
Annexe A

PDMS-based microfluidics for

proteomic analysis

L’article suivant ”PDMS-based microfluidics for proteomic analysis”, accepté pour pu-

blication dans le journal ”The Analyst” présente un dispositif microfluidique en PDMS

pour l’analyse de protéines. Ce dispositif comporte plusieurs étapes de traitement intégré

dans le microsystème, dont une étape de séparation, de sélection et de digestion de pro-

téines avant analyse sur un spectromètre de masse. En tout, l’analyse dure moins de 30

min, à comparer aux 4 heures nécessaires avec les méthodes habituelles.
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Annexe B

Article sur le gradient de

concentration soumis à Lab on a

Chip

Cette article soumis au journal ”Lab on a Chip” reprend le travail du chapitre 3 sur

l’utilisation de la dispersion de Taylor-Aris pour réaliser des gradients de concentration

indépendant du coefficient de diffusion des espèces.

138



139



140



141



142



143



144



145



146



147



148



149



150



151



152



153



154



155



156



157



158



159



160



161



162



163



Annexe C

Exemple d’utilisation de

l’équivalence électrique pour un

pousse seringue

Rappels sur l’équivalence hydraulique-électrique

Comme nous l’avons vu dans le corps du texte, une équivalence électrique est possible

entre un circuit microfluidique et un circuit électrique. Valable pour des écoulements

monophasiques, le tableau C.1 rappelle les équivalences fluidiques-électriques ainsi que les

unités adaptées à la microfluidique.

Le tableau C.2 donne les expressions de la résistance pour différentes sections de micro-

canaux. Par exemple, dans le cas d’un canal rectangulaire de 300 µm de large, 10 µm de

haut et de 9 cm de long, la résistance hydraulique vaut 200×9
13

×3
= 600 Ωl et la pression à

appliquer vaut P = RQ = 600 × 10 mBar = 6 Bar si l’on veut un débit de 10µL/min.

Nous rappelons ici les formules déjà données dans le corps du texte ainsi que les unités

microfluidiques choisies ici.

Fluidique Electrique Unité microfluidique Abréviation

Volume (m3) Charge (Coulomb) 1 µL

Pression (Pa) Potentiel (Volt) 1 mBar

Débit (m3/s) Courant (Ampère) 1 µL min−1

Résistance (Pa s /m3) Résistance (Ohm) 1 mBar min µL−1 Ωl

Capacité (m3/Pa) Capacité (Farade) 1 µL mBar−1 Fl

Tab. C.1 – Equivalence entre grandeurs fluidiques et électriques. Les unités SI sont entre
parenthèses.
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Tube Canal de section Canal de section
cylindrique rectangulaire parabolique

Résistance
0,68 Lcm

d4
100µm

200 Lcm

h3
10µm l100µm

440 Lcm

h3
10µm l100µm

Expression
128 µ L

π d4

12 µ L
h3 l

105 µ L
4 h3 l

Tab. C.2 – Valeurs de la résistance en Ωl pour un écoulement d’eau (µ = 1 mPas) pour
différents types de canaux en unité microfluidique. Les quantités en indices indiquent
l’unité des longueurs : si h = 30 µm, il faut mettre h10µm=3 dans la formule. Pour le canal
parabolique, h correspond à la hauteur au centre du canal.

Tube Tygon 0,2 mFl/cm Proportionnel à la longueur

(0,51 mm×2,2 mm)

Tube PE 1 µF l /cm Proportionnel à la longueur

(0,51 mm×1 mm)

Bulle d’air 1 mFl/µL Proportionnel au volume

Tab. C.3 – Exemples de valeurs de capacité pour différents éléments. Par analogie élec-
trique, les unités sont en Farad.

Exemple d’application de l’équivalence électrique : cas

d’un pousse seringue

Si on choisit d’imposer le débit avec un pousse seringue, on peut estimer le temps

de mise à l’équilibre. En utilisant un tube en tygon de 30 cm de long pour connecter la

seringue au microsystème, on a une capacité de 6 mF. La résistance hydraulique est égale

à 600 Ωl (la résistance du tube en tygon est négligeable). Le temps de mise à l’équilibre

vaut 600 × 0, 006 = 3, 7 min. Si maintenant une bulle d’air est présente dans la seringue

(typiquement 50 µL), la capacité monte à 56 mFl et le temps caractéristique de mise à

l’équilibre vaut plus de 30 min. Le débit sera stable au bout de 1h30 environ !

