadgraconductivité, de I'ordre de 2,7710
S/m, permet de limiter les pertes métalliques dssmateurs et donc d’atteindre de meilleurs
facteurs de qualité.

La partie la plus critique dans le choix des matécia principalement concerné le
polymére utilisé pour définir les zones d’analysecdpteur et contenir le milieu biologique a
analyser. Il doit a la fois permettre la réalisatibe couches a fort facteur de forme et de
grande épaisseur mais aussi permettre une répartigs cellules préférentiellement la ou il
n'y a pas de résine de facon a concentrer lesleslllans la zone d’intérét. C’est pourquoi
nous avons réalisé des tests de culture et deittosigr des résines photosensibles et autres
polyméres classiquement utilisés en microélectramigDifférentes résines ont donc été
déposées sur des lamelles de verre. Les testseoafféctues avec du BCB, de la SUS8 et de la
S1828. Les cellules ont été mises en culture sudit#érentes lamelles et observées 72h
apres. Le tableau Il.1 résume les résultats. Lsts tetalisés mettent en évidence que la
configuration privilégiée consiste a former destpule culture en résine sur le verre. La
résine SU8 a été choisie car, en plus d’étre bipetitnle et de permettre la concentration des
cellules sur le verre, elle est transparente empem’obtenir des forts facteurs de forme
associés a des épaisseurs de résine élevées. Hasgdwperformances dans la gamme de
fréquences qui nous intéresse sont bien connueséb@ufaibles pertes. Elle est aussi stable
dans le temps et résiste a la plupart des solvenecools utilisables pour nettoyer les

capteurs.
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Tableau Il.1 : Résultats des tests de biocompatilitié

Matériaux déposes sur

lamelles de verre

Observations apres 72h de culture

Coating BCB

Pleine plaque

Formation d’amas cellulaires => mort cellulairearguie zone
sans cellule, quelques zones éparses avec cellydas émis deg

prolongements

Coating S1828
Pleine plaque

Cellules poussent sur la résine mais dans de nems/ai
conditions, cellules en souffrance qui adhérentdééaut sur la

résine

Formation de puits en
$1828 sur les lamelles d

verre

Tres peu de croissance des cellules sur la S18P8sdorte
e
concentration des cellules sur le verre au fondodés

Coating BCB et
formation de puits en
SU8-2010

Peu de cellules sur la SU8, environ 5 fois plusalkiles au fond
des puits / Cellules rondes => mourantes

Coating SU8-2010

Pleine plaque

Les cellules se développent sur la résine maisipas des

conditions optimales, elles adhérent par défautsstasine

Formation de puits en
SU8-2010 sur les lamellg

de verre

Tres peu de croissance des cellules sur la SU8<tdrte
sconcentration des cellules sur le verre au fondodés / Cellules

en bon état presque arrivées a confluence

La seconde contrainte importante que nous auroosnaidérer est la nécessité de

travailler dans un milieu

phases de mesure. Il est donc nécessaire d’endemipte lors de la conception des bio-
capteurs car la plupart des milieux classiquemgligés en biologie sont agueux et fortement

salins ce qui perturbe de

Dans un premier

hyper-fréquences ainsi que I'optimisation de leemsibilité. Ceci sera réalisé en prenant en
compte uniquement l'effet des cellules sur le réseumr. Cela a en effet du sens si nous

considérons que la mise au point des zones sesglbleapteur dépend essentiellement des

biologique support pouaimtenir les cellules integres durant les

facon importante le fonoement des résonateurs micro ondes.

temps, nous allons donc détailecdnception des résonateurs
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cellules a analyser et de leur taille. Le miliewa riinalement que peu d’influence sur la
géométrie du capteur. En revanche, dans un deuxigmes, une fois la topologie du capteur
mise au point, nous regarderons l'influence qu’amiieu biologique sur la réponse du

résonateur et comment conserver sa sensibilitp@tence des cellules.
I11.2 Mise au point des bio-capteurs

[11.2.1 Topologie des résonateurs

Ainsi, en prenant en compte ces spécificationpréaniere génération de bio-capteurs
développée dans ces travaux est basée sur un tE&soR4C stop bande. Il est formé par une
inductance en meéandre et une capacité inter-digid@eues en technologie coplanaire. La
topologie et le schéma électrique équivalent deesenateur sont présentés par la Figure Il-
14.

2

Capacité inter ce en méandre

\

/
Substrat de silice fondue

(@)

600 pm YYY)

= C
— WUMHM —

v’ Substrat de silice fondue de 530 um d'épaisseur

Acces coplanaire pour
les mesures sous
pointes

|

v Lignes d'or de 7,5 pm d’'épaisseur
v Fréguence de résonance a vide : 25,70 GHz
10 ym v Valeurs des composants RLC du schéma équivalent :
+R=6,000Q
+L=0,570 nH

(b) (c)

Figure 11-14 : (a) Vue 3D du résonateur — (b) Vue d dessus et dimensions du résonateur

(c) Schéma électrique équivalent.
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De facon a réaliser des tests préliminaires, ueenjgre version des capteurs a été
fabriquée. Le substrat de silice fondue utiliséha é@paisseur de 530 um et les lignes d’or ont
une épaisseur de 7,5um. L’espacement entre lessligat dans le cas considéré de 10 pm.
L’inductance est volontairement repliée de facabtenir un effet inductif fort tout en restant
sur un seul niveau de métallisation. Les inductsrere spirale requiérent une métallisation
suspendue, pour rejoindre le centre de la spicale,nous avons voulu éviter pour travailler
sereinement dans un milieu liquide. Pour régleirédguence de résonance du systeme, une
capacité inter digitée est placée en parallele’idduictance. L'intérét d’utiliser ce type de
capacité est double. D'une part, cette configurapermet de limiter I'encombrement du
dispositif, et d'autre part, les doigts capacitilsspacés de 10 um, forment des zones
confinées, dans lesquelles les cellules peuverdiges et fortement interagir avec le champ
électromagnétique. De plus, cette topologie peranéd, frequence de résonance, de localiser
le champ électromagnétique dans le résonateur r@-igul5). En particulier, le champ
électrigue va se concentrer dans la capacité idigitée qui représente alors une zone
d’interaction privilégiée avec le milieu diélectuig des cellules comme le montre la Figure II-
15.a.

E Field[¥/m]

5. 4Ez7e+@E5
. 5.@651e+@E5
4. 7274e+@E5

4.3097=+0E5
4. @521e+@E5
3. 714le+EE5
3. 3767e+0E5
3.0399e+005
2. 7814e+@B5
2, 3837e+@05
2.0Z6@e+@E5
1. E884e+EE5
1.3567e+0E5

1.0130e+085
B.7536e+@0Y
3. 3769e+EEY
1.7667e+0E0

H Field[a/m]

1, 5358e+0@3
. 1, 4398e+803

1, 3439e+0@3
1, 2479e+6803
1, 1519&+6A3
1, 8559e+6803
9, 5997e+6802
8, B4B0e+602
7. 6805e+002
6. 72B86e+002
5, 7689e+082
4, 801Ze+00Z
3. B415e+E002
2, 6810e+002
1, 9221le+802
9, 6243e+0@1
2, 7282e-601

(b)

Figure 1I-15 : Répartition du champ (a) électriqueet (b) magnétique a la fréquence de

résonance.
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Ce dispositif planaire a été simulé grace au ledide simulation électromagnétique
3D HFSS dAnsoft qui permet dobtenir a la fois Iepartition des champs
électromagnétiques et les parametres S du résondtes simulations 3D permettront
également de simuler la présence des cellules camoele verrons par la suite.

Le logiciel ADS a quant a lui été utilisé pour Emulations circuits qui permettent
d’extraire les valeurs des composants RLC corredguts. La réponse en fréquence de cette
structure est donnée Figure 11-16. Comme prévu,sneetrouvons bien lallure d'un

résonateur stop-bande, avec un minimum du parar8gteela fréquence de résonance.

6,00 Q

0,570 nH

|
" —— Simulation EM

- 67,30 fF Schéma équivalent
'2“’||TT||[TT‘I|TT|||TT|||FT]IKTT

10 15 20 25 30 35 40
Fréquence (GHz)

Figure 11-16 : Comparaison du parametre de transmision simulé du capteur avec celui

de son schéma électrique équivalent.

Notons que si I'espacement des lignes formantdendteur doit étre du méme ordre
de grandeur que celui des cellules, un autre pdranm@portant dans I'optimisation de la
sensibilité du capteur est son facteur de quddiéds le cas présent, ce dernier est estimé a 15
ce qui est une valeur correcte dans un premiergethfaut reconnaitre que cette topologie de
résonateur aux metallisations étroites n’est paptae pour présenter de forts facteurs de
qualité. En effet, nous avons di faire un comproerite ce dernier et 'agencement des
lignes du résonateur permettant de maximiser faatgon champ/cellules et la compacité du
résonateur. Ainsi, il apparait difficile d’atteirdide trés bons facteurs de qualité tout en
maintenant une taille de capteur compacte. En isaor une interaction intense, nous avons
privilégié l'observation d'un décalage fréquentisuffisamment significatif pour étre
facilement détecté, méme avec un facteur de quabieré.

Une fois la topologie du résonateur optimisée ertion du type cellulaire a analyser,

il est important de prendre en compte la néced&itdiser un milieu biologique support pour

maintenir les cellules dans un état stable duesmthractérisations. Notons que ce milieu va
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interagir lui aussi avec le champ électromagnétigy®nné par le capteur et qu’il est donc

important de bien connaitre son effet sur ce dernie
[11.2.2 Prise en compte de I'effet du milieu biologique

[11.2.2.a Etude préliminaire

Les milieux classiquement utilisés en biologie pmaintenir les cellules en vie sont
nombreux. Nous pouvons citer parmi les plus couranimutilisés, le PBS (Phosphate
Buffered Saline) et le KSFM (Keratinocyte Serumd-Medium). Ces milieux aqueux sont
fortement salins et représentent donc aux fréqueetedravail des milieux a tres fortes pertes.
Déposés en grande quantité sur le capteur, ilsdamt dégrader fortement les performances
RF des résonateurs, et diminuent leur facteur détguet leur capacité de détection.

Ainsi, de facon a évaluer l'influence de ces mikiesur les bio-capteurs développés,
des tests préliminaires ont été réalisés avecidesapteurs fabriqués dans la salle blanche au
laboratoire comme nous le détaillerons dans leitigaguivant.

Les mesures sont réalisées sous pointes en corhparefponse du capteur a vide
avec celle obtenue apres avoir déposé une goutirilchu a étudier avec une micro pipette
hamilton qui permet de déposer des petits voluneeloddre de la dizaine de nL de facon a
recouvrir la surface entiere du capteur.

Afin de contenir la goutte de liquide analysée, nawons formé a la surface des
capteurs une cuvette, dans laquelle la goutteaTiinée. Les micro-cuvettes sont réalisées
en résine SU8. La Figure 1I-17 montre un schémdiunplémentation de cette cuvette en
résine SU8. Le milieu a analyser sera modélisé commmilieu diélectrique comptant des

sphéres de caractéristiques différentes repréddatatissus.

Cuvette en résine SU8

Zone d’analyse

8
S5

Figure [I-17 : Schéma du capteur dont la zone d’anlgse est délimitée par un anneau en

résine SUS.
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Notons que la résine SU8 présente l'avantage diéamesparente et biocompatible
mais elle présente également des propriétés diéees qui ne perturbent pas le
fonctionnement du capteur et en particulier, nfelgas de facon conséquente son facteur de

qualité. La Figure 1I-18 compare la réponse du@apavec et sans 'anneau de SU8.

Capteur sans SU8
- —— Capteur avec SU8

Sy (dB)
3
T

«—» 1,3GHz
T ' — 1 T T
12 14 16 18 20 22 24

Fréquence (GHz)

Figure 11-18 : Comparaison des parametres de transission du résonateur mesurés avec
et sans I'anneau de SU8 dans la configuration de Fagure 11-24 (cas le plus

défavorable).

Au travers de différents tests, nous avons voulseoker I'influence de différents
milieux biologiques aqueux sur les performancesajpieur et définir avec quels milieux il

est préférable de travailler pour ne pas dégradefagon trop importante la sensibilité des

capteurs.
0
5
—~ -10—4 T
m
o
=, -15—
) Dépot du
épo
-20— milieu A vide
25| biologique
------ —— KSFM
'30 Il\i[\\ll‘Illlllll[lll\\l\\ll‘\llllllll

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Fréquence (GHz)

Goutte de milieu biologique

Figure 11-19 : Mesures de I'impact de différents miieux biologiques sur le parameétre de

transmission du bio-capteur.
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La Figure 11-19 montre bien que, présent sur tdatsurface du capteur, les milieux
aqueux que nous avons testés introduisent desspeé® conséquentes qui dégradent le
facteur de qualité des résonateurs au point ddusepouvoir envisager la détection efficace
de cellules.

La meilleure solution pour parer a ce probleme isata développer un réseau
microfluidique a la surface du capteur de facoreagu’une trés petite quantité de liquide
interagisse avec le champ électromagnétique. Aindravaillant avec de petits volumes, les
pertes introduites par les liquides seraient liggtét il devient alors envisageable de faire de
la détection cellulaire. Toutefois, I'implémentatia’un réseau microfluidique n’'a pas été
privilégiée dans un premier temps. Elle demandé&awvail de développement technologique
et de fabrication assez long puisqu’elle n’étais pacore développée au laboratoire. Ainsi,
dans le souci de valider le bio-capteur et soncjpande détection, nous avons opté pour une
autre approche que nous allons présenter par fa. $ear ailleurs, ces milieux, riches en
éléments nutritifs nécessaires a la survie desles|l peuvent avoir une influence importante
sur les caractéristigues RF des capteurs. Ainsi gatder un maximum de contraste et une
bonne sensibilité de détection, nous avons in@r&tvailler dans une solution faiblement
ionique.

En résumé, le milieu biologique qui permettrait denserver au maximum la
sensibilité de détection des capteurs serait uireunpeu salin et dont la teneur en eau serait
faible. C’est pourquoi nous nous sommes orientés Matilisation d’'un milieu couramment
utilisé en biologie, connu sous le nom de ficalin gel polymére dont nous allons voir

maintenant les propriétés intéressantes pour gticke.

[11.2.2.b Milieu biologique d’analyse : le ficoll

Ce milieu se présente sous la forme d’'un gel quinepolymeére du saccharose. Ainsi,
la composition de ce milieu qui contient esserdimknt de I'eau et du sucre est trés
intéressante dans le cadre de notre étude. Emfadésaporer 'eau qu’il contient, le ficoll
prend I'aspect d’un gel qui forme une matrice sojduvant protéger les cellules. L’avantage
de pouvoir laisser I'eau s’évaporer et que la rnatpolymere solide ainsi obtenue présente de
faibles pertes pour le capteur.

En effet, comme le montre la Figure 11-20 qui présedes résultats de mesures
obtenus avec le ficoll, ce milieu ne dégrade pataden trop importante le facteur de qualité

du résonateur qui, une fois chargé par le ficolymerisé avoisine une valeur de 9 et permet
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de conserver les capacités de détection des réswsaiCe milieu présente en effet une
permittivité et une tangente de pertes faible guinettent de conserver la sensibilité des bio-

capteurs a un niveau raisonnable, méme si la détipadh’est pas négligeable.
0

5

10—

15—

Sz (dB)

20—
—— Avide

Avec ficoll
-25|1||||||||||||||||||||||
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Fréquence (GHz)

Figure 11-20 : Mesure de I'impact du ficoll sur le paramétre de transmission du bio-

capteur.

Cette mesure préliminaire nous a permis, gracesarékeo simulations a partir du
logiciel HFSS, de déterminer la permittivité ettdmgente de pertes de ce milieu de facon a
pouvoir réaliser des simulations EM pour optimiseconception du capteur. La Figure 11-21
compare les parameétres de transmission simulés®irgs du capteur chargé par du ficoll.

0
_5_:
8
T 102
— -
N
2] ]
15—
] —— Simulation EM
N — M
_20 [\\ll\\ll‘lll\|i[\|l[||]e[su|re\l[
10 15 20 25 30 35 40

Fréquence (GHz)

Figure 1I-21 : Comparaison des parametres de transimsion mesures et simulés du

résonateur chargé par du ficoll.
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Ainsi la permittivité relative du milieu est estiméa 3,3 + 0,3 et sa tangente de perte a
0,040 £ 0,004 a 18 GHz. Ces valeurs seront utdiskms la suite pour réaliser I'optimisation
du bio-capteur par simulations EM 3D.