Plus précisément, on peut faire le schéma équivalent de l’ensemble pousse-seringue

microsystème. En négligeant la résistance du tube RT , on trouve bien un temps caracté-

ristique égale à RµCT . Par contre si on applique une pression aux bornes du système, la

situation est complètement différente : le temps de réponse est alors égale à RT CT , qui

est très court (0,01 s) : le fluide va se mettre en mouvement quasiment instantanément.
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�
Fig. C.1 – Schéma équivalent électrique équivalent pour un ensemble pousse-seringue
microcanal
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Annexe D

Mélangeur-doseur utilisant la

dispersion de Taylor-Aris

Principe de mélange

Le principe du mélangeur décrit ici est basé sur la dispersion de Taylor-Aris. Grâce

à l’utilisation de microvannes, on peut réaliser le long d’un microcanal une succession de

volumes contenant les deux liquides à mélanger. Grâce à la dispersion, les deux liquides

vont s’interpénétrer, favorisant le mélange. De plus en faisant varier les rapports relatifs

des volumes, le rapport de mélange entre les deux liquides est contrôlable. La figure D.1

illustre la méthode.

Mise en oeuvre et caractérisation du mélange

Le dispositif microfluidique de la plate-forme puce à ADN a été utilisé (4.2). De l’eau

désionisée et une solution de fluorescéine (1 mM fluorescéine acide, 10 mM de NaOH) sont

déposées dans les réservoirs. Les microvannes sélectionnent le liquide à introduire dans le

canal de mélange à un débit contrôlé par la micro-pompe n°1. L’intensité de fluorescence

est mesurée le long du canal après l’intersection en faisant abstraction des coudes.

Les paramètres de commande sont au nombre de trois : la vitesse du liquide dans le

canal v0, la fréquence des volumes des différents liquides fm et le rapport de mélange R.

Le mélange est caractérisé par l’amplitude résiduelle des oscillations dues à la formation

)(zv )(zv

Fig. D.1 – Principe du mélangeur-doseur : une succession de volumes des deux liquides à
mélanger est introduite dans le microcanal. Les différents régimes de dispersion de Taylor-
Aris mélangent les liquides.
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des volumes de liquide différents σT . On prend le même repère que dans 3.1.1, avec l’axe y

orienté le long du canal, x perpendiculaire à l’écoulement et z dans la hauteur. On exprime

σT par l’écart type du signal de fluorescence I au cours du temps.

σT =

√

〈

(

〈I〉x − 〈I〉x,t

)2
〉

t

〈I〉x,t

(D.1)

Avec 〈I〉x la valeur moyenne dans la largeur, 〈I〉x,t la valeur moyenne dans la largeur et

dans le temps. σT est une fonction de y : le tracé de σT en fonction de y est considéré

dans la suite comme caractérisant le mélange le long du canal.

Résultats expérimentaux

La figure D.2 montre une image de fluorescence du dispositif où l’on distingue le canal

de mélange et les différents volumes qui se déforment sous l’action de la dispersion de

vitesses. La figure D.3 montre les profils de concentration le long du canal à trois instants

différents et la quantité σT tracé en semilog en fonction de la distance. Dans ce cas la

vitesse du fluide est v0 = 1, 9 mm/s et la fréquence de mélange est fm = 0,5 Hz.

µPompe
Eau DI

Fluorescéine

µPompe
Eau DI

Fluorescéine

Fig. D.2 – Image du dispositif.

Le profil de σT a été mesuré pour différentes valeurs de vitesses v0 (0,8 à 5,3 mm/s)

et de fréquences de mélange fm (0,5 à 2 Hz) (figure D.4) pour R=50 %. Il est apparu

que l’ensemble des profils décroissait d’abord de manière exponentielle pour ensuite se

stabiliser à une valeur de l’ordre de 10−2. Le tracé des σT en fonction du temps de mélange

t = y/v0 montre que toutes les courbes se superposent pour une même valeur de fm. La

pente ne dépend alors que de fm.