Etant donné que le ficoll n'est pas completemeandparent aux fréquences micro
ondes, sa présence sur le capteur induit un décéléguentiel dont il faudra tenir compte
lors de la caractérisation de cellules dans ceemilC’est pourquoi, avant toute mesure avec
des cellules, il sera nécessaire de réaliser uhlerateon du dispositif en enregistrant sa
fréequence de résonance avec du ficoll pur.

Cette étape peut alors s’avérer délicate dans kBumeou le volume déposé sur le
capteur a une influence sur le décalage de sadnégude résonance. La premiére solution
consiste a déposer le méme volume de milieu powaldration du capteur et pour la
caractérisation des cellules. Toutefois ce param@&gst pas toujours facile a maitriser étant
donné les faibles volumes mis en jeu. C’est pourquaus avons étudié par des simulations
électromagnétiques, l'influence du volume de fid#posé sur le capteur. Comme le montre
la Figure [I-22, au-dela d’'une épaisseur de 20 penfiabll déposé sur le capteur, le champ
électromagnétique n’interagit plus avec cette pastipérieure du milieu qui n’a pas d’effet
sur le dispositif. Ainsi, I'épaisseur de la cuveatterésine SU8 utilisée est fixée a 20 um. Dans
ce cas, en remplissant completement la cuvetteicdd, fl'influence de ce milieu sur la
réponse du capteur est plus facilement reprodectidbus nous assurerons donc que pour
chaque mesure, les cuvettes de SU8 soient entiateemaplies de ficoll de fagcon a introduire

dans chaque cas, la méme perturbation sur la rémaméquence du résonateur.

21

Fréquence de résonance a vide

20,5

N
(@]
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donner a 'anneau de SU8

19,5

-
«©

Fréquence de résonance (GHz)

18,5 e

o

20 40 60 80
Epaisseur de ficoll (jim)

Figure 11-22 : Simulation de l'influence de I'épaiseur de ficoll en interaction avec le bio-

capteur.
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Une fois l'influence du ficoll sur le capteur bieraitrisée, il est envisageable d’étudier
I'effet des cellules a l'intérieur du ficoll, etcefera I'objet du chapitre suivant.

[11.2.3 Précision attendue de la méthode et principales litations

A la suite des mesures réalisées dans le ficalplramétres diélectriques du milieu
intracellulaire analysé sont extraits par rétroudation électromagnétiques. Les cellules sont
alors modélisées, par des demi-spheres ayant unstpaté et une conductivité uniformes.
En effet, aux fréquences auxquelles nous travajlda membrane cellulaire est quasi
transparente et donc difficile & mettre en évideeeplus, la longueur d’onde de travail (de
I'ordre de 0,9 a 3 cm sur la bande d’analyse)rest grande pour permettre de distinguer des
organites a l'intérieur de la cellule dans le nilimtra cellulaire. Dans ce cas, hous avons
modélisé les cellules par des sphéeres homogenestitaéas d'un milieu diélectrique
uniforme (Figure 1-12).

Plusieurs rétro simulations électromagnétiquesmptent d’ajuster les courbes
obtenues en mesure avec celles obtenues par sonukx faisant varier pas a pas la
conductivité et la permittiviteé des cellules modéés. Ces optimisations sont faites
manuellement mais des outils d’optimisation autamou&s peuvent tres bien étre utilisés.
Nous verrons plus en détails comment sont effestlég rétro simulations ainsi que des
exemples dans le chapitre suivant.

Les parametres qui influencent le décalage frédgglestint dans ce cas multiples. lls
dépendent a la fois du nombre de cellules, detige, de leur état physiologique, et de leur
position par rapport au capteur. Ce dernier positparticulierement problématique avec
I'utilisation d’'une matrice de ficoll qui engendtes principales sources d’erreur lors de
I'extraction des parametres diélectriques celleRirEn effet, il est difficile, en utilisant le
ficoll comme support pour les cellules, de contrédeir position exacte a la fois dans le plan
du capteur mais aussi leur altitude dans I'éparsseuficoll. Nous pouvons estimer par
simulation I'impact d’'une couche de ficoll, mémadj présente entre les cellules et le
capteur. La Figure 11-23 montre donc que si letutgd ne sont pas en contact avec le substrat
mais légerement au-dessus, la réponse fréquerdigliésonateur ne va pas étre modifiée de
la méme facon. La simulation est réalisée aveccetiale dont la taille a été volontairement
exagérée (diametre considéré : 30 um) pour mosuerune seule cellule I'effet de son
altitude par rapport au capteur. De plus, I'obsiovades cellules dans le ficoll, réalisée sous

microscope, permet de constater qu’elles conseanforme arrondie. C’est pourquoi, pour
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rester le plus pres possible de la réalité, nows nedélisons par des demi-spheres
diélectriques dont la permittivité relative estéixa 42 (valeur moyenne choisie d’aprés la
littérature [l1.5]).

19
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Figure 11-23 : Simulation montrant I'influence de la position des cellules par rapport a

'axe z.

De plus, comme nous I'avons montré précédemmentargt les cellules sont situées
dans le plan du capteur, les champs électriquesaghétiqgues ne sont pas homogenes sur
toute la surface du capteur. Par conséquent, ledesen’auront pas la méme influence en
fonction de leur position sur le capteur. Il esiralnécessaire, une fois les cellules déposées
sur le capteur, de réaliser visuellement, sousasampe, une cartographie de leur répartition
dans le plan du capteur qu'’il faudra respecter trengement pour disposer les éléments
diélectriques lors de la phase de simulations @eGignétiques.

Cette premiere génération de bio-capteurs comporteertain nombre de limitations
et son utilisation n’est pas encore optimale pauddtection et I'analyse précise de cellules.
Cependant, elle nous a permis d’effectuer nos gmE®miexpérimentations et d’appréhender
les principales problématiques liées aux mesures des milieux biologiques. Nous verrons,
également, dans le chapitre suivant, que graces regniers capteurs, nous avons reussi a
démontrer la faisabilité et la pertinence de la hoéé d'identification cellulaire par

spectroscopie diélectrique EM a ces fréquencesetta échelle. A partir des résultats de ces
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expérimentations, nous allons voir comment nousiavait évoluer le design de ce type de

bio-capteurs pour améliorer leur sensibilité deedén ainsi que leur précision d’analyse.

111.3 Amélioration de la sensibilité et de la précision es
bio-capteurs

Nous avons particuliéerement travaillé sur la défini des zones d’analyse grace a la
résine SU8 pour résoudre les deux points essergiedavoir, 'augmentation a la fois de la
sensibilité de détection des bio-capteurs et depetcision (réduction de I'incertitude) dans
I'analyse des parametres diélectriques cellulaires.

La premiére étape passe par la nécessité de setfiradu ficoll lors des mesures. Ce
point a fait I'objet du développement d’'un nouvematocole de mesure consistant a cultiver
les cellules directement sur les bio-capteurs. @equé, a été mis au point avec les
biologistes et sera plus particulierement détaidas le chapitre suivant. Ainsi, ce dernier
nous assure que lors des mesures, les cellulesbgamten contact avec le substrat des
résonateurs et localisées entre les métallisatians la zone qui nous intéresse. Un second
point important réside dans le fait que désormessrhesures pourront étre réalisées sans
aucun milieu biologique support, directement a llidre. Cela implique un gain de temps tres
important dans la phase de rétro simulations, éspminais seule la présence des cellules
compte. La phase de calibration du capteur chaagéup milieu biologique support n’est
maintenant plus nécessaire. Ainsi, dans les silaREM 3D, nous pourront nous affranchir
de tout milieu biologique extérieur et des parap®supplémentaires qu’il engendrait dans
I'extraction de la bio-impédance des cellules asédyg permettant de limiter I'incertitude liée
a la modélisation EM de la mesure réellement affsst

Ce point important étant résolu, la principale tation reste l'incertitude liée a la

position des cellules sur la surface du capteur.

[11.3.1 Fonctionnalisation des zones d’'analyse

Lors de nos premiers tests, nous avons pu obsewerla zone capacitive, qui
concentre de facon intense le champ électriquejt étae partie du bio-capteur
particulierement sensible a la présence des csllie effet, cette zone est tres sensible a des
variations de permittivité et nous allons donc awette version de bio-capteurs nous

concentrer sur cette zone. Rappelons que notretdbg¢ant de discriminer différents types
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cellulaires mais aussi disoler des cellules soscbancéreuses, la mesure précise de la
permittivité de la cellule est une information pardiale.

C’est pourquoi, nous avons délimité les zones dy@easur le capteur aux capacités
inter digitées. Ces zones vont de plus étre reseé®iaux parties ou le champ électrique est
homogene de fagon a ce que quelque soit la positiore cellule a la surface du substrat, son
influence soit la méme sur le décalage de la frécgiele résonance. La Figure [I-24 montre la
nouvelle implémentation des zones d’analyses.

Etant donné que les cellules sont cultivées dineetd sur la puce, la résine SU8 est
placée aussi au niveau des accés coplanaires paar que des cellules y adhérent et
modifient 'adaptation a 5@ du résonateur a son entrée et a sa sortie. Gesadptation
pourrait entrainer des modifications supplémergagtepeu reproductibles sur la réponse du

capteur.

Micro chambres de culture

Substrat de silice fondue

Figure 1I-24 : Schéma de la deuxieme génération deo-capteurs.

De plus, I'épaisseur de la résine SU8 a été cheéigae a 20 um car, comme nous
avons vu, au-dela de cette épaisseur le champradtemgnétique n’interagit plus avec les
éléments extérieurs au capteur. Ainsi, toute celjiésente sur la SU8 n’est censée avoir
aucune incidence sur la réponse électromagnétiguéia-capteur et seules les cellules
présentent dans les micro-chambres de culture tsarprendre en compte. Nous verrons par
la suite que les cellules, lors de nos expérimmst ont démontré une bien meilleure
affinité a adhérer sur le substrat que sur la Sflie par conséquent, il N’y a que tres peu de
cellules, voir aucune, sur la SU8.

Avec ce protocole, les cellules adhérent au capteuqui a pour conséquence une
légere modification de leur forme. Elles vont avt@ndance a s’étaler sur la surface en

émettant des prolongements. En conséquence, elbegperont une surface plus importante
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mais présenteront en contrepartie une épaissesrfpla. C’'est pourquoi, I'épaisseur des
lignes de meétallisation de nos bio-capteurs esuit@édrelachant certaines contraintes
technologiques. En effet, 3 a 5 um leur suffiromtipassurer un maximum d’interaction avec
le champ électromagnétique.

Ainsi, le décalage fréquentiel induit par l'intradion de cellules n’est dQ, dans cette
configuration, qu’au type cellulaire analysé, arleiat pathologique et a leur nombre
interagissant avec le capteur. Ainsi, en rétro fitian, le gain de temps est tres significatif et
la précision sur les parametres diélectriques gxtibden meilleure en déterminant le nombre
de cellules et la surface qu’elles occupent adaltlin microscope. Notons, comme le montre
la Figure II-25, qu’'un décalage fréquentiel sigrafif peut étre observé potentiellement avec
seulement quelques cellules présentent sur le wagte précision sur la détermination de la

bio-impédance d’une seule cellule s’en verra foeehameliorée.
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Figure 11-25 : Simulations de I'évolution du parameére de transmission du micro

résonateur en fonction du nombre de cellules présass €', = 42, tard = 0,3).

Ainsi, la sensibilité de ces bio-capteurs permetdédtecter et d’analyser facilement
moins de dix cellules sur le capteur. La principatairce d’imprécision reste la bonne
évaluation du volume de la cellule qui interagie@ave champ électromagnétique. La forme
allongée des cellules est difficile a reproduirec@exactitude en simulation et leur épaisseur

effective reste complexe a déterminer optiquemest ane grande précision.
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[11.3.2 Présentation des différents résonateurs

Rappelons que pour avoir accés a une caractérisaioune large plage de fréquence,
plusieurs résonateurs ont été dimensionnés poutesdas types cellulaires étudiés sur le
spectre fréquentiel 10 GHZ - 35 GHz.

Deux types cellulaires différents vont étre préaféedlement étudiés dans notre étude :
les cellules gliales U87 et les neurones SH-SYS5®ygnant chacune de lignées cellulaires
bien connues. Afin de maximiser linteraction aves cellules, nous avons dimensionné
I'espacement entre les doigts inter digités deschjteurs de facon a rester au plus prés des
dimensions des cellules analysées. Des résonaleutsles gaps font 10 um ont donc été
réalisés pour analyser spécifiquement les cellus, tandis que des gaps de 15 um ont été
réalisés pour analyser les neurones SH-SY5Y d’amdiriégérement plus volumineux que les
cellules U87. Trois points de fréquences ont &és/dans notre étude : 15,7 GHz — 20,5 GHz
et 34,5 GHz. Par conséquent, 6 résonateurs ordigt&nsionnés pour cette campagne de
mesure. L'utilisation de ces différents résonatgamsmet de couvrir la gamme de fréquences
d’analyse et de connaitre pour un type cellulaivang, I'évolution de son parametre de
transmission en fonction de la fréquence. Ainsyrpm type cellulaire donné, il est possible
de connaitre sa signature électromagnétique patgaéquence discret.

La Figure 11-26 montre deux résonateurs fonctionraus les deux a 15,7 GHz mais
présentant des gaps de 10 et 15 um. La longuelindiectance et le dimensionnement de la

zone capacitive étant ajustée pour conserver laerf@guence de travail.

(@) (b)

Figure 11-26 : Schémas de deux résonateurs : (a)itke des gaps 10 um et (b) taille des

gaps 15 pm.
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Comme le montre la Table 1I-2, la topologie chosieir nos résonateurs permet assez
simplement, par le dimensionnement adéquat deuldtathce et de la capacité, d’obtenir les
différentes fréquences de résonance tout en restkativement compact. En particulier, le
tableau 11-2 résume les différents résonateursrgues avons utilisés avec leur fréquence de
résonance en l'absence de cellules, les valeursétfasents RLC correspondant a une
modélisation sous forme d’éléments électriqueslieéEm similaires a celle présentée Figure

[1-10. La Figure 11-27 montre les parametres S @s®nateurs simulés dans ADS et compares
aux résultats de mesures.

Parametres S
Paramétres S

—— Mesure — Mesure

= | - - - Modeéle équivalent 25 - - - Modéle équivalent
-2 1\\\\\|||||([{[\\\1\\\|||||[{ - \III‘\\\\‘IIII‘\\\\‘IIJ\‘\\\l

0 5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30 35
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Figure 11-27 : Comparaison des parameétres S modéks et mesurés des résonateurs

congus. Les composants RLC du schéma équivalent salonnés Tableau I1-2.
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Tableau 11.2 : Spécifications des résonateurs.

Taille| Fréquence
des de

Structure 9aps| résonance L(nH)| C(fF) | R Q)| Qo
(um)|  (GHz)

— 250 pm

10 15,7 0,79 | 127 | 6,6 | 11,8
15 15,7 0,69 | 145 | 50 | 13,4
10 20,5 0,78 78 75 | 13,4
15 20,5 0,65 96 45 | 18,3
10 34,5 0,48 45 6,2 16,7
15 34,5 035 | 61 |31 | 244
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[11.3.3 Vers la caractérisation d’'une seule cellule a la f®

Cette nouvelle génération de bio-capteur nous pedorc de franchir une étape
importante. Il est possible d’analyser avec unenbagprécision une concentration trés faible
de cellules (de 2 a une dizaine). La sensibilig#@éaoptimisée pour pouvoir déterminer avec
précision et relativement rapidement la permitéivdu milieu intra cellulaire et obtenir pour
deux types différents leur signature dans le spe&fectromagnétique. Nous nous sommes
rendu compte que l'information sur la tangente eegs reste cependant assez incertaine. Le
dispositif n’est adapté pour extraire des valeumblés. La faisabilité de la méthode a été
démontrée a partir du protocole de culture cellelaur puce que nous avons mis au point,
comme nous le verrons dans le prochain chapitrée Ggproche semble étre une bonne
solution pour I'étalonnage des bio-capteurs fal@get la premiére détermination des
parametres électriques des objets observes.

Toutefois le facteur de qualité de tels résonatplasaires reste limité et ne permet
pas ou trés difficilement d’atteindre la mesure lsucellule unique. Il est donc nécessaire
pour améliorer la sensibilité de détection de cuairedes dispositifs a plus fort facteur de
qualité et dont la zone d’analyse, c’est-a-direddle champ électromagnétique et la cellule

interagissent, soit fortement sensible a de trétepgerturbations.

I\VV. Développement de micro-capteurs hyper

sensibles : vers I'analyse de cellules unigues

Ainsi, pour permettre des mesures sur cellule wnigoe nouvelle approche est ici
proposée avec des structures également résonaaieglomt la sélectivité en fréequence est
accrue et combinée a une zone d’interaction chaetiple hyper sensible.

L'amélioration du facteur de qualité des structungssse par lutilisation de
résonateurs distribués réalisés en technologie omican. Méme si le champ
électromagnétique pouvant interagir avec le mibelogique situé sur le capteur est moins
important, l'utilisation de la culture des cellulssr puce limite I'épaisseur des cellules qui
adhérent a la surface du substrat. L'utilisationladéechnologie coplanaire pour maximiser
I'interaction entre le champ électromagnétiqueestdellules ne se justifie alors plus autant et
il est facile de trouver un bon compromis avedlisdtion de lignes microrubans.

Le micro-résonateur développé est constitué de déswnateurs. L’énergie est

couplée d'un résonateur a l'autre par l'interméeial’une capacité inter-digitée. Cette zone
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du capteur concentre le champ électrique et repr@gionc une zone extrémement sensible.
La moindre petite variation de capacité va fortethmodifier I'échange d’énergie inter-
résonateur provoquant une modification de la répamsfréquence du filtre. La sensibilité de
détection devrait donc avec ce principe étre am@digpour atteindre potentiellement la
mesure et la caractérisation d’'une cellule unique.

Apres avoir rappelé quelques principes de conceptiofiltres hyper-fréquences, nous
verrons comment nous avons en quelques sorteowrdét» la conception de filtres pour

I'analyse des parametres diélectriques cellulaires.

V.1 Quelques principes de conception des filtres

hyper-fréquences

IV.1.1 Résonateuriy/2 distribue

Le concept de bio-détection que nous proposongstibasé sur deux résonateurs
demi-onde distribués que nous allons associés poumer une fonction de filtrage
spécifiguement sensible a la présence de cellules.

Un résonateur demi-onde se comporte comme unitcpatallele résonant quand il a

une longueur égale a la longueur d’onde guidéeséévpar 2 ou un multiple. Le phénoméne
7 ~ Ag .
de résonance apparait qudn@ln;, Ssoit :

C
2,\/ef

l=n

(11.30)

Avec c la célérité de la lumiere dans le videsgta permittivité effective du substrat.
L’expression 11-30 permet de calculer la longuewlainer au résonateur en fonction de la
permittivité effective du substrat et de la fréqeeede résonance désirée.

En particulier, si I'on regarde la répartition doamp électromagnétique le long du
résonateur, on s'apercoit gu'’il existe un maximuenciamp électrique aux extrémités de la

ligne et un maximum de champ magnétique en someceatnme le montre la Figure 11-28.
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3 Résonateur A2

Figure 11-28 : Répartition du champ électrique et magnétique le long du résonateuky/2.

Il apparait que les extrémités des résonateursemies un maximum de champ
électrique. Il semble donc pertinent de les couplectriquement. Le couplage devra étre
judicieusement choisi afin d’accroitre la sendi®itiu capteur.

IV.1.2 Couplage de deux résonateurs

En couplant deux résonateurs identiques, la répenstansmission fait apparaitre
deux pics de résonance dt f, répartis de part et d'autre de la fréquencénfrinseque a
chaque résonateur. Pris séparément et qui corrésptanfréquence centrale du filtre (Figure
[1-29).

Transmission

1

1

1

1

1

1

1

1

1
f; fo f5
Figure 11-29 : Réponse en transmission d’un filtrepasse-bande [II1.6].

Ces deux fréquences correspondent aux résonansesmiaties pairs {) et impairs
(fe), qui sont physiquement établis par I'introductidon mur magnétique, dans le cas du
mode pair, et électrique, dans le cas du mode mngans le plan de symétrie TT' des deux

résonateurs. Le phénomene physique a l'origineaghparition de ces deux fréquences est di
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au couplage qui peut simultanément augmenter einden I'énergie stockée dans le
résonateur [I1.6].

Le coefficient de couplage, est alors détermindosction des fréequences fe et fm.
Plus I'écart entre ces deux fréquences est éldus,|@ couplage est fort. Dans le cas d’un
couplage électrique, le filtre peut se modélisaeryaisinage de la résonance, comme illustré

sur la Figure 11-30.

Zone de couplage

VT
Résonateur 1 lr-"é&:i "2'(':;"'5 Résonateur 2

! .
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Figure 11-30 : Schéma équivalent d’un filtre deux @les au voisinage de la résonance

dans le cas d’'un couplage électrique [I1.6].

Ainsi, les résonateurs sont modélisables par desits LC paralléles et le couplage
est représenté par la mutuelle capacitangeD@ns ce cas, si I'on introduit un mur électrique
(conditions de CCE) dans le plan de symétrie TF dieux résonateurs, la fréquence du mode
résonant impair s’écrit :

1

° 2n/L(C+C,)

Si I'on introduit un mur magnétique (conditions GEM) dans le plan de symétrie

f

<f (11.31)

TT’ des deux résonateurs, la fréquence du modesjirit alors :

fo= ! > 1 (11.32)

" 2n/L(C-C,)

Et le coefficient de coupage inter résonateuwrpdut donc peut se mettre sous la

forme :

Kk, =-mL e —_m (11.33)
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Ainsi, on vérifie que la valeur du couplage élepig croit lorsque que la mutuelle
capacitance augmente.

Dans notre cas, I'approche de bio-détection prapasét a profit cette zone de
couplage pour détecter et analyser les cellulesbservant la modification du couplage inter
résonateurs lors de leur introduction. Nous alleos que I'un des intéréts du bio-capteur
développé est que seul le pic résonant du modeiriragiasensible a la présence de cellules.
En effet, si I'on regarde les schémas équivaleatsrdodes de propagation pairs et impairs
présentés Figure 1I-31, seul le mode impair ests&eétre sensible a une perturbation

diélectrique au niveau de la zone de couplage.

Magnetic wall Electric wall

+++

+++

i
i
i
I
i
i
i
|

(a) (b)

Figure 11-31 : Modes quasi-TEM d’un couple de ligns microrubans : (a) mode pair - (b)

mode impair [I1.7].

V.2 Mise au point de bio-capteurs basés sur une

architecture de filtre

IV.2.1 Topologie des filtres

La Figure 11-32 montre I'implémentation du filtraug nous allons utiliser. Pour les
mémes raisons que précédemment, les matériausestsiont la silice fondue pour le substrat,
I'or pour les lignes de métallisation et la résiB&g8 pour définir la zone d’analyse. Les
métallisations ont une épaisseur de l'ordre de 3pgrmettant ainsi une interaction optimale
avec les cellules, comme le champ électromagnétiguetrouve trés rapidement confiné pres
du substrat au niveau de la zone de couplagerésenateur.

Etant donné que ces dispositifs sont destinéseapéticés en culture pour permettre
I'adhésion des cellules, 'anneau de SU8 protegedmes critiques qui ne doivent pas étre en

hY

contact avec les cellules de facon a ne pas modie couplages entrées/sorties des
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résonateurs. Ainsi, les variations observées suréfonse du filtre ne pourront étre

normalement attribuées qu’aux cellules présentans ¢h zone de couplage inter-résonateurs.

Capacité de > .

couplage /
Résine SU8
o chambre de

culture

Cellule

biologique Substrat de silice fondue

Accés
coplanaire pour
les mesures
sous pointes

Figure 11-32 : Schéma du filtre avec la modélisatin de cellules au niveau de la capacité

de couplage.

Pour démontrer les capacités de détection de igtogltifs, un démonstrateur dont la
fréquence centrale est 13 GHz a été réalisé. Lgukur des résonateurs, calculés a partir de
I'expression (11.31), ainsi que toutes les dimensiau dispositif sont données Figure 1I-33.
La capacité ¢Cschématisée sur la figure représente la zone ugage inter-résonateur sous
la forme d’'une capacité inter-digitée. Une transitcoplanaire a I'entrée et a la sortie du filtre
permet de réaliser simplement des mesures soutep@iir.

Pour concevoir le filtre pour la détection d’élénsemiologiques, notre approche
differe légéerement des techniques usuelles de ayatbe filtres passe-bandes ou une faible
ondulation dans la bande passante est généraleewmdrchée. Dans notre cas, de facon a
accentuer les pics de résonance liés aux modes paifrmpairs et ainsi augmenter la
sensibilité du filtre, le couplage entrée/sortie \@dontairement faible, de fagon a introduire
une forte ondulation dans la bande passante (FIg3A. Ainsi, la topologie de filtre choisie
nous permet de différencier clairement chaque picédonance induit par les modes pairs et

impairs se propageant le long des lignes de traassom.
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Figure 11-33 : Modélisation et dimensions du filtre développé.

Le facteur de qualité de chaque résonateur, estid® permet d’améliorer la finesse
des pics de détection et donc la sensibilité duecam la présence de quelques cellules. En
contre partie, 'encombrement du bio-capteur audenele facon importante : la structure
compléte (comprenant les transitions coplanairesjure 15 mm de longueur et 1,6 mm de
largeur. Toutefois, il est possible d’envisagerdpliement des résonateurs pour limiter la
taille globale du capteur. De plus, ce démonstrdtctionne ici a une frequence de 13 GHz.
Ainsi, ces probléemes d’encombrement peuvent étrpagtie résolus par des arrangements
topologiques et par la montée en fréquence suanad d’investigation comme le montre la
formule (11.30). En effet, la longueur des résonatediminue quand leur fréquence de
résonance augmente. D’autres solutions consistéraiamincir I'épaisseur du substrat ou a

utiliser des substrats de plus fortes permittivitess cela au détriment du facteur de qualité.
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Figure 11-34 : Simulation EM de la réponse en fréqence du filtre.
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Dans la configuration microruban, il est nécessde@amétalliser la face arriére pour
réaliser le plan de masse rendant impossible Itobsen des cellules lors de la culture
cellulaire qui se fait généralement au travers dossat. C'est pourquoi, pour parer a ce
probléme, une ouverture est réalisée dans le ptamasse de facon a avoir une fenétre
d’observation juste au-dessus de la zone d’andBjigire 11-35). La taille de I'ouverture est
ajustée de fagcon a ce qu’elle nest que tres pelluBnce sur la réponse en fréquence du
filtre, celui-ci étant disposé sur le chuck métplk de la station sous pointes lors de la

mesure.

Capacité de couplage

Ouverture dans le
plan de masse

Figure 11-35 : Schéma de I'ouverture du plan de mase.

La micro-chambre de culture et donc I'ouvertureptiin de masse sont réalisées en
regard, au niveau de la capacité inter digitée aaplage. En effet, compte tenu de la
distribution du champ électriqgue le long des rétmma demi-ondes (Figure 11-28), la
sensibilité du bio-capteur sera maximale si l'iat#ion se produit au niveau de la capacité
inter-digitée qui, a la fréquence de travail, corice un fort niveau de champ électrique

comme le montre la Figure 11-36.

E Field[¥/m]

1.1264e+B86
1.8560e+086
9. 8562e+085
9.1522e+085

g, 4482e+005
7. T442e+085
7.0491e+085

6. 3361e+085
5.6321e+085
4. 9261e+085
4, 2241e+085

3.52081e+085

2.8161e+B85
2.1121e+B85
I 1. 4981e+085
7.0485e+08Y4
3. 5068e+000

Figure 11-36 : Répartition du champ électrique au riveau de la capacité de

couplage a la fréquence de travail du filtre.
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Figure 11-37 : Simulation EM de l'influence d’une petite variation (3fF) de la
capacité de couplage ¢du filtre.

Comme le montre la Figure 11-37, l'intérét d’'utdisla capacité de couplage comme
élément de détection est que seulement I'un des thewles de résonance est sensible a une
faible variation de la capacité, l'autre pouvantsaiservir de référence. En revanche, le
dimensionnement de cette capacité de couplagenepomt clé dans I'optimisation de la

sensibilité des bio-capteurs comme nous allonsileavprésent.

IV.2.2 Principe de détection

Le principe de bio-détection développé repose dmmda modification de la capacité
de couplage inter résonateurs induite par l'intadidun de cellules biologiques. La présence
des cellules sur la zone capacitive ajoute uneacit#pan paralléle a la capacité de couplage a
vide G. Ainsi, la capacité de couplage va globalemeritreroprovoquant une augmentation
du couplage inter résonateurs et donc un décalégeedntiel du pic résonant du mode de
propagation impair (Figure 11-38). Ce décalage pétie relié a la permittivité relative

intrinséque des cellules ainsi qu’a leur nombre.
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Figure 11-38 : Modélisation du filtre chargé par des cellules biologiques et
influence de la capacité G sur la réponse en fréguence du filtre.
Si I'on considére a présent 'effet de la tangatdeertes du milieu intra cellulaire sur
la réponse du filtre, cette derniére va avoir upaot significatif notamment sur le niveau des
pertes en réflexion. Comme le montre la Figure9ll48 signal RF sera d’autant plus réfléchi
en entrée et sortie du filtre que la conductiviéd dellules sera élevée. Grace a ces capteurs,
une seule mesure permet donc d’avoir accés aux ddarmations constituant la bio-

impédance de la cellule.

S, (dB)
(ap) 's

Fréquence (GHz)

Figure 11-39 : Capacité du bio-capteur a détecter ne augmentation de résistivité
de cellules biologiques.
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IV.2.3 Optimisation de la sensibilité de la capacité de aplage

Pour ce capteur, le principal point clé consisteléecter une capacité paralléle
introduite par les cellules présentes entre legtdaie la capacité inter digitée qui va avoir
une valeur tres faible de I'ordre de quelques fefaoads (fF). Pour atteindre une bonne
sensibilité a la présence d'une tres petite comagan de cellules, il est donc nécessaire de
travailler sur la géométrie de la capacité intgitde de couplage.

Tout comme la premiere génération de bio-capteéluest important que la taille des
gaps entre les doigts inter-digités soit du ménakeeode grandeur que celle des cellules. Ces
gaps devront donc étre compris entre 10 et 15 pwon permettre une interaction optimale
entre le champ électromagnétique et les cellulesydieme nerveux analysées.

Le deuxiéme point clé réside dans la valeur a doanka capacité inter digitée en
'absence de cellule, notée,.CEn effet, pour permettre une variation signiiiatde la
capacité de couplage lorsqu’elle sera chargée pmacapacité de seulement 2 ou 3 fF, il faut
que la valeur de la capacité de couplage a vidarstalement relativement faible. La Figure
[I-40 montre le décalage fréquentiel induit par eapacité ¢,= 3 fF pour différentes valeurs
de G. On voit ici qu’il serait intéressant que cettéeva reste comprise entre 10 et 30 fF pour
permettre une détection efficace. La valeur mingraadceptable pour,@st en effet de 10 fF

car en-dessous de cette valeur, la capacité ésildihent réalisable.

160

140 F
.% 100 - ®
(7] C Valeurde C
2 80 F optimale
\&) E
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< 40 F
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Cv (fF)

Figure 11-40 : Evolution du couplage inter résonaters pour différentes valeurs
de C\/, Cce||=3ﬂ:.
Enfin, la longueur et le nombre de doigts de laacép doivent étre correctement

dimensionnés dans la mesure ou ils doivent étrésanfment longs et nombreux pour
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maximiser nos chances d'obtenir une adhérence alkdes dans les gaps lors de la culture
cellulaire.

C’est donc en prenant en compte I'ensemble de GEses que la capacité de nos
filtres a été dimensionnée. Pour résumer, la tdiéle gaps est comprise entre 10 um et 15 pm
et la longueur des doigts reste inférieure a 200 Penplus le nombre de doigts inter digités
doit étre maintenu a 4 tout en conservant la valeucette capacité de I'ordre de 10 a 30 fF.
La Figure 1l-41 présente les dimensions de la dapaioter digitée choisie pour le
démonstrateur a 13 GHz qui répondent aux spédditaisouhaitées. La valeur de la capacité
réalisée est, dans ces conditions, de 22 fF. Notpres d’'un point de vue réalisation
technologique, il nous a été difficile de fabriqukys capacités inter digitée dont la valeur
serait inférieure a 20 fF en prenant en compteetolds contraintes topologiques données

précédemment.

e 160 um

| 20 pum

15um 3

C,=22 fF

Figure 1I-41 : Dimensions de la capacité a vide (réalisée pour une valeur de 22

fF.