L’atténuation des oscillations est d’autant plus rapide que la fréquence de mélange

est grande. Ceci est tout à fait comforme à l’intuition : l’interpénétration des volumes

est d’autant plus rapide qu’ils occupent une petite portion du canal. Or chaque volume

de liquide occupe une distance dans le canal d’envirion d=v0/(2fm). En supposant un

dispositif qui pourrait générer une succession très rapprochée de liquides différents, le

mélange serait très rapide. En ce qui concerne notre dispositif, la fréquence maximum
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Fig. D.3 – (a) Profils de concentration le long du canal à trois instants différents. (b) σT

en fonction de la distance de mélange tracé en semilog. La vitesse du fluide est de v0 = 1, 7
mm/s et la fréquence de mélange est fm = 0,5 Hz.
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Fig. D.4 – σT en fonction du temps de mélange pour différentes vitesses d’écoulement v0

et de fréquence de mélange fm. Le rapport de mélange est de 50 %.
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fm(Hz) 0,5 1 2
v0/λ(s−1) 0, 35 ± 0.04 0, 71 ± 0.07 1, 55 ± 0.1

Tab. D.1 – Valeurs des pentes réduites v0/λ(s−1), déduites des mesures précédentes, en
fonction de la fréquence de mélange.

utilisable est d’environ 2 Hz. Au dessus, les volumes n’ont pas le temps de se former dans

le canal à cause du volume à l’intersection des canaux.

Plus qualitativement, on peut estimer la pente en approchant les courbes par la fonc-

tion Ae−y/λ. Le tableau D.1 donne les valeurs de v0/λ pour les différentes fréquences de

mélange. On observe une quasi dépendance linéaire de v0/λ en fonction de fm pour ces

trois points de mesures.

Comparaison avec le modèles de dispersion

Nous avons détaillé les différents régimes de dispersion de Taylor-Aris dans la partie

3 ainsi que leur limite de validité. Pour les dimensions de notre dispositif (w=300 µm,

h0 =32 µm et Dth = 3 10−10 m2/s), le régime à temps court est établi entre 0,15 s et 10,5

s (tableau 3.1). Dans le cas présent, le régime à temps court est pertinent (t<10 s).

Ce régime a été modélisé précédement (3.2.2) pour la dispersion d’une interface entre

deux liquides contenant une espèce diffusante. Nous avons affaire ici à une succession

d’interfaces séparées d’une distance d=v0/(2fm), chacune étant modélisable par la relation

3.7 et 3.8.
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Fig. D.5 – Simulation des données expérimentales de la figure D.3 grâce au modèle pré-
senté au chapitre 2.

La figure D.5 montre les oscillations résiduelles de la densité linéique de fluorescence

dans les mêmes conditions expérimentales que celles de la figure D.3. On observe un accord
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Fig. D.6 – Simulation de σT avec le modèle développé au chapitre 2 pour le régime à
temps court de Taylor-Aris.

quasi quantitatif étant donné que l’on a complètement ignoré les coins des canaux.

σT est estimé à partir de courbe comme celle de la figure D.5 : à chaque période

d’oscillation, l’amplitude des oscillations est mesurée par rapport à la moyenne égale à

0,5. Cette grandeur est égale à σT à un facteur multiplicatif près.

Sur la figure D.6, les σT sont tracés pour différentes conditions expérimentales (fm=0,5

à 2 Hz et v0=0,8 à 5 mm/s) correspondant à nos mesures. Si les données sont tracées en

fonction de yf
3/2
m /v0, les courbes se superposent : la distance caractéristique d’atténuation

des oscillations est proportionnelle à v0/f
3/2
m . Pour des raisons de dimension, la racine d’un

temps doit être multipliée à cette quantité pour être homogène à une distance. Un temps

caractéristique naturel est le temps de diffusion dans la hauteur h2
0/Dth. Ceci suggère que

la distance caractéristique est proportionnelle à v0/fm ×
√

Dth/(h2
0fm) 1.

Malgré les approximations de la détermination de σT dans la simulation et l’absence

de prise en compte des coins, le modèle du régime à temps court rend très bien compte

des mesures expérimentales. A la fois dans les simulations et l’expérience, la distance

d’atténuation des oscillations est proportionnelle à la vitesse de l’écoulement. Pour la

fréquence de mélange, la dépendance trouvée dans les simulations est compatible avec les

mesures. Si les données expérimentales de la figure D.4 sont tracées en fonction de yfn
m/v0

, les courbes se superposent pour n=1,3, valeur proche de 1,5 trouvée théoriquement.

1. Nous avons vérifié cette relation sur un ordre de grandeur pour chacune des variables Dth, h0, fm

et v0.
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Conclusion

La dispersion de Taylor-Aris a été mise en oeuvre ici pour réaliser des mélanges entre

deux liquides. Grâce aux micro-actuateurs, des volumes successifs de deux liquides sont

envoyés dans un microcanal : la dispersion de Taylor-Aris mélange les deux liquides.

Avec le critère de mélange σT qui mesure les oscillations résiduelles de concentration, une

distance de mélange de l’ordre de 0,75v0/fm a été trouvée expérimentalement.

Des simulations du régime à temps court de la dispersion de Taylor-Aris (3.2.2) ont

été réalisées montrant un bonne accord avec les mesures. La distance de mélange est

apparue proportionnelle à v0/f
3/2
m . Etant données les approximations de la simulation et

la précision des mesures, nos simulations sont compatibles avec les mesures.
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Annexe E

Fabrication du microsystème puce à

ADN

Le microsystème en PDMS est fabriqué à l’aide de la technologie MSL décrite dans le

premier chapitre. Pour finaliser la réalisation du microsystème intégrant la puce à ADN,

la suite du protocole se déroule comme suit :

Insertion du thermocouple

Le thermocouple de 80 µm de type K est glissé dans l’un des canaux d’actuation de la

µpompe 2. La condamnation d’une des trois vannes permet toujours le pompage selon un

cycle adapté. Après avoir maintenu le microsystème sous un vide faible durant 1 heure,

du PDMS mélangé avec du réticulant est versé au niveau de l’insertion. Le PDMS est

alors aspiré à l’intérieur du canal et le remplit totalement, évitant toutes bulles d’air. Le

système est alors réticulé durant 2 heures à 75°C.

Collage du microsystème sur la puce

Pour les supports fabriqués par la société Genescore, la procédure est la suivante :

1. Rinçage des surfaces de PDMS et de la lame de verre spotée à l’éthanol absolu puis

séchage à l’air.

2. Alignement de la chambre d’hybridation, à l’oeil ou sous binoculaire sur la zone

spotée préalablement repérée.

3. Mise au four durant 2 heures à 75°C.

Dans le cas d’autres supports (Schott ou CodeLink), le collage est plus délicat et

nécessite l’activation des surfaces par plasma O2 ou équivalent. Pendant cette étape, les

spots doivent être protégés :

1. Rinçage des surfaces de PDMS et de la lame de verre spotée à l’éthanol absolu puis

séchage à l’air.
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2. Masquage de la zone spotée par une couche de PDMS de taille comparable.

3. Passage au plasma des deux parties à coller.

4. Après avoir enlevé le masquage, alignement de la chambre d’hybridation, à l’oeil sur

la zone spotée préalablement repérée.

Préparation du microsystème

Suivant une procédure brevetée [19], le système comprenant la lame de verre spotée et

le thermocouple sont placés sous un vide partiel durant au moins 5 heures.

Procédure de remplissage

Dès la sortie du vide, les extrémités des canaux (réservoirs et sortie) doivent être

remplis avec du tampon. Le système se remplit alors tout seul. Les tubes de pression

activant les microactuateurs sont connectés.

Réchauffeur

Sur une lame de verre de 50 × 75 × 1 mm, les pistes d’or de 100 nm d’épaisseurs

sont réalisées par des techniques classiques de microfabrication : évaporation de 3 nm de

chrome et de 100 nm d’or puis attaque chimique localisée après masquage par une résine

positive des motifs.

Pour améliorer le contact thermique entre l’or des pistes et la lame de verre supérieure,

une fine couche de contacteur thermique (300 µm) recouvre les pistes. L’ensemble est

délicatement serré par des mâchoires disposées sur la platine (voir figure 4.6 A).

Précautions indispensables

Lors de changement de liquide dans les réservoirs, il est nécessaire de rincer celui-ci

pour éviter toute contamination. Généralement, un rinçage à la formamide pure suivi de

trois rinçages à l’eau désionisée sont effectués.
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Annexe F

Automate de régulation de

température

La fonction de régulation de la température se fait via un programme LabView. Une

carte National Instrument permet l’acquisition de la température par mesure directe de

la tension aux bornes du thermocouple. Ce signal est traité grâce au programme. La

commande de chauffage résultante est donnée à un circuit de puissance extérieure via la

même carte.