Le dernier point de cette étude théorique consistalider ces modélisations circuits
par des simulations électromagnétiques 3D premanbmpte des cellules modélisées comme
des éléments diélectriques avec une permittiviténet conductivité données. Tout comme
pour la premiere génération de capteur, les cellolet été modélisées par des éléments
diélectriques de permittivité 42 et de tangente pgetes de 0,3. Les cellules sont ici
représentées par des parallélépipedes se rapptoabsez bien de la forme des cellules
adhérentes. La Figure II-42 montre I'évolution de&ponse en fréquence du capteur, dans le

cas ou un nombre différent de cellules serait prtéssa surface.
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— Capteur a vide
=— Capteur en interaction avec 1 cellule

Sz (dB)

-40 17 177 | 1T 17T I T T T ‘ L | 17T 17T | T 17T ‘12
10 11 12 13 14 15 16

Fréquence (GHz)

Figure 11-42 : Simulation EM de I'influence du nombre de cellules sur la réponse
du filtre en considérant une permittivité de 42 eune tangente de perte de 0,3.
Comme attendu, la présence des cellules dans fes dg la capacité inter digitée
augmente le couplage inter résonateurs entraimadécalage significatif en fréquence et une
augmentation des pertes par réflexion sur le mésenant impair. De plus, hous montrons ici
en simulation que cette nouvelle génération dechjteurs permet la détection d’une cellule
unique puisque la présence d'une seule cellule ienulation permet d’observer une

modification potentiellement détectable du modeméast impair.
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V. Conclusion

Au travers de ce second chapitre, nous avons atesdgroblemes de conception qui
se posent lorsque I'on souhaite mener des meslesiRde la matiere vivante. Ainsi, aprés
avoir vu, d'un point de vue théorique, le princigge fonctionnement des dispositifs hyper-
fréquences, nous avons étudié comment adapteispssiifs a I'étude de cellules humaines.
Nous avons alors mis en avant I'importance depaltmie des résonateurs dans la sensibilité
de détection et a quel point la prise en comptendieu biologique d’analyse a orienté nos
choix de conception. Une premiere génération decapieurs nous a permis de mieux
comprendre et maitriser les parametres essentipleradre en compte pour une détection
cellulaire optimale. Aprés avoir ainsi prouvé lasébilité de la méthode avec ces capteurs,
nous avons montré leurs limites et proposé une elteugénération (via les filtres), plus
sensibles, permettant potentiellement la détedidianalyse de cellules uniques.

Il faut préciser que la phase de conception des&pbeurs va de pair avec la mise en
place des protocoles expérimentaux de mesure,uciuraet a mesure des expérimentations
menées, les bio-capteurs et leur implémentationéwotué progressivement jusqu’'a leur
forme actuelle. Par suite, nous allons voir au galuwr dernier chapitre comment a été abordé
la partie expérimentale de ces travaux qui reptésame part importante de nos recherches.
Nous présenterons également les principaux résudtgiérimentaux obtenus sur les cellules

du systéme nerveux humain et dresserons un bilaegitravaux de recherche.
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Chapitre Il
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caractérisation des cellules du systeme
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|. Introduction

Au cours de ce dernier chapitre, nous allons ptéséapproche expérimentale suivie
pour lI'analyse des cellules du systeme nerveux.sNarrons dans un premier temps les
procédés de fabrication utilisés pour la réalisaties bio-capteurs, qui a été menée dans la
salle blanche du laboratoire XLIM.

Nous présenterons, ensuite, les différents proéscekpérimentaux développés, en
collaboration avec le laboratoire d’'Homéostasielllate et Pathologies, pour I'analyse de
cellules biologiques. Notre attention se portenat fgarticulierement sur les cellules gliales
(type U87-MG), neuronales (type SHSY5Y) et lesudeB souches issues de la lignée U87-
MG. Le premier protocole mis au point, utilise ieofl comme milieu support pour assurer
I'intégrité des cellules lors des mesures. Nousovesr les premiers résultats expérimentaux
obtenus avec ce protocole ainsi que ses limites.aD®@liorations ont ensuite été apportées au
protocole expérimental qui n’utilise alors plus @oucmilieu support pour les éléments
biologiques. Les cellules sont cultivées directeimaimr la puce et mesurées a lair, sous
certaines conditions que nous détaillerons. Leslteds obtenus avec ce protocole seront
présentés et nous verrons comment ces mesurespeaugttent d’extraire les paramétres
diélectriques des cellules. Les résultats obtenas s différents protocoles expérimentaux
seront compares.

Nous verrons que la premiere génération de bicecaptconcue et basée sur les
résonateurs nous a permis de mettre au point céscptes expéerimentaux et d’extraire les
parametres diélectriques cellulaires des cellulkaleg et neuronales sur la bande de
fréequence 10-35 GHz. Fort de ces résultats, laidmexgénération de bio-capteurs, basée sur
I'utilisation des filtres deux poles, a été tegp@eir étudier les cellules gliales. Nous verrons
ainsi les avantages de ces capteurs et nous campsies résultats obtenus avec ceux des
résonateurs.

Pour finir, nous verrons les premieres mesuresséssd sur des cellules issues d’un
milieu enrichi en cellules souches. Nous détaillerte protocole expérimental qui a d( étre
adapté a ce type cellulaire spécifique. Aprés awalidé le protocole utilisé, nous

présenterons les résultats obtenus.
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ll. Fabrication des bio capteurs

Les bio-capteurs dédiés a l'analyse cellulaire séatisés grace a des procédés de
microélectronique standards restant relativemenpleis a mettre en ceuvre. Les matériaux
utilisés lors de la fabrication et susceptiblestré’@&n contact avec les cellules biologiques
sont biocompatibles et ont fait I'objet de testshitecompatibilité présentés dans le chapitre
précédent.

Avant toute étape de fabrication, les substratsilad® fondue sont nettoyés grace a un
bain RCA. Cette procédure de nettoyage permetniiiédir les substrats de tous les résidus
organiques et de certains métalliques qui pourtgietuer la surface de silice fondue [lllI.1].
Le mélange utilisé, constitué d’acide sulfuriqguead oxygénée et d’eau désionisée, est porté
a une température de 100°C. Les substrats songgdotans le bain acide pendant environ 3
ou 4 heures, rincés a I'eau désionisée et séclais @omprimé.

Apres cette étape préliminaire, nous allons voie tps procédés de fabrication des

résonateurs et des filtres different légerement.

1.1 Procédé de fabrication des résonateurs

[1.1.1 Métallisation du substrat

La premiére étape qui suit le nettoyage des substoasiste a métalliser leur surface.
Les lignes de métallisations seront constituées. @@ meétal n'ayant pas de trés bonnes
propriétés d’adhérence sur la silice fondue, unelee d’accroche en chrome est utilisée. Une

couche de Cr/Au est donc déposée sur le substraivpporation thermique.

Rotation dup orte substrat

Substrat »

me——l]

|
[ |
|
L

Porte —__|
substrat Balance a
-
Cloche en L,
verre
| _chauffage
Cache A
pivotand
Charge a
creuset- “déposer

chauffage l

Figure IlI-1 : Bati de dép6t par évaporation thermique [111.2].
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Ce procédé de dépdt consiste, dans un bati soas&idhauffer le matériau par effet
Joule pour provoquer sa vaporisation et son dépbties substrat. Un vide secondaire de
I'ordre de 1C° bar est nécessaire. Comme le montre la Figurg, Il&- matériau, sous forme
solide, est déposé dans un creuset au travers ldesfusppliqué un courant qui provoque son
échauffement. Quand la température de fusion dwalnest atteinte, il commence a se
vaporiser et a se déposer sur le substrat. L'épaiste la couche Cr/Au, qui est dans notre
cas de 150 A / 1500 A, est contrdlée par une bal@nguartz qui détecte la dérive des
oscillations du quartz par la modification de sassealors de la croissance de la couche
déposée. La mesure du décalage de fréquence diofoda temps permet aussi de mesurer
la vitesse du dépbt qui est un parameétre impogant la qualité de la couche (limitation du
stress essentiellement). Le chrome est évapor&igoer? A/s et 'or a une vitesse comprise
entre 3 et 8 A/s. Enfin, de facon a assurer un@ddromogénéité des couches déposées, le

porte-substrat peut étre mis en rotation.

[1.1.2 Définition des lignes d’or

Les lignes d'or des résonateurs sont ensuite @éfipar photolithographie UV et
gravure des couches de chrome et d’or comme indiquia Figure IlI-2.

uv

LELVLVELLL

Résine S1813 photosensible
» Couche Cr/Au

— Silice fondue

Développement delrésine sensibilisée

Gravulde I'or

Suppressicte la résine

Figure IlI-2 : Principe de photographie par gravure.
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La couche métallique est recouverte d'une résirmgsiensible positive S1813. Cette
résine est ensuite insolée au travers d’'un masqupeaimet de définir les motifs a réaliser
dans les métallisations. Les parties insolées deéfane sont sensibilisées et seront
développées (avec le développeur Concentrate) Bpx@ssition au rayonnement UV. Ainsi,
cette étape permet de protéger les zones de reétalli a ne pas graver conformément aux
motifs du masque.

Puis, il ne reste plus qu’'a graver par voie chiraid@ couche d’or pour former les
résonateurs. La couche de chrome est volontaireowrgervée en I'état pour la prochaine
étape. La résine est ensuite enlevée aprés unsiggpdJV totale. Les circuits sont ensuite
passés dans un bain d’acétone suivi d’'un plasmaygéme a 100W pendant 2 minutes de
facon a enlever toute trace ou résidu de résine.

Suite a ces étapes, les résonateurs dont les ldjpeont une épaisseur d’environ
1500 A sont formés & la surface du substrat. lIdest nécessaire, a ce stade, d’épaissir les
lignes de métallisation.

[1.1.3 Epaississement des lignes d’or

Pour réaliser cette phase, une électrolyse partidés lignes d'or jusqu'a des
épaisseurs pouvant atteindre 8 um est menée. Leheade chrome a volontairement été
laissée pour assurer la conduction du courantoaurlé substrat entre les différents motifs a
épaissir lors de I'électrolyse. Le bain électrajyie, constitué d’aurocyanure de potassium, est
porté a 55°C sous agitation. Puis un courant altérest appliqué entre une grille métallique
et une pince en contact avec le circuit. Lors de#etion électrochimique, les particules d’or
sont déposées sur les métallisations existantés;da a les épaissir. Il est donc nécessaire de
protéger les zones ou I'on ne souhaite pas démbserPour cela, nous utilisons un moule
formé grace a la résine SU8-2010 par photolithdgeap/V. Cette résine négative permet de
réaliser des épaisseurs importantes tout en cargemn fort facteur de forme [l11.3]. Pour
électrolyser les lignes d'or jusqu’'a 8 um, il esticessaire de fabriquer un moule d'une
épaisseur de 10 pm minimum. De plus, étant donfari@e en méandre du résonateur un fort
facteur de forme est nécessaire. La résine SU8-2&t0donc bien appropriée pour la
fabrication du moule. Il est a noter que la taillss gaps du méandre et de la capacité inter-
digitée, de l'ordre de 10 a 15 pum, est trés faiblenlevement de la résine de protection SU8
apres |'électrolyse peut s’avérer délicat compheitde la trés petite taille de ces zones. Pour

faciliter cette étape, une couche de stripage (Coat® de MicroChem) est déposée
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préalablement entre la surface du substrat méallst la résine SU8. Cette couche est
pratique d’utilisation car se grave trés simplengartvoie chimique, permettant un décollage
de la SU8 de la surface du substrat.

Le courant a appliquer entre la grille et le citast calculé a partir de l'aire de la
surface d'or a électrolyser. Cette valeur de cdusegtant directement proportionnelle a
I'épaisseur d’or déposée par minute, il est fadifvaluer la valeur a donner au courant et le

temps nécessaire pour I'électrolyse.

AccV SpotMagn WD F———— 200um AccV. Spot Magn el
200kV 6.0 98x 7.9 XLIM- BIOSENSOR 20.0kV 6.0°.1891x

Sy

Figure 111-3 : Photographies prises au microscopeléctronique a balayage : (a)
bio-capteur, (b) zoom sur une zone capacitive, (zpom sur une zone inductive.

Un contréle de I'épaisseur des métallisations @msligé grace a un analyseur de profil
et celle-ci peut étre réajustée si nécessaire.ridogoie ces deux parametres sont importants.
En effet, d’'une part il ne faut pas avoir des temhgtectrolyse supérieur a 40 minutes car au-
dela, la résine SU8 est dégradée par le bain élgtiue. D’autre part, le courant & appliquer
ne doit pas étre trop élevé de facon a avoir ueetrdlyse homogene et une surface d’or qui
n'est pas trop contrainte. Les pertes métalliquessrdsonateurs fabriqués vont étre fortement
influencées par I'état de surface de l'or élecsélyll s’agit donc de faire des compromis
entre les temps d’électrolyse et la valeur desasrappliqués. La Figure 11I-3 montre des
images des capteurs, obtenues a partir d’'un miopesélectronique a balayage, juste aprées
I'électrolyse. Pour finir, la SU8 est enlevée dahssieurs bains de solvants (Remover Nano

PG® de MicroChem). La couche de chrome est enéimég chimiquement (Figure 111-4).

Figure 1ll-4 : Photographie du bio-capteur aprés giavure de la couche de

chrome.
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Les bio-capteurs sont alors passés dans un pla®rggdne a 100 W pendant 2
minutes pour nettoyer la surface de toute impur@tént le dépot définitif de la couche de
SU8 qui délimite les zones d’analyse spécifiquestie-capteurs.

[1.1.4 Dépot et formation des anneaux épais de SU8

Les tests de biocompatibilité ont révélé que lanee$SU8 présentait des propriétés
intéressantes pour travailler avec des celluledo@igues. En plus de son caractére
biocompatible et transparent, ce polymere favopselr le protocole de culture sur puce, la
concentration des cellules dans les zones d'int&&n point de vue technologique, cette
résine permet d’atteindre I'épaisseur minimale isgpour la couche qui a été évaluée a 20
pum.

La couche de SU8-2010 est spin coatée directeméatsarface des bio-capteurs.
L’anti adhérent ne peut pas étre utilisé a ce stadeeffet, si la couche de SU8 n’est pas bien
fixée au substrat, elle peut se décoller et fgmmaeaitre des fuites qui, lors du dépdt ou de la
culture des cellules, laisseront du liquide s’égleavers des zones du capteur volontairement
non privilégiées pour l'interaction avec tout milibiologique.

Les motifs sont ensuite formés dans la couche sieaéar lithographie UV. Aprés
développement, la résine est recuite sur plaquefiemie a 150°C pendant 2 minutes. Cette
étape nous permet de stabiliser la résine qui pparr fonction des protocoles expérimentaux,
étre par la suite chauffée jusqu'a 150°C pour @ili&ation des circuits par exemple. La
Figure I11.5 montre une photographie d’un bio-capteoncu pour le protocole avec ficoll.

Figure 111-5 : Photographies du bio-capteur dévelopé pour le protocole avec
ficoll et résonant a vide & 25,7 GHz.
Le Figure 111-6 montre, quant a elle, des photogrep des 6 bio-capteurs développés

dans le cadre du protocole de culture cellulairegsice.
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Anneaux
de SUS8

Figure 111-6 : Photographies des bio-capteurs dévelppés pour le protocole de
culture cellulaire sur puce résonants a vide a : al5,7 GHz, (b) 20,5 GHz, (c) 34,5 GHz.
Le substrat est ensuite découpé en plusieurs mocegrenant chacune environ 8 a 10
bio-capteurs. La découpe permet a la fois de rédaitaille des puces pour pouvoir les placer
dans des plaques de culture 6 puits mais aussoid’aur une seule puce pas plus de 10

mesures a réaliser a la fois.
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1.2 Procédé de fabrication des filtres

Le proceédé de fabrication des filtres est lui aubasé sur un procédé de
microélectronique simple a mettre en ceuvre et ridisgppel aux mémes techniques de
fabrication que celles vues précédemment. La diffée fondamentale entre les deux
procédeés est que les filtres, en technologies mibem, nécessitent une étape supplémentaire
de fabrication sur la face arriere qui est réaliséepremier pour protéger la face avant et

éviter de la détériorer.

[1.2.1 Réalisation de la métallisation en face arriere

Aprés le nettoyage RCA des substrats, une coucheCrdeu de 150A/1500A
d’épaisseur est déposée par évaporation thermigng leés mémes conditions qu’indiquées
précédemment. L’'or déposé en face arriére est élecdrolysé sur toute la face de facon a
épaissir la métallisation face arriere jusqu’a emvi3 pum.

Les ouvertures dans le plan de masse, nécessali@ssarvation des cellules, sont
ensuite réalisées par photolithographie UV. Lanes$1813 est utilisée pour réaliser les
motifs puis les couches d'or et de chrome sont @aven voie humide. Compte tenu de
I'épaisseur d’or a graver, la solution est chauti@ebain marie a 50°C. La couche de chrome
est également gravée afin de permettre I'aligneroptiue entre les deux faces du substrat.
Le chrome présente ici un phénoméne de sous grawp@tant car il est exposé plusieurs

fois a sa solution d’attaque notamment pendantdauge de la face avant (Figure 111-7).

Phénomeéne de sous-gravure du Cr

Figure I1I-7 : Photographie de I'ouverture du plan de masse de la face arriére vu
par transparence au travers du substrat montrant lephénoméne de sous-gravure du

chrome.
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Ce phénoméne est génant car, s'il se produit égaiesur la face avant, il peut
provoguer une mauvaise adhésion de l'or sur letgatlet un arrachement des métallisations,
notamment lors de la phase de formation des migits-pde SU8. Pour éviter ce probléme, les
fabrications suivantes ont été réalisées en utiligaTitane comme couche d’accroche.

Une fois la face arriére terminée, la face avantsdbostrat est nettoyée et peut étre
traitée a son tour.

[1.2.2 Réalisation de la face avant

Différents procédés ont été testés pour réalistada avant. La premiere a consisté a
utiliser la méthode de lift-off illustrée sur lagaire 111-8. Cette technique présente plusieurs
avantages. Tout d’abord, elle nous permet de efalies capacités inter-digitées dont
I'espacement entre les doigts peut étre réduitderta fabrication afin d’atteindre des tailles
de gap de 10 a 15 um avec des masques dont ¢aitdiilhle des gaps est de 20 um. De plus,

avec ce procédé, la formation du moule en SU8 pélectrolyse n’est plus nécessaire.

LT

—» Silice fondue

résine sensibilisée
e I'oxyde de chrome

Développement de
jravure de la PMGI

-

F

Dép6t de la caiche chrome/or

.

F

Bains d’'acgtone : lift off

B

l

actrolyse dans le moulé de PMGI puis gravure
de la PMG|&t du chrome

Figure 111-8 : Procédé de lift-off utilisé pour la réalisation des filtres.
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La premiére étape consiste donc & évaporer undealecchrome de 200 A sur la face
avant. Une couche de PMGI (non photosensible angueurs d’'ondes accessibles a XLIM)
est ensuite déposée a la surface de I'échantiborsjpin coating. La résine S1813 est ensuite
utilisée pour définir, par photolithographie UV, mégatif des motifs sur I'échantillon. Un
alignement face avant / face arriére est réalia@ positionner les ouvertures du plan de
masse avec les capacités inter-digitées. La fatgrarest éclairée par un rayonnement IR
dont les motifs sont alors visibles via une camée.face avant est quant a elle éclairée
classiquement par le haut et son image se supegposke de la face arriere permettant un
alignement des motifs de ces deux faces. La diféa@side dans le controle de la netteté de
I'image liée a la profondeur de champ de I'objedatifisé. La gravure de la PMGI est ensuite
réalisée au travers de la S1813. Puis, la couatveydé de chrome est gravee laissant une
couche conductrice & la surface du substrat. Udtdép Cr/Au de 150A/1500A est ensuite
réalisé a la surface de la face avant. Par liftdef motifs se trouvent libérés, en utilisant
plusieurs bains d’'acétone pour enlever toute lineé§$1813. La couche de PMGI est
conservée et sert de moule pour I'électrolyse dpgees$ d'or. Avec ce procédé, les lignes
peuvent étre électrolysées jusqu’a 3 um qui egaisseur souhaitée pour notre application.

Apres I'électrolyse, la PMGI et la couche de chrogpoat totalement gravées et la
couche de SU8 peut étre déposée et traitée pauefdes micro-chambres de culture.

Le probléme lié a la sous-gravure du chrome appareé niveau. En effet, la couche
d’or, qui adhére difficilement, peut durant cettape étre arrachée. C’est pour cette raison
qgue les premieres mesures qui vont étre présentiadisées avec les filtres, concernent des
capteurs sur lesquels la couche en SU8 n’a pdsiétéafin de ne pas perdre les niveaux de
métallisation. La Figure 111-9 présente une phoamirie d’'un des filtres réalisé sans la couche
de SUS.

imm | () ey (b)

Figure 111-9 : Photographies d’un filtre fabriqué : (a) zoom sur I'acces d’entrée et

(b) zoom sur la capacité de couplage inter-résonates.
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Pour permettre de fabriquer les capteurs avec lahede SU8, nous avons par la
suite eu recours a un procédé différent qui seromye de celui utilisé pour les résonateurs.
Dans un premier temps, une couche de chrome dé 280 déposée a la surface du substrat.
Les motifs des bio-capteurs sont alors définis daruche par photolithographie UV avec
de la résine S1813. Le chrome est ensuite gravite @eemiére couche est utilisée pour
réaliser par la suite I'alignement des faces aeardrriere qui serait impossible directement
sur la couche d'or étant donné qu’elle est tréchfssante. Puis, une couche de Cr/Au de
150A/1500A d’épaisseur est évaporée. Les motif$ ¢éfinis par photolithographie UV et la
couche de chrome permet leur alignement. L'or esiuige gravé. En suivant le méme
protocole que pour les résonateurs, les lignes damt électrolysées jusqu’a I'épaisseur
souhaitée qui peut aller dans ce cas jusqu’a 8gnfin, les micro-chambres de culture en
SU8 sont formées a la surface des filtres. Unetgpetiriante dans certaines fabrications
consiste a remplacer la couche de chrome par @ndipour éviter les problémes de sous-
gravure du chrome. La Figure IlI-10 montre une pbaaphie des filtres réalisés avec
'anneau de SUS8.

Couche de SU8

Figure 111-10 : Photographies d’un filtre fabriqué avec la couche de SU8 : (a)
zoom sur I'accés d’entrée et (b) zoom sur la capaéide couplage inter-résonateurs.
Suite a la fabrication, les bio-capteurs sont dpésupour former des puces
individuelles dont la photographie est donnée a&idgure 111-11.
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1 mm

Figure I1I-11 : Photographie d’une puce comprenantun filtre apres découpe.
La découpe des bio-capteurs permet une nouvaledfo réduire la taille des puces
mais aussi d’éviter les effets de résonance paggiti se produisent lorsque deux filtres sont

situés trop proches I'un de l'autre.

I1l. Protocole initial de mesure et résultats

La mise au point du protocole expérimental s’egefavec les résonateurs. Suite a
I'étude préliminaire concernant l'influence desféiénts milieux de culture frequemment
utilisés en biologie (Figure 11-19), il est rapident apparu comme nous I'avons montré dans
le chapitre précédent, qu'il était nécessaire davier un milieu support alternatif a faibles
pertes pour réaliser les mesures sur les cellWesprotocole expérimental initialement
développé repose donc sur l'utilisation du ficali germet, comme nous 'avons vérifié au
préalable d'un point de vue expérimental, de camseles propriétés de détection des bio-
capteurs (Figure 1I-20). En biologie, le ficoll essuellement utilisé comme milieu de
séparation en utilisant ses propriétés de viscdsi@s pouvons citer par exemple I'isolation
des globules blancs du sang obtenu par différerceedsité [I11.4]. Pour notre application,
outre les caractéristiques RF intéressantes manttées le chapitre second, ce milieu, qui
présente une pression osmotique faible, assure homme préservation de [lintégrité
morphologique et fonctionnelle des cellules et @s srganites. De plus, grace a ces
propriétés, le ficoll est un milieu qui ne péngbes les membranes biologiques et qui peut
étre utilisé comme milieu de culture pour les deBylll.5]. Nous allons donc voir comment
nous avons adapté un protocole couramment utitisi@ogie pour préparer les cellules a

analyser et réaliser les mesures.
[11.1.1 Protocole biologique développé

I11.1.1.a Culture cellulaire

Les premiéres cellules analysées dans le cadretde étude portent sur les cellules
gliales humaines issues de la lignée U87-MG. Blast cultivées dans un milieu essentiel
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minimum (MEM) contenant différents sels inorganigjueélangés a du dextrose et complété
avec 10% de serum de veau fetal ainsi que desatigikes : le milieu basal. Les cellules sont
placées dans un incubateur a 37°C sous 5% de IGOFigure IlI-12.a montre des cellules
U87-MG en cours de multiplication.

Figure 11I-12 : Photographies de cellules glialesy87-MG) : (a) en cours de
multiplication et (b) arrivées a confluence.
Une fois arrivées a confluence (Figure 111-12.b3s Icellules sont récupérées et
comptées sur cellule de Malassez. En fonction duwbme de cellules présentes dans la
solution, des dilutions sont effectuées pour olbténiconcentration de cellules souhaitées

pour notre mesure.

[11.1.1.b Préparation des cellules

Le protocole de mesure nécessite I'évaporationede Idu ficoll avant d’enregistrer la
réponse en fréquence des capteurs. Cette étapapdi@tion peut s’avérer délicate pour les
cellules qui peuvent subirent des pressions imptesa D’autre part, lors de cette phase, leur
équilibre peut étre menacé. C’est pour ces raispes les cellules sont ensuite fixées au
paraformaldéhyde (PFA) 4% : un dérivé du formol.dodution est préparée en mélangeant
dans les proportions requises, du formaldéhyde Icede distillée. Le PFA est préparé dans
I'eau de fagon a ne pas introduire de sels quinagent fausser les mesures RF. Les cellules &
fixer sont laissées 10 a 15 minutes dans la solétitempérature ambiante.

Aprés fixation, les cellules sont dites « morteslans le sens ou elles n’évolueront
plus d’'un point de vue biologique. Des mesuredessuivi de processus biologique en temps
réel ne sont donc pas envisageables avec desesefiBes. En revanche, la fixation des
cellules est trés importante dans notre cas poptithisation des capteurs et la mise en ceuvre
de mesures sans l'utilisation de réseaux micrafiuigls. En effet, cette étape assure que les
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cellules vont garder, au cours des caractérisatiens forme, leur contenu intracellulaire et
leurs propriétés diélectriques qu’elles avaientnava fixation. Fixer les cellules revient en
fait a figer la cellule comme elle est a I'étataait ce qui nous permet d’assurer l'intégrité des
cellules au cours des mesures. La fixation desilesllest d'ailleurs trés souvent utilisée en
biologie pour réaliser des analyses immunologigUEs].

Les cellules fixées sont ensuite rincées a I'eaiotésée pour stopper le processus de
fixation et éliminer toute trace de PFA. Elles sqmbur finir, suspendues dans le ficoll a
température ambiante pour étre analysées. L’'ensedwbprotocole est résumeé sur la Figure
-13.

@ Cellules adhérentes @® Cellules en suspension
g Trypsin 37°C 10min
m + PBS1X +10% FCS

Elimination du
surnageant
Suspension du culot ‘J .
dans du PBS1X 1200rpm, Smin

N

icoll

N\ _E.

10 min
PFA4% dans eau

désionisée  PBSIX(2X) _ J(—D_)

1200rpm, 5min

Figure 111-13 : Protocole expérimental mis en ceuvrgour analyser les cellules
fixées dans le ficoll.
Dans ces conditions, nous disposons de plusieunesigour effectuer les mesures,

avant que les cellules ne soient détériorées.

[11.1.2 Protocole de mesure

Les mesures sont réalisées avec des pointes coplRr@SG ACP de la société
Cascade et d'un analyseur de réseaux vectoriel 2RES. La souplesse d’utilisation de ce
banc de mesure sous pointe, schématisé sur laeFititird.a, permet de réaliser un nombre
important de mesures en peu de temps. Avant learegde banc de mesure est étalonné sur
la bande de fréquence 0,5 GHz - 40 GHz avec 16@itgpde mesure, grace a un kit de

calibration sur substrat fourni, dans notre cas)aaociété Cascade.
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Zone d'analyse Analyseur de Systéme
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Figure IlI-14 : Les trois étapes de mesure : (a) aide, (b) avec ficoll pur et (c)
avec le ficoll contenant les cellules & analyser.
La mesure est réalisée en trois étapes succesfha@s un premier temps, il est
nécessaire d'enregistrer les parametres S du lpiewaa vide (Figure IlI-14.a). Puis, pour

calibrer le dispositif, la réponse en fréquencesapteur chargé par du ficoll pur est mesurée.

127



Chapitre troisiéme — Mise en ceuvre expérimentatamactérisation des cellules du systéme nerveux

Pour cela, une goutte de ficoll dont le volumecesttrélé, est déposée a la surface du capteur
a l'aide d’'une seringue Hamilton. La totalité declavette de SU8 est remplie de ficoll de
facon a ce que le volume de ficoll en interactiorecale capteur ait une influence
reproductible sur ses parameétres S. La Figuredlb-lllustre cette étape. La réponse du bio-
capteur est enregistrée aprés la polymérisatioficdll, quand toute I'eau qu’il contient s’est
évaporée. Cette phase peut prendre plusieurs minute

Les bio-capteurs sont ensuite rincés a I'eau dé&senLe ficoll, soluble dans I'eau,
est trés facilement enlevé. Il est possible defieégpar une mesure apres cette étape, que les
caractéristiques intrinseques du résonateur sohangées.

La derniére étape de mesure consiste a déposegautie de ficoll contenant cette
fois-ci les cellules a analyser. La cuvette en 858a nouveau remplie de ficoll pour que le
décalage fréquentiel induit par ce milieu soit |l€me que lors de I'étalonnage. Les
paramétres S du dispositif sont enregistrés urseedoe toute I'eau du ficoll se soit évaporée.
Pendant I'évaporation de I'eau, les cellules dedernpar gravité vers la surface du capteur

puis sont, apres évaporation, protégées dans lcemde ficoll polymérisée (Figure 111-14.c).

[11.1.3 Résultats expérimentaux

Les premiéres expérimentations ont été menéesdmgebio-capteurs résonants a vide
a 25,7 GHz. Aprés avoir déposé une goutte de fipall pour étalonner le capteur, sa
fréquence de résonance diminue a 18,6 GHz et feuiade qualité du résonateur est alors de
I'ordre de 9 (contre 15 initialement). Comme le mmerla Figure IlI-15, la sélectivité du pic
de résonance reste suffisante pour permettre éetiten et I'analyse de cellules biologiques.

Les premiéres cellules a avoir été mesurées gréegeotocole expérimental sont des
cellules issues de tissus de peau provenant dgnkel HaCaT. Ce type cellulaire a été utilisé
car disponible tres rapidement pour réaliser lesmpers tests et évaluer les capacités de
détection des bio-capteurs. Il est a noter quémdifftes phases d’optimisation nous ont permis

d’ajuster le protocole expérimental développé.
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Figure 111-15 : Mesures du bio-capteur : a vide, aec ficoll et avec le ficoll
contenant les cellules HaCaT a analyser.
La Figure IlI-15 montre les résultats expérimentauxcipaux, obtenus a 18 GHz et
25°C. Environ 15 cellules (Figure I1lI-16) a proxténidu capteur induisent un décalage
fréquentiel de 1,3 GHz. Comme attendu, une remodtépic de transmission d’'un dB est

€galement a noter.

==

llules HaCAT .
S

Figure 111-16 : Photographie du bio-capteur chargépar les cellules HaCaT.