Le transfert de puissance se fait grâce à un relais statique (transistor darlington)

commandé par un signal carré de fréquence 30 Hz. C’est le rapport cyclique e du signal

qui contrôle la puissance dissipée à la résistance : e étant le rapport de temps où le relais

statique est fermé sur le temps total, une fraction e de la puissance maximale délivrable

(U2/R) est transmise à la résistance.

s
IP + ��

R
U

�
( )( )ss

K �� 11 ττ ++
��
e−

���	
� ��� 
�������� �
s
IP + ��

R
U

�
( )( )ss

K �� 11 ττ ++
��
e−

���	
� ��� 
�������� �
Fig. F.1 – Fonction de transfert de la modélisation du comportement thermique de la
plateforme microfluidique.

Pour stabiliser la température de la plate-forme microfluidique, nous avons modé-

lisé son comportement thermique sous forme d’une fonction de transfert. Le schéma F.1

montre les différents blocs de traitements. s est la variable de Laplace. La différence

entre la température mesurée Tmes et la température consigne TC est injectée dans un

intégrateur-proportionnel dont les paramètres (P et I) sont critiques pour le temps de

réponse du système et sa stabilité. Après écrêtage entre 0 et 1 du signal de commande,

le rapport cyclique e est envoyé grâce à la carte sur le relais statique qui transmet une
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Fig. F.2 – (a) mesure du comportement du système pour un échelon de température. (b)
simulation associée avec le modèle.

puissance eU2/R à la plate-forme. Une fonction de transfert modélise le comportement

de la plate-forme. Un retard T est inséré pour prendre en compte le temps de traitement

de l’ordinateur.

Les paramètres directement accessibles ont pour valeur R=12,3 Ω, U=10 V et T=0,11

s. Grâce à une modélisation réalisée sous Matlab Simulink, nous avons pu, par comparaison

avec des expériences, estimer les paramètres restants : K=28°C/W, τ1=120 s et τ1=4 s

(figure F.2).
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Fig. F.3 – Mesures de la régulation thermique pour les paramètres P et I optimaux.

Le modèle étant déterminé, les paramètres P et I ont été choisis pour diminuer le

temps de réponse, tout en ayant une erreur nulle et une surchauffe minimale. Nous avons
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trouvé que P=0,1 et I=0,0007 fournissaient les meilleurs résultats. La figure F.3 montre des

mesures de température pour ce réglage. L’erreur de température par rapport à la consigne

est nulle au bout de 60 s avec une surchauffe de 1,6°C. La stabilité en température est

meilleure que ±0, 05°C.
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Annexe G

Photoblanchiment et réaction

d’hybridation : critère de précision

Les fluorophores sont susceptibles de se détruire sous l’action de la lumière avec un

temps caractéristique proportionnel à l’intensité lumineuse, τb. Soit N∗ le nombre de fluo-

rophores fonctionnels hybridés sur la puce, N le nombre de fluorophores non-fonctionnels

hybridés sur la puce et NT le nombre total de site d’hybridation. En prenant en compte

la cinétique d’hybridation, supposée de Langmuir et le photoblanchiment, on obtient les

équations bilans suivantes :

Ṅ∗ = kaC(NT − N∗ − N) − kdN
∗ −

1

τb
S(t)N∗ (G.1)

Ṅ =
1

τb
S(t)N∗ − kdN (G.2)

Avec S(t) = 1 si l’échantillon est illuminé et 0 sinon. On suppose que les ouvertures

et fermetures du shutter sont rapides devant la cinétique du phénomène : on considère

seulement la valeur moyen de S en fonction du temps dans la suite. Le temps de photo-

blanchiment est alors redéfini par τ ′

b = τb/ 〈S〉.

Quatre termes adimensionnées N∗/NT , t(kaC +kd), kdτ
′

b et KaC sont nécessaires pour

décrire le comportement de l’équation G.2. Après résolution analytique, la figure G.1

montre les allures typiques des courbes pour différentes valeurs de kdτ
′

b pour KaC = 10.

L’erreur due au photoblanchiment est mesurée par l’écart relatif à la courbe sans photo-

blanchiment au temps 3/(kaC + kd). La figure G.1 montre l’erreur relative en logarithme

décimal pour différentes valeurs de kdτ
′

b et de KaC. On en déduit un critère simple,

confirmé analytiquement, pour lequel l’erreur est inférieure 5 % :

kaCτ ′

b > 100 (G.3)
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Fig. G.1 – A guache effet du photoblanchiment sur les mesures d’hybridation. A droite, er-
reur relative due au photoblanchiment pour différents paramètres. La courbe en pointillée
est le critère G.3.

181



Annexe H

Description des puces à ADN

utilisées

Sondes ADN

Grâce à la société Genescore, nous avons pu bénéficier de puces à ADN réalisées par

spotting sur des supports commerciaux propriétaires. Les sondes greffées sur les supports

sont des oligonucléotides synthétiques achetés auprès de la société IBA, qui sont fonction-

nalisés avec un groupement NH2 permettant le greffage covalent sur la surface. Le tableau

H.1 donne la séquence des sondes utilisées. Ces séquences correspondent à des fractions

de gènes de récepteur du glutamate chez la sourie Mus Musculus. Ces séquences ont été

choisies par Genescore selon les critères suivants :

• Température de fusion proche,

• Faible structure secondaire,

• Spécificité uniquement avec le gène considéré.

Séquence (5′ → 3′)

Sonde 1 NH2- GTGCCTCACGGTGGTTGCCATCACTGTCTTCATGTTCGAGTATTTCAGCC-3’

Sonde 1-R NH2- GTGGTTGCCATCACTGTCTTCATGTTCGAGTATTTCAGCC-3’

Sonde 1-M NH2- GTGCCTCACGGTGGTTGCCATCACGGTCTTCATGTTCGAGTATTTCAGCC-3’

Sonde 2 NH2- TTTTGAGATCTGGCTTCATTTCGACGCTGACGGAAGTGGTTACCTGGAAG-3’

Sonde 2-R NH2- TGGCTTCATTTCGACGCTGACGGAAGTGGTTACCTGGAAG-3’

Sonde 2-M NH2- TTTTGAGATCTGGCTTCATTTCGACTCTGACGGAAGTGGTTACCTGGAAG-3’

Sonde 3 NH2- AACGCCCATCTTAAAATCGACGCCTGTCTCTCCCCCATTGCTCTTACCAG-3’

Sonde 3-R NH2- TTAAAATCGACGCCTGTCTCTCCCCCATTGCTCTTACCAG-3’

Sonde 3-M NH2- AACGCCCATCTTAAAATCGACGCCAGTCTCTCCCCCATTGCTCTTACCAG-3’

Tab. H.1 – Séquence d’ADN sondes utilisée ici. Les préfixes -R et -M désignent respecti-
vement les oligos réduits de 10 bases, et modifiés d’une base (en gras).

182



Plan de puce

Le plan de puce est l’agencement des différents spots sur la surface de la lame de verre.

Il est constitué d’un motif de base que l’on répète plusieurs fois sur la puce. Pour notre

système microfluidique, le plan de puce devait répondre aux contraintes suivantes :

• Les lames de verre ont le format standard 25 ± 1 mm × 75 ± 1 mm .

• Le motif de base doit être inférieure à 1, 35 mm × 1, 35 mm (zone d’observation de

la caméra à l’objectif ×10).

• Le motif de base est répété au moins 9 fois en matrice 3 par 3,

• Le centre des motifs est positionné à 11 ± 1 mm et à 37, 5 ± 1 mm du coin de la

lame.

Deux plans de puce ont été réalisés, le motif ”Qualité” et ”SNP”. Ils sont décrits aux

tableaux H.3 et H.2. La figure H.1 montre les images de fluorescence des motifs après

hybridation.

∅ ∅ ∅ NH2 NH2 NH2

5µM Sonde 1 Sonde 2 Sonde 3 Sonde 1 Sonde 2 Sonde 3
10µM Sonde 1 Sonde 2 Sonde 3 Sonde 1 Sonde 2 Sonde 3
20µM Sonde 1 Sonde 2 Sonde 3 Sonde 1 Sonde 2 Sonde 3
40µM Sonde 1 Sonde 2 Sonde 3 Sonde 1 Sonde 2 Sonde 3

Tab. H.2 – Motif de base du plan de puce ”Qualité”, comprenant 6 × 4 spots. Chaque
ligne correspond à une concentration de spotting. Les ADN sondes des trois premières
colonnes ne sont pas fonctionnalisés NH2, contrairement aux trois dernières.