Ces premiers résultats montrent que les bio-captant sensibles a la présence d’'une
faible quantité de cellules biologiques (une quimeale cellules a leur proximité, dans le cas
présenté). Pour réaliser un dispositif pour I'asalyet le tri cellulaire, la seconde étape
nécessaire a valider est sa capacité a détectésaiminer différents types cellulaires. La
campagne de mesures suivante a donc visée I'éesleallules gliales U87. Elles ont été
mesurées dans les mémes conditions que les celial€sT avec des bio-capteurs dont les

fréquences de résonance initiales sont égales/aGt9z.
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Figure 1lI-17 : Mesures du bio-capteur : a vide, aec ficoll et avec le ficoll contenant les
cellules gliales U87 a analyser.
Comme le montre la Figure 1lI-17, la présence delffisur le capteur a la méme
influence a chague mesure est diminue la fréquéacésonance des dispositifs a 18,6 GHz.
Dans ce cas, une dizaine de cellules gliales (Eigi+18) induisent un décalage de la
fréequence de résonance de 1,18 GHz avec une reendatgic de transmission faible autour
de 0,4dB.

" Cellules gliales
Figure 111-18 : Photographie du bio-capteur chargépar les cellules gliales.
Vu le décalage frequentiel et le nombre de cellelesnteraction avec le bio-capteur,
il semble en effet que les bio-capteurs soientiblssa la nature des cellules déposeées. Il est
nécessaire a ce stade de I'étude d’extraire leanptres diélectriques de ces deux types

cellulaires pour confirmer ces observations
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[11.1.4 Procédé d’extraction des parametres diélectriquesetiulaires

I11.1.4.aProcédé d’extraction utilisé

Les parametres diélectriques cellulaires, a saloipermittivité relative réelle des
cellules et leur tangente de pertes sont extrags thesures par rétro simulations
électromagnétiques 3D avec HFSS. Ce logiciel esé lsar la méthode des éléments finis
pour résoudre les équations de Maxwell et calclderparamétres S, les fréquences de
résonance et les champs électromagnétiques. Lés grincipales étapes du calcul du

simulateur sont résumées par la Figure I1I-19.
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Figure I11-19 : Processus de simulation utilisé patHFSS [l11.7].

La méthode d’analyse des éléments finis consiste da premier temps a mailler la
structure, c’est a dire a découper le domaine d&&n sous-espaces élémentaires et a donner
des conditions aux limites pour conduire a l'udaites solutions. Les sous-espaces générés
sont appelés les éléments du maillage. Des forscttbapproximation de la solution sont
définies sur chacun des éléments (des tétraedpdsdesouvent) a partir des valeurs calculées
en un nombre fini de points positionnés aux extt@&nide chaque élément (les nceuds du
maillage). Ces valeurs nodales sont appelées tggside liberté. Pour finir, la solution finale
est déterminée en sommant toutes les fonctiongpapnmation.

Dans ce contexte, il est a noter que le maillagéadstructure est une étape délicate.
Des optimisations ont été réalisées de facon arexssm maillage suffisamment fin pour

obtenir une solution stable. En particulier, nousrs maillé plus finement l'intérieur des
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cellules qui représentent des petits éléments iaudesquels le champ électromagnétique est
concentré. La Figure 111-20 montre un exemple deillagee optimisé pour extraire les

parametres diélectriques cellulaires.

Modélisation des cellules

Figure 111-20 : Exemple de maillage réalisé a 15,GHz.

La premiere étape de rétro simulation consistendpeoer la réponse du capteur a vide
mesurée et simulée pour étalonner le modele élaagoétique vis-a-vis des tolérances de
fabrication de chaque capteur mesuré. Si nécestaiggomeétrie du capteur est affinée et la
permittivité du substrat ainsi que la conductid#s lignes de métallisation sont ajustées pour
gue les courbes soient en trés bon accord.

Le protocole avec le ficoll nécessite ensuite dgahases de simulation: la
comparaison des parametres de transmission duucagtargé par du ficoll pur puis par le
ficoll contenant les cellules. Il est a noter gaeptotocole de culture cellulaire sur puce est
plus rapide car ne nécessite qu’'une seule phasemidation correspondant a la mesure des
cellules sur le bio-capteur. Dans les deux casaclen a comparer les réponses fréquentielles
simulées a vide, avec ficoll et avec cellules, autf s’assurer de conserver un maillage
identique d’une simulation a l'autre. Pour celastiaucture a vide est également simulée avec
le maillage des éléments biologiques présentsascapteur (ficoll et cellules). Dans ce cas, la
permittivité de ces éléments est fixée a 1 et tangente de pertes a 0. De méme pour la
calibration du capteur avec le ficoll pur, pouruatie ces éléments se voient attribuer les
caractéristiques du ficoll. Finalement, la derniétape consiste a trouver, par itérations
successives, la valeur de la permittivité et deatayente de pertes a donner a ces éléments
pour converger vers la réponse mesurée du capiqarésence de cellules.

La forme et le volume occupés par les cellules jongdle important dans les rétro
simulations. Ces parametres sont difficiles a répire@ parfaitement en simulation mais dans

chaque cas, leur forme est donc ajustée poura&pls fidele possible a la réalité.
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Dans le ficoll, nous avons pu observer que lesuleslgardaient leur forme arrondie.
C’est donc pour cette raison que les cellules sondliélisées par des demi-sphéeres. Nous
supposons comme le montre la Figure 11l-21 quectdiiles sont toutes en contact avec le
substrat. Leur répartition a la surface du cappawr la simulation est réalisée a partir d’'une

cartographie 2D réalisée sous microscope.

Cellules réparties suivart
I'observation faite au
microscope

Figure 1lI-21 : Modélisation des cellules pour I'exraction de leurs parametres

diélectriques.

Les courbes mesurées et simulées sont donc corspatéajustées en changeant
progressivement les valeurs de permittivité etateyénte de pertes données aux éléments
biologiques. Il faut préciser que la tangente deesedu milieu, représentative de la partie
imaginaire de la permittivité relative, n’a unelugnce significative que sur le niveau du
paramétre de transmission du capteur ; l'effet aletangente de pertes sur le décalage
fréquentiel est négligeable, du moins lorsque aglkst inférieure a 1, comme dans notre cas.
Le décalage fréquentiel est en fait dominé paaligréelle de la permittivité relative.

Cette phase de rétro simulation est donc fastidi@isgpeut étre longue a mettre en
ceuvre. En effet, plusieurs itérations sont nécessgiour évaluer la valeur des parametres
diélectriques des cellules analysées. Le mailladisé&iimpligue des simulations d’environ

une heure par itération.

[11.1.4.b Parametres diélectriques extraits

La Figure IlI-22 compare les parametres de trangomnssimulés et mesurés avec les

cellules HaCaT dans le cas ou la superpositioatesnte.
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Figure [1I-22 : Comparaison des parametres de transiission mesurés et simulés du
bio-capteur chargé par les cellules HaCaT.
Les parameétres diélectriques des cellules glial&8 Wont extraits de la méme
maniere. Les parametres diélectriques extraitsrésaimés dans le Tableau IlI-1.

Tableau IlI-1 : Parameétres diélectriques extraits al8 GHz et 25°C.

Permittivité relative réelle Tangente de pertes
Ficoll 3,3+0,2 0,070 + 0,006
Cellules HaCaT 42 + 3 0,090 £ 0,008

_ Difficile a évaluer avec une
Cellules gliales U87 36+3 o o
précision satisfaisante

Outre la difficulté de reproduire exactement lanferde la cellule en simulation, la
principale source d’'imprécision est liée au faié qoutes les cellules sont simulées en contact
avec le capteur. En effet, lorsque le ficoll egpak®, les cellules descendent a la surface du
capteur pendant I'évaporation de lI'eau. Or, ceesigellules peuvent étre prises dans la
matrice de ficoll polymérisé avant d’avoir atteicette surface. Il est alors trés difficile
d’apprécier l'altitude des cellules dans le ficetldonc leur impact. La Figure IlI- 23 montre
I'influence non négligeable de ce parametre, infQaat directement les résultats extraits
Dans ce contexte, il est donc intéressant de ttavaivec le protocole de culture sur puce

pour affiner les résultats.
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Ces premiers résultats valident le concept de tiétedéveloppé puisque nous avons
réussi avec succes a détecter la présence detesathais aussi d’extraire les parametres
diélectriques correspondants. De plus, ces premméssltats semblent confirmer que des
différences de permittivité relative sont obsereabéntre des types cellulaires différents.
Partant de cette constatation, nous allons comgdwer particulierement dans la suite deux
types cellulaires qui nous intéressent pour notredet & savoir les cellules gliales et

neuronales.

I\VV. Culture cellulaire sur puces et résultats

Pour améliorer la précision du protocole, I'idé¢ @snc double. D’'une part, il est
nécessaire de définir des zones d’analyse plugeshbét fonctionnalisées de facon a ce que
guelque soit la position de la cellule sur la zeeasible, elle est la méme influence. Ceci a
été réalisé, comme nous l'avons vu dans le chapigmnd, en définissant de nouveaux

anneaux de SU8 dont I'implémentation est rappealééas-igure 111-23.

Micro-chambres de
Couche de SU8 culture

Figure 111-23 : Implémentation de la couche de SU&our le protocole de culture
cellulaire sur puce.

La seconde incertitude a lever concerne I'altitdde cellules par rapport a la surface
du capteur. Les cellules du systeme nerveux étsidiéant des cellules adhérentes, il est
possible de développer un protocole expérimentakcgusiste a faire croitre et adhérer les
cellules sur les bio-capteurs directement (élinmate I'utilisation du ficoll). La couche de
SU8 est donc pensée également a cet effet. Datesooetfiguration, les cellules sont & méme

de pousser sur n'importe quelle partie du captéaute zone dont nous ne souhaitons pas
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gu'il y ait interaction avec les cellules et donasguée avec une couche de SU8 de 20 um
d’épaisseur. De plus, les gaps des accées coplarsordg aussi protégés par la résine de sorte
que, si des cellules se logent au niveau des gdles, ne modifient pas lI'adaptation du

dispositif (Figure 111-23). Nous allons donc voiramtenant comment nous avons adapté le

protocole de biologie a nos bio-capteurs.

IV.1.1 Protocole biologique développé

Le protocole biologique a été développé et optinpsér ['utilisation de cellules
gliales (U87-MG). De maniere plus générale, cequale reste applicable a tout type de
cellules sous réserve qu’elles soient adhérentaas [@e contexte, des études ont aussi été

menées sur des cellules neuronales.

IV.1.1.aMise en culture des cellules sur les circuits

Toute culture cellulaire doit étre mise en ceuwaide d’instruments stériles dans une
salle de culture équipée de hétes de culture guirasine atmosphére dépourvue de bactéries.
Méme si les milieux de culture utilisés contiennentagent antibiotique, la moindre bactérie
résistante se développe trés rapidement pour camganiensemble des cultures. C’est
pourquoi cette étape est réalisée au laboratoiterdéostasie Cellulaire et Pathologies.

La premiére étape consiste donc a stériliser leschpteurs avant de les mettre en
culture. Cette phase est réalisée au stérilisg@umutoclave les circuits pendant une durée de
deux heures a une température de 150°C. Les cagant eté recuits avant cette étape, ils
ne subissent aucune modification et il est possiblgérifier avant et apres autoclave que ses
paramétres de transmission n’ont pas été modifigsme le montre la Figure IlI-24. A noter
que les circuits sont au préalable enveloppés danzapier aluminium et n’en seront sortis

gu’une fois positionnés sous la héte de culture.
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- Avant stérilisation
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Figure 111-24 : Comparaison des parametres de transiission d’un bio-capteur
avant et apres stérilisation.

Les cellules gliales sont issues de la méme lignée pour le protocole précédent
utilisant le ficoll et cultivées dans les mémesditans.

Les cellules neuronales sont issues d’une lign@eaime de neuroblastomes nommée
SHSY5Y. Elles sont cultivées dans un milieu RPM#BQAGui est complété avec des sels
inorganiques, du sérum de veau fétal et des atitjbes. Les cellules sont placées dans un
incubateur a 37°C sous 5% de £Qa Figure 1lI-25 montre des cellules neuronales e

culture.

Figure I11-25 : Photographies de cellules neuronake (SHSY5Y) : (a) en cours de
multiplication et (b) arrivées a confluence.
Une fois arrivées a confluence, les cellules gliade neuronales sont récupérées et

comptées sur cellule de Malassez. En fonction dwmhkme de cellules présentes dans la
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solution, des dilutions sont effectuées pour obtenconcentration de cellules a ensemencer
sur les circuits.

Les puces découpées, comprenant chacune envirocirdikts, sont ensuite placées
dans des plaques 6 puits. Le nombre de cellulespaser dans les puits a été optimisé. En
effet, la concentration de cellules présentes tkmicro-chambres de culture dépend d’'une
part du nombre de cellules initialement ensemensg@eges circuits et d’autre part du temps
de culture. Cette étape a été délicate et a denfaemlécoup de tests avant d’étre optimale.
Ainsi, il est nécessaire pour obtenir une bonnecsidim des cellules de les laisser plus de 48h
en culture, sinon lors de la phase de fixation alules (avant mesures), elles se décollent
des circuits. De plus, il faut savoir qu’un plusiggd temps de culture favorise un phénomeéne
de migration des cellules trés bénéfique dans ruatse Nous avons en effet observé, qu’'une
fois adhérées sur les circuits, les cellules omt préférence pour le substrat de silice fondue.
Elles sont alors capables d’émettre des prolongemmrur migrer de la SU8 vers les micro-
chambres de culture, au niveau des gaps entreigts dhter-digités (Figure 111-26).

} Résine éU8

Migration des cellules sur le
substrat de silice fondue
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Figure 111-26 : Phénomene de migration de celluleadhérentes gliales de la SU8

vers le substrat de silice fondue.

Ces endroits représentent alors des zones cosfid@es lesquelles les cellules se
développent tres bien. A l'inverse, les lignes daattisation sur lesquelles elles adhérent trés
mal, leur servent de points d’accroche pour s’éematre les doigts capacitifs inter-digités.
Nous vérifions ainsi que la géométrie du captetirbeen appropriée a un tel protocole. La
Figure 111.27 illustre une cellule confinée entreuat doigts inter-digités. Environ 36 heures
sont nécessaires pour observer ce phénomene datiorigqui n’intervient qu’une fois que les

cellules ont bien adhéré a la surface du capteur.
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Figure 11I-27 : Photographie de cellules gliales agnt adhéré entre deux doigts
d’or inter-digités.

Le nombre de cellules a ensemencer doit donc églé en fonction sachant que les
cellules se multiplient de fagon exponentielle. &arséquent, si trop de cellules ont été mises
en culture, il se peut qu'au bout de 24 heuregrand nombre de cellules soient positionnées
dans les gaps et qu'il faille arréter la cultutea Idonc fallu déterminer un bon compromis
entre ces deux paramétres. Une fois optimisée,ulture se trouve bien maitrisée et
reproductible d’'une puce a une autre. Ainsi, il & établi pour I'ensemble de nos
expérimentations que 300 000 cellules ensemencaepyits et cultivées pendant 4 jours
permettaient d’atteindre de bons résultats. A nqgtex les cellules sont durant leur culture
observées au microscope inversé et le temps dereydeut étre ajusté de facon a obtenir le

nombre de cellules souhaitées sur le capteur.

IV.1.1.bPréparation des cellules

Les cellules sont ensuite fixées pour étre mesuf@egacon a ne prendre en compte
que l'effet des cellules, les mesures sont réaised’air libre aprés le séchage des bio-
capteurs. Cette étape étant assez agressive,néesssaire de fixer les cellules au PFA 4%.
En suivant le méme protocole que celui présenté kvicoll, le PFA 4% est préparé dans de
I'eau désionisée.

Par la suite, le milieu de culture est enlevé deissplLes circuits sur lesquels les
cellules ont adhéré sont ensuite rincés au PBSIX pbminer toute trace du milieu de
culture. Les bio-capteurs sont alors immergés dansolution de PFA 4% pendant 10
minutes. Pour finir, la solution de PFA est remplapar de I'eau désionisée. Plusieurs bains
successifs sont réalisés de facon a éliminer tatdess de PFA.
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© Cellules en suspension

Plaque 6- puits

Bio-capteurs

Aprés 4 a5 jours
dans le milieu de
culture

@ Cellules adhérentes

10 min

PFA4% dans eau
désionisée

Séchage des bio-
capteurs a l'air
ambiant

&
Figure 11-28 : Protocole expérimental développé par la culture cellulaire sur
puce (échelle non respectée).
Les bio-capteurs sont alors préts a étre mesues.cellules sont transportées dans
'eau désionisée puis les circuits sont séché® jasant la mesure. Nous bénéficions alors
d’environ 30 minutes pour réaliser des mesureddsabvant que les cellules ne commencent

a se détériorer. La Figure 111-28 résume le pro®expérimental.

IV.1.2 Protocole de mesure

Les mesures sont réalisées, comme avec le ficbdide de pointes coplanaires GSG
de Cascade et d’'un analyseur de réseaux vectoRe8TR22ES. Pour les mesures avec les
résonateurs, les pointes sont calibrées sur lacbdedréquence 0,5 GHz -40 GHz avec 1601
points de mesure (limite de I'analyseur utiliséaap au kit de calibration fourni par Cascade.
Une calibration sur une bande plus étroite aut@euladfréquence de travail est réalisée pour
ameéliorer la résolution de la mesure autour dee$émmance des bio-capteurs. Pour les deux
bio-capteurs, résonateurs et filtres, le méme podode mesure est suivi. La Figure I11-29
résume la procédure.
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Zones d’'analyses Analyseur de Systéme
réseaux vectoriel d’acquisition

Pointes RF

Analyseur de Systéeme
réseaux vectoriel d’acquisition

Pointes RF

nnnAnARAD.

Figure 111-29 : Protocole de mesure (a : systemewde et b : avec cellules).

Par rapport a l'utilisation du ficoll, ce protocol@ésente I'avantage de ne pas
nécessiter un double étalonnage du dispositif (daitemps), ce qui sous-entend la réduction
a deux étapes : la mesure du dispositif & videnta@aculture cellulaire et celle des capteurs
apres lI'adhésion des cellules gliales ou neuron&lesplus, comme nous allons le voir, la

précision des parameétres diélectriques extraitststive améliorée.
IV.1.3 Résultats expérimentaux

IV.1.3.a Bio-capteurs a base de résonateurs

Des mesures ont donc été réalisées avec des régmnde différentes fréequences de
résonance et dont les gaps inter-digités correspural 10 um pour les cellules gliales U87-
MG et a 15 um pour les cellules neuronales SH-SYBY.Figure IlI-30.a. résume les
parametres de transmission des capteurs mesuréds at\chargés par les cellules gliales. La

Figure [11-30.b. montre les résultats obtenus descellules neuronales.
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Figure 111-30 : Paramétres de transmission des bi@apteurs mesurés : a : pour

les cellules gliales et b : pour les cellules neurales (Un point de mesure tous les 25

MHz).
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Des circuits témoins nous ont permis de vérifietagoun milieu biologique ne
polluait les capteurs. En effet, des circuits ayauiii les mémes traitements biologiques que
les autres mais sur lesquels aucune cellule n’asggoumontre une réponse fréquentielle

identique a celle obtenue avant les differentsamaents, comme le montre la Figure 111-31.
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Figure 111-31 : Comparaison des parametres de transiission des bio-capteurs
mesurés avant et apres le protocole biologique (auee cellule n’ayant adhéré sur le
capteur).

Cette mesure nous permet aussi de nous assurémiua pas eu de dérive de la
calibration lors des quelques jours qui se sontilésoentre les deux mesures. Nous pouvons
observer, pour les deux types cellulaires visésdideslages fréquentiels proportionnels au
nombre de cellules interagissant avec le bio-cap@n peut remarquer que les décalages de

fréequence de résonance sont plus modérés (quetgmégines de MHz) que ceux observés

W2
§ 7

7

dans le ficoll.

Figure 111-32 : Photographie de cellules gliales déeloppées sur le bio-capteur.
La raison principale vient du fait que les cellutes adherent sur le capteur ont une

forme plus allongée. Elles ont tendance a s'étddars les gaps des capacités inter digitées
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(Figure 111-32). Leur épaisseur est donc beaucdup faible et la zone d’interaction entre le

champ électromagnétique et les cellules s’en tralivénuée.

En suivant la démarche de rétro-simulation détiltans la partie 11l.1.4, les
parametres diélectriques des deux types cellulamasextraits. Les cellules sont dans ce cas

modélisées par des éléments parallélépipédiques Idpaisseur est évaluée a 3 um. La

Figure 111-33 montre un exemple de cellules modéss
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Figure 111-33 : (a) Modélisation des cellules adhéentes en interaction avec le bio-
capteur — (b) Répartition du champ électromagnétige.
Des exemples de rétro simulation, sur les cellgledes, a 15,7 GHz et a 20,5 GHz
sont donnés par la Figure 111-34. Les courbes skesilet mesurées se superposent pour les

parametres diélectriques cellulaires indiqués darsert des courbes.
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Figure 111-34 : Comparaison des paramétres de tranmission mesurés et simulés
de bio-capteurs pour les cellules gliales.
Les résultats des deux types cellulaires étudiésrésumés dans le Tableau IlI-2. Les

résultats sont donnés en fonction de la frequenae2s°C.
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Tableau 1lI-2 : Paramétres diélectriques cellulaires extraits a 25°C sur les cellules

gliales et neuronales en fonction de la fréquence

15,7 GHz 20,5 GHz 34,5 GHz
us7 SHSY5Y us7 SHSY5Y us87 SHSY5Y
Permittivité relative
i 42 +2 48 + 3 32+2 40+ 2 20 £ 1 201
réelle
Difficile a Difficile a Difficile a
0,30 0,28 0,40 évaluer avec| évaluer avec| évaluer avec|
Tangente de pertes _ _ _
+0,02 +0,02 + 0,02 | une précision une précisior| une précisiory
satisfaisante| satisfaisante| satisfaisante
Nombre de cellules an
interaction avec le 6 4 4 4 3 2
bio-capteur

La précision des résultats a été améliorée dugfaét la position des cellules sur le
capteur n’'introduit plus une incertitude élevée. principale source d’erreur dans ce cas
réside dans la difficulté a évaluer précisémerdigseur des cellules. En effet, cette valeur
qui influence le décalage fréquentiel et donc lasametres diélectriques cellulaires extraits,
est évaluée a 3 um par comparaison, sous micros@ee I'épaisseur des lignes de
métallisations et celle des cellules. Des simufetiélectromagnétiques avec des cellules dont
I'épaisseunarie dex 0,5 um nous ont permis d’évaluer une incertituglgaelques pourcents
seulement. Afin de prendre en compte les sourcesedir globales (liées a la modélisation
mais aussi a la partie expérimentale), la barmaplécision a été positionnée a 5%.

Si I'on trace la partie réelle de la permittivitélative en fonction de la fréquence
(Figure 111-35), il apparait clairement que les daypes cellulaires analysés (cellules gliales
et neuronales) ont des caractéristiques qui diffeseffisamment pour les distinguer. Il est
donc possible de détecter et d’analyser différagpes cellulaires, méme proches, en
conservant une bonne sensibilité. L'analyse edisgici avec moins de 10 cellules en

interaction avec les bio-capteurs.
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Figure 111-35 : Evolution de la partie réelle de lapermittivité relative des cellules

gliales et neuronales en fonction de la fréquence.

Cependant, il semble qu'a partir de 35 GHz les peuies des cellules gliales et
neuronales soient confondues. Dans ce cas, il meingpossible de discriminer ces deux
types cellulaires d’un point de vue diélectriquelaCpeut s’expliquer simplement par le fait
qu'a partir de cette fréquence, nous travaillondimite de la zone de dispersignet les
capteurs ne sont alors plus assez sensibles poecteledes petites différences dans les
parametres diélectriques.

A notre connaissance, peu d'études proposent daséde diélectriques mesurées a
I'échelle de cellules du systeme nerveux. Cependanis avons cherché a comparer nos
résultats avec les données issues de la litterdigr entendu, les mesures ne portant pas sur
les mémes cellules et les conditions expérimentétaat différentes, seule une tendance
pourra étre trouvée. Cette comparaison porte sartidsus de matiere grise du cerveau,
composés eux de plusieurs millions de cellulesg]lllAinsi, comme le montre la Figure IlI-
36, il se dégage clairement une évolution simildeela permittivité réelle en fonction de la
fréequence pour les différents types cellulairessatgrés. De plus, les valeurs de permittivités
extraites semblent cohérentes par rapport & catlesncées dans la littérature pour des tissus.
Notons que la valeur de permittivité relative réeadktraite a 18 GHz sur les cellules gliales
avec le protocole utilisant le ficoll a aussi ethsidérée. Un tres bon accord entre les deux

protocoles est observe.
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Figure 11I-36 : Comparaison des parametres diélectiques cellulaires extraits
dans ces travaux de thése (cellules gliales et nenales) avec des données issues de la
littérature (tissus de matiére grise du cerveau).

Pour conclure sur cette partie, la premiere géingraie capteur nous a donc permis de
prouver la faisabilité de la méthode de détectimppsée. Les parametres diélectriques des
deux types cellulaires principaux constituant issus nerveux ont pu étre extraits a l'aide de
guelques cellules seulement en interaction aveapéeur. Cependant, ce type de résonateurs
semble étre aux limites de la caractérisation dcgllile unique. De plus, sa sensibilité aux
pertes introduites par les éléments biologiqueserémitée et il n'‘est pas toujours aisé
d’extraire les tangentes de pertes associées agegracision incontestable.

Afin de confirmer ces résultats et d’améliorer fEsformances de détection (dans
I'objectif d’aboutir a 'analyse d’'une cellule unig), une nouvelle campagne de mesure a été

engagee avec des bio-capteurs basés sur une tigpdéofiltre.

IV.1.3.b Bio-capteurs a base de filtres

Les capteurs, utilisant les filtres comme détectayant les caractéristiques présentées
dans le chapitre second et fonctionnant & 13 Gét, &ilisés dans cette partie. Le protocole
expérimental de mesure suivi pour les études agefiltres est identique a celui utilisé lors
des expériences précédentes portant sur les résomale tout réalisé dans les mémes
conditions. Les cellules sont cultivées directenmnmtla puce et les parameétres S des filtres
sont mesurés avant et apres I'adhésion des cellEtast donné que les variations attendues,
sur une concentration trés faible de cellules, eltiiétre relativement fines (quelques dizaines
de MHz), une calibration sur une bande de fréquegrloe étroite, bande autour de la
frequence de travail, 10-16 GHz, est réalisée. Bassurer qu’'il 'y a pas de dérive de

calibration, un dispositif témoin, sans cellule mstsure.
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Figure 111-37 : Comparaison des parametres S deslfres avant et apres
I'adhésion de (a) 3 cellules gliales et (b) d’unesle cellule gliale (un point de mesure
tous les 4,4 MHz).
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La premiére campagne de mesure a été menée, peamgpratiques, avec des filtres
dont les acces coplanaires d’entrée et de sorB&ieht pas protégés. Ainsi, dans cette
configuration, I'évolution du niveau de réflexioru dparametre S11 en dB n’est pas
significative dans la mesure ou l'adaptation a Btne du filtre n’est pas assurée apres la
culture cellulaire. Néanmoins, le décalage frégetnbservé sur le pic de résonance du mode
impair du filtre ne peut pas étre influencé parpb&nomeéne et sera bien représentatif de
I'effet des cellules dans la zone de la capacitr irésonateur. Les résultats sont présentés sur
la Figure 111-37.

Ces premiéres mesures confirment que la sensibiitéétection de ce type de bio-
capteurs est suffisante pour détecter une seulaigtie cellule gliale. En effet, la sélectivité
du pic résonant (largeur du pic a 3dB de 400 MHatreol,7 GHz pour les résonateurs)
permet de déceler de tres faibles variations ddréde 10 MHz.

De facon analogue aux études précédentes, dessiBtutations sont utilisées pour
extraire les parametres diélectriques cellulaifésmme expliqué précédemment, seule la
permittivité relative réelle des cellules glialegas évaluée étant donné que les variations du
niveau des parametres S sont faussées dans lerésentp La permittivité relative réelle
extraite est de 50 + 3 a la fréquence de 12,5 @klgyui est en bon accord avec les résultats
obtenus avec les résonateurs comme le montre UaeHiti-38.
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Figure 111-38 : Spectre des permittivités réelles elatives de cellules gliales pour

une température de 25 °C.
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Ces toutes premiéres mesures reposant sur une lieogeaération de bio-capteurs
sont donc tres encourageantes et mettent en éeidden@otentiel fort pour la détection et
I'analyse de cellule « unique », jusqu’a présemt eovisageables.

Par la suite, pour palier aux problemes de désatiaptdes filtres qui rendent
délicates I'extraction de la tangente de pertesndieu intra-cellulaire, les accés coplanaires
des systemes devront étre protégés. La résine &ili8ee pour former les chambres de
culture est employée pour créer un anneau protesteues parties sensibles des acces. Pour
valider I'efficacité de cette solution, une messuve un tel dispositif a été réalisée. La Figure
[11-39 montre les résultats obtenus avec une seslalle gliale sous test. Le décalage
fréquentiel obtenu, du méme ordre de grandeur gu& observés précédemment, confirme
les résultats sur la partie réelle de la permietidu milieu cellulaire. Concernant les pertes
associées, I'adaptation est dans ce cas constaihtesepossible d’observer une remontée du
pic d’absorption significative. Sur cette base, détede va étre débutée pour extraire les

tangentes de pertes associées au milieu extrdatadldes entités biologiques analysées.
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Figure 111-39 : Comparaison des parametres S deslfres, dont les accés
coplanaires sont protégés, avant et aprés I'adhésial’une seule cellule gliale (un point
de mesure tous les 6,2 MHz).
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Fort de ces résultats, dans une derniére partiegs mous sommes intéressés a la
caractérisation des cellules souches tumoralesldananque de connaissance actuel freine le
développement de nouveaux traitements dans ladetia récidive des cancers. Nous allons
voir qu’il a été nécessaire d’'adapter le proto@ipérimental de mesure et nous présentons

les premiers résultats expérimentaux.

V. Mesures préliminaires sur cellules souches

Les cellules utilisées pour cette partie sont issden milieu enrichi en cellules
souches. Les cellules originaires de la lignée W& sont cultivées dans un milieu de culture
particulier, le milieu défini, qui évite la diffémeiation des cellules. Elles se regroupent alors
entre elles, pour former des neurospheéres (Fidlid®).

Figure 111-40 : Cellules U87-MG cultivées en milieudéfini.

Les biologistes ont montré que le centre de ceérsplest formé de cellules souches,
c’est-a-dire indifférenciées. Les cellules péripipdes, si elles ne sont pas toutes souches,
sont a un stade de différenciation trés faible m@aport aux cellules gliales analysées
précédemment. L'enjeu est donc de voir si le cagtetmet de distinguer des cellules gliales

U87-MG a différents stades de différenciation.

V.1.1Protocole biologique développé

Le probleme principal posé dans notre cas pard&tie ces cellules est le fait qu’elles
sont flottantes. Elles ne peuvent donc pas adtaresubstrat car elles se développent en
suspension dans leur milieu de culture. L'idéedesic d’adapter le protocole expérimental de
facon & pouvoir mesurer les cellules déposéesldgrian du capteur et sans aucun milieu de
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culture de fagon similaire au protocole de cultstg puce développé pour des cellules
adhérentes.

Nous allons maintenant détailler le protocole déppé. Le dépot des cellules sur les
capteurs est réalisé au laboratoire d’Homéostaslkil@ire et Pathologies. Les cellules sont
issues de la méme lignée U87-MG mais cultivées danmsilieu défini. Ce milieu est préparé
a partir du milieu basal, mais le sérum de veawlfast remplacé par des facteurs de
croissance. Cela permet d'enrichir le milieu enlubes souches. Une fois arrivees a
confluence, les cellules sont récupérées et comidecellule de Malassez. En fonction du
nombre de cellules présentes dans la solutionddiesons sont effectuées pour obtenir la
concentration de cellules a ensemencer sur lesiitsircDifférentes solutions ont été
envisagées et testées comme [l'utilisation d’un spito pour plaquer les cellules sur les
substrats. La solution la plus efficace retenuesisbe & déposer une goutte d’eau contenant
des cellules fixées. La goutte est alors séchémdailisateur et les cellules se retrouvent bien
plagquées a la surface du capteur.

La premiére étape consiste donc a évaluer la ctmatem de cellules idéale pour
notre analyse (20000 cellules pour 10 pL). Lesutedl sont ensuite rincées dans plusieurs
bains de PBS puis fixées au PFA dans I'eau distillé

Pendant ce temps, les circuits sont eux aussi ams de I'eau distillée et placés dans
un incubateur. Cette étape, indispensable, permaenhplir d’eau les micro-chambres de
culture, de facon a ce que lorsque la goutte dedécontenant les cellules sera déposée, elle
y pénétrera aisément.

Les capteurs sont ensuite sortis de I'eau et untegd’eau désionisée contenant les
cellules fixées est déposée sur la puce. Les tsraaint alors placés au stérilisateur a une
température de 50°C. A noter que ce protocole g&éuen biologie pour faire adhérer des
cellules fixées sur des lamelles de verre pouryaealPendant I'évaporation de l'eau, les
cellules sont plaquées contre le substrat de sflicelue. Lorsque la goutte d’eau est
complétement seche (cela pouvant prendre plusieumsites), les circuits sont sortis du

stérilisateur. Le protocole est resumé par la fEidu+41.
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Figure 111-41 : Cellules U87-MG cultivées en milieudéfini.

Les cellules observées sous microscope montrentrésdonne adhésion au substrat.
Leur nombre et leur position sont repérés avantmiesure et confirmés pendant la
caractérisation. Les circuits sont alors transgortéans des chambres humides. Nous
bénéficions d’environ 30 minutes pour faire les unes dans des conditions optimales.

Comme précédemment, les circuits sont mesurés avaptes le dépobt des cellules. Il

est a noter que les résonateurs mais aussi lesfint été utilisés.

) PRT——

Cellule cultivée en milieu défini

Figure 111-42 : Cellules U87-MG cultivées en milieudéfini.
Comme le montre la Figure 111-42, les cellules danhs cette configuration une forme
arrondie, du fait de leur caractéristique flottarhteur épaisseur semble trés faible, de I'ordre
du micrometre, trés probablement liee aux pressexescées durant le séchage de I'eau au

stérilisateur. Ceci devra étre pris en compted@srétro simulations.
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V.1.2 Résultats expérimentaux

V.1.2.aBio-capteurs basés sur les résonateurs

De facon a valider le protocole expérimental etfs@rqu’il n’ait aucune influence sur
les paramétres diélectriques extraits, nous avans dn premier temps, mesure les cellules
gliales U87 cultivées de facon classique dans lembasal dont nous connaissons le spectre
diélectrique sur la bande fréquentielle de travail.

Le capteur est donc mesuré a vide et ses paranttreansmission sont comparés a
ceux obtenus apres avoir déposé et fait adhérerelédes sur le capteur. La Figure 111-43
montre la réponse en fréquence du capteur lorsgedues gliales sont en interaction avec la

zone sensible du capteur.
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Figure 111-43 : Comparaison des parametres de transiission du bio-capteur a

vide et chargé par 5 cellules gliales (un point deesure tous les 25 MHz).

Les rétro simulations sont effectuées en respetbaaurs la méme meéthodologie et
en tenant compte au mieux de I'épaisseur et deofme des cellules. La valeur de la
permittivité relative réelle extraite, de 31,5 aréquence de 21GHz, est en bon accord avec
les données obtenues avec le protocole de culelhelaire sur puce. Par conséquent, le
nouveau protocole s’en trouve validé et va de iteefee appliqué sereinement a I'analyse des
cellules souches. La Figure IlI-44 montre la maadifion des parametres de transmission du
bio-capteur engendré par la présence de deux ezlUB7-MG a un stade de différenciation

beaucoup moins avancé que les cellules gliales.
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Figure IlI-44 : Comparaison des parametres de transiission du bio-capteur a
vide et chargé par des cellules issues du milieufd® (un point de mesure tous les 25
MHZz).

La partie réelle de la permittivité des celluledifférenciées a été évalués a37 + 2 a
22 GHz et 25°C. La valeur de la tangente de pereepas pu étre extraite précisément avec
cette mesure. Toutefois, il semblerait, au vu de memiers résultats, que les cellules dites
indifférenciées présentent une permittivité rekatigelle plus grande (évaluée a 15%) que les
mémes cellules déja différenciées : les celluledeay.

Ces premiers résultats sont tres encourageanits dandent a montrer la possibilité
de trier des cellules souches sans ['utilisationmdequeur mais a I'aide uniquement de leurs
propriétés diélectriqgues intrinseéques. Enfin, nausns cherché a confirmer ces premiers
résultats et a évaluer les pertes associées &lbales indifférenciées en utilisant le deuxieme

type de bio-capteur basé sur une topologie de filtr

V.1.2.bBio-capteurs a base de filtres

A partir du méme protocole expérimental développérpléposer les cellules dites
souches et les faire adhérer sur le substrat,iltessfont été mesurés avec et sans ce type
cellulaire. De facon a étendre les fréquences thyaaaet comparer les résultats, des filtres
dont la fréquence centrale se situe autour de G5Z ont été dimensionnés. Il est a noter
gu’une couche de SUS8 pour protéger les acces atiks€e pour les résultats présentés sur la

Figure IlI-45 qui montre l'influence de 4 cellulssr les parametres S du filtre.
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Figure 1lI-45 : Comparaison des parameétres S du ftre a vide et chargé par des
cellules issues du milieu défini.
Un décalage fréquentiel de 100 MHz et une remodtepic d’absorption de 0,5 dB

ont pu étre mesurés a 14,4 GHz et a 25°C. Les premimesures réalisées a cette fréquence

sur ce type de cellules ont permis d’évaluer ldipaéelle de leur permittivité relative a 55 +

3. La tangente de pertes du milieu intra cellulairguand a elle, été estimée a 0,65 * 0,05.

Cette mesure confirme ainsi la tendance qu’ontcédliles dites indifférenciées a présenter

une permittivité relative réelle plus élévée gueremes cellules déja différenciées.

De plus, l'utilisation de la seconde génération kde-capteurs confirme ici leur

meilleure sensibilité a I'évaluation des perteoeag®s au milieu biologique sous test.

Des mesures complémentaires avec de tels digpakiivent étre menées pour établir

une cartographie précise des valeurs de tangenfgedes des cellules indifférenciées et

gliales afin de les comparer.

La Figure llI-46 résume les résultats extraits Iegrcellules souches et les compare

aux résultats précédents obtenus sur les celllil@egyet neuronales.
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Figure 111-46 : Comparaison des parametres diélectiques des cellules dites
souches au spectre diélectrique des cellules U87-MGBSHSY5Y.

En conclusion, la méthode proposée pour discrimiapralyser et trier les cellules
souches semblent étre trées prometteuse. En effiate qaux bio-capteurs développés, nous
avons démontré que des cellules souches et difiées présentent des propriétés
diélectriques différentes. Ces premieres constatstiouvrent des voies nouvelles pour
'analyse de ces cellules ainsi que des solutidternatives a ['utilisation, souvent trop

compliquée, de marqueurs spécifiques.

157



Chapitre troisiéme — Mise en ceuvre expérimentatamactérisation des cellules du systéme nerveux

Conclusion

Ainsi, au cours de ce dernier chapitre, nous awansomment nous avons mis en
ceuvre de facon expérimentale la réalisation et é&sume des bio-capteurs développés.
Différents protocoles expérimentaux ont été migpaint pour a la fois tenir compte du type
de cellules analysés mais aussi pour améliorecdeslitions de mesure et la précision des
paramétres diélectriques cellulaires extraits.

En résumé, la faisabilité de la méthode de détectiété prouvée. Différentes mesures
confirment les résultats expérimentaux présentéss d#@ chapitre. De plus, nous avons
montré qu’il était possible de détecter et de disicier une tres petite quantité de cellules
grace a la détermination de leurs propriétés diddees. Des types cellulaires, issus d’'un
méme tissu, ont été clairement identifiés jusqadirhite de la zone de dispersign Les
différents types de bio-capteurs ainsi que lesopales expérimentaux développés permettent
d’obtenir des résultats en bon accord.

Le développement d'une seconde génération de Iptges basés sur des filtres
hyper-fréquences nous a permis de mesurer undecetlique. Nous avons aussi pu améliorer
la sensibilité de détection notamment au niveadadmesure des pertes diélectriques des
cellules.

Enfin, pour la premiere fois, nous avons montrél gait possible, potentiellement,
de discriminer un type cellulaire a différents swdle différenciation grace a ses propriétés

diélectriques.
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Conclusions genérales et Perspectives

Les bio-capteurs concgus lors de ces travaux de thésété basés sur des dispositifs
résonants fonctionnant aux fréquences micro ondess avons vu que ces fréquences sont
tres intéressantes pour I'analyse de cellules bigies car elles permettent d’'une part de
pénétrer a l'intérieur de la cellule pour en sorldarontenu intra cellulaire et d’autre part, les
longueurs d’ondes associées permettent de fabriderdispositifs miniaturisés pour une
analyse proche de I'échelle cellulaire. Il est dpossible, de détecter et d’analyser une tres
faible concentration de cellules et d’observer pggnomenes biologiques a I'échelle des
cellules et non plus des tissus. Ainsi, la premgneération de bio-capteurs développée dans
ces travaux a partir de résonateurs planaires roicdes a permis de démontrer la faisabilité
de la méthode de détection proposée. La mise amt @bi I'optimisation de plusieurs
protocoles expérimentaux ont été necessaires palyser, sans effet non contrélable lié au
milieu extracellulaire, I'influence des cellules $a réponse en fréquence des bio-capteurs.

Les résultats expérimentaux présentés dans ce oranu®ntrent qu'il est possible
d’extraire les parametres diélectriques des calalealysées. En particulier, les permittivités
relatives réelles extraites sur deux types cehlegaissus d’'un méme tissu sont distinctes et
permettent clairement de les discriminer aux frégaee correspondant a la zone de dispersion
vy observée dans les matériaux biologiques. Ces prernapteurs, dont le facteur de qualité
reste encore modére, a montré ses limites de a#tewbtamment concernant la mesure des
pertes diélectriques associées aux cellules atéaisar.

Nous avons donc travaillé sur la conception et évetbppement de nouveaux
dispositifs hyper-fréquences, basés sur un filtemgire, de fagcon a augmenter la sélectivité
en fréquence du dispositif, au travers de I'amation du facteur de qualité, mais aussi pour
accroitre la sensibilité de détection associéepmutes intrinseques du milieu intra cellulaire.
Les résultats expérimentaux montrent un bon aceotde les données obtenues avec les
résonateurs et les filtres. De plus, ces nouvedtesctures nous ont permis de détecter et
d’analyser une cellule unique grace a sa meilleélectivité en fréquence.

Fort de ces résultats les premiéres expérimengationcernant les cellules souches
ont pu étre initiées. Elles tendent & montrer gustade de différenciation des cellules U87-
MG est relié a leurs propriétés diélectriques. @ssiltats préliminaires restent a compléter
par dautres expérimentations mais pourraient ouwme voie importante pour le

développement de traitements contre ces cellulesfapues.
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Ces travaux de thése nous ont permis de nous coefraux problématiques posées
par I'étude d’éléments biologiques. Les protocdlEdogiques développés et les nombreuses
expérimentations réalisées nous ont permis de napprehender la complexité d’étudier des
cellules biologiques. Nous avons en effet consanoréemps important aux expérimentations
qui, comme nous l'avons vu, ont été déterminantassdes orientations prises pour la
conception des bio-capteurs. Différentes solutiont été proposées et expérimentées dans
I'objectif d’obtenir une base pour le développeméaicette thématique dans notre équipe de
recherche. Différentes voies ont donc été ouvg@aeses travaux comme nous allons le voir.

Il serait intéressant a présent de réaliser desmeesur des cellules non fixées. La
distance entre le laboratoire de biologie ou sadparées les cellules et XLIM ou sont
réalisées les mesures ne nous ont pas permistde ¢eta de fagcon optimale. De plus, il est
nécessaire de travailler sur de nouveaux proto@tpsrimentaux pour renforcer les études
menées sur les cellules souches. Par exemple, vquatge, voir un tri préalable de ces
cellules serait intéressant a faire avant I'anapyeenos capteurs. Dans ce cas, I'influence du
marqueur sur la méthode de mesure reste a défimais cela permettrait un controle
supplémentaire qui garantirait que les cellulessstst sont effectivement des cellules
souches.

Un autre point important consiste également a fbserale traitement des résultats
pour avoir acces aux parametres cellulaires rapdentn effet, pour des applications de tri
cellulaire par exemple, il est crucial de pouvoitenter la cellule en fonction de ces
paramétres en temps réel. Dans cette perspedtest,possible d’établir des bases de données
répertoriant les caractéristiques électromagnésiqgde différents types cellulaires. Elles
peuvent par exemple se présenter sous forme d’abatpnnant la bio-impédance en fonction
de la fréquence pour différents types cellulaitedi#erents états pathologiques. Cette étude
pourrait se baser sur I'utilisation de modelestéigaes équivalents du capteur et des cellules.
Cette modélisation pourrait permettre par la singuenaissance d’une variation de capacité
ou de résistance, de remonter aux parametres tliglexs cellulaires par de simples
simulations circuits plus rapides que des rétraifations électromagnétiques.

Finalement, au niveau de la conception des bioecaptet toujours dans l'idée de
rendre plus rapide les analyses, il serait int&r@sde mettre au point un bio-capteur auto
calibré qui permettrait de réaliser des mesurdgérdiftielles et éviterait les différentes étapes

d’étalonnage des dispositifs.
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D’un point de vue pratique, il est aujourd’hui ngs@re d’implémenter un réseau
microfluidique sur les capteurs, dont la géomépianaire rend cette étape tout a fait
envisageable. La microfluidique est un outil in@ispable aujourd’hui pour l'analyse de
cellules vivantes et I'observation en temps réepdénomenes biologiques en leur sein. La
topologie des bio-capteurs sera a optimiser poarutitisation en milieu liquide. Toutefois, la
manipulation de trés petits volumes de liquidela ehaitrise de la position des cellules sur le
capteur sont des besoins primordiaux pour le d@pelment de dispositifs de tri cellulaire
précis qui est, a terme, une perspective conségukninos travaux de recherche. En effet,
I'étude des cellules souches est une thématiqsearmgortante pour les biologistes avec qui
nous collaborons. Comme nous l'avons vu, les pnemig@sultats obtenus sont trés
encourageants et de nouvelles expérimentationspsémties pour compléter les résultats et
développer un systéeme de tri cellulaire précisdéd a plus long terme étant de coupler un

dispositif de tri cellulaire utilisé en biologieevles bio-capteurs développés.
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Résumé

Conception et réalisation de bio-capteurs électrongmétiques pour I'analyse

cellulaire aux fréquences micro-ondes

Les récentes avancées en microélectronique airesil@gl importants besoins dans le
domaine biomédical suscitent actuellement un vérit pour I'étude de bio-capteurs dont
la miniaturisation permet de travailler proche ‘éehelle cellulaire. Une analyse rapide et
précise de tels éléments biologiques devient glossible avec une sensibilité accrue.
Ainsi, ces travaux de thése concernent la miseo@nt ple micro bio-capteurs innovants
basés sur une méthode de détection électrique, mamguage, aux fréquences micro
ondes. Entre autres, nous démontrons lintérétltert des résonateurs ou filtres micro-
ondes planaires comme dispositifs d'étude de esluiniques et nous développons une
méthode de bio-détection originale permettant derofhiner différents types cellulaires
en fonction de leur propriétés diélectriques. Ld&ude cellules souches cancéreuses est
aussi débutée et démontre le fort potentiel deteaap développés pour les applications

de tri cellulaire.

Mots clés: Bio-capteurs, bio-impédance, micro-électronique,ectppscopie diélectrique,

résonateurs planaires micro-ondes, cellules biajogs.

Abstract

Conception and realisation of electromagnetic biosesors for cell scale analysis at

microwave frequencies

Recent progress in micro technologies and imporiaetls in biomedical field have risen
up a great interest in the development of miniaadibiosensors for cell scale analysis.
Sensibility of such devices is enhanced allowing simgle cell analysis. This work deals
with the development of new micro biosensors basedan electronic bio detection

method, for label free cell scale analysis usingrawave frequencies. The interest in
using planar microwave resonators or filters far #malysis is demonstrated. An original
bio detection method has been developed allowiraiyais at one single cell scale and
leading to discriminate different cell types thatdsheir own dielectric parameters. Study
on cancerous stem cells has been also begun prévendpigh potential of fabricated

biosensors for accurate cell sorting.

Keywords : Biosensors, bioimpédance, microelectronic, dielectrspectroscopy, planar

microwave resonators, biological cells.