Cy3 Cy3
Sonde 3 Sonde 3-M Sonde 3-R
Sonde 2 Sonde 2-M Sonde 2-R
Sonde 1 Sonde 1-M Sonde 1-R

Cy3 Cy3

Tab. H.3 – Motif de base du plan de puce ”SNP”. Chaque case du tableau correspond
à un spot. l’interspot est de 200µm. La concentration de spotting est de 15 µM . Cy3
correspond à des sondes 2 marquées Cy3.

Protocole de greffage des puces Genescore

Le protocole de greffage et de spotting de la société Genescore se compose de 4 étapes,

décrites succinctement :

• La surface de verre est silanisée.

• Sur ces silanes possédant une fonction -SH, un PEG (PolyEthylèneGlycol) bi-fonctionnel

est greffé. Cette molécule va jouer le rôle d’espaceur entre le silane et l’ADN sonde.

• Des oligos sondes modifiés -NH2 sont spottés sur la lame de verre. Ils réagissent avec

l’extrémité libre fonctionalisée -NHS du PEG, assurant ainsi un greffage covalent.

• Les sites -NHS du PEG qui n’ont pas réagi sont passivés (capping).
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Fig. H.1 – Images réalisées après hybridation pour les deux plans de puce utilisés : (a)
”Qualité”et (b) ”SNP”. L’abscence du spot sondes 1-M sur la photo (b) est due à l’abscence
de greffage des sondes.

Les lames sont alors prètes à être utilisées.

Silanisation

Des lames de verre au format 25 mm × 75 mm du commerce (Gold Seal, VWR)

sont nettoyées avec un mélange Piranha (acide sulfurique/eau oxygénée 350mL/150mL)

pendant 15 min. Après plusieurs rinçages à l’eau MilliQ, un dernier rinçage au méthanol

est effectué pendant 5 min.

Pour 10 lames, 5,32 mL de silane 3-Mercaptopropyl-triméthoxysilane (Aldrich n°17,561-

7) est ajouté au dernier moment dans une solution contenant 250 mL de méthanol, 2,13

mL d’acide acétique et 10,6 mL d’eau MilliQ. Les lames sont alors plongées dans la solution

pendant 4 heures à température ambiante.

Après plusieurs rinçage au méthanol, les lames sont séchées et mises au four à 100°C
pendant une nuit. Les lames sont alors stockées dans une bôıte propre.

Greffage du PEG (espaceur)

Dans 200 µL de tampon PBS 1X, 0,75 mg de PEG bi-fonctionnel (NHS-PEG-VS) de

masse moléculaire 3400 g/mol (Shearwater Polymers) est rajouté. L’ensemble est déposé

sur la lame de verre silanisée à température ambiante pendant 45 min. Un film de parafilm

est placé sur la lame pour diminuer l’évaporation.

Après deux rinçages à l’eau MilliQ, les lames sont séchées à la centrifugeuse (5 min à

800 tr/min). Les groupements -NHS étant très sensibles à l’humidité, le spotting doit se

faire le plus tôt possible après cette étape.
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Spotting des oligonucléotides

Le spotting est une technique de dépôt local d’oligonucléotides à l’aide d’une pointe

creuse venant au contact avec la lame de verre. La taille des spots est typiquement de

100 µm de diamètre. Nous avons utilisé le spotteur Biorobotics Microgrid II avec les

réglages habituels utilisés par Genescore. Le tampon de spotting est 150 mM de tampon

phosphate à pH=8,3. La concentration typique d’oligonucléotides sondes est de 10 µM .

Passivation des sites de greffages encore actifs.

Les groupements -NHS des PEG qui n’ont pas réagis sont passivés par une petite

amine (éthanolamine, E-9508, Sigma Aldrich). Pour un volume final de 1 L complété par

de l’eau MilliQ, la solution de passivation contient 200 mL de Tris-HCl 0,5 M pH=9 et 3

mL d’éthanolamine. Les lames sont mises en contact avec cette solution pendant 30 min

à 50°C puis rincées deux fois à l’eau MilliQ.

Un rinçage avec une solution contenant 4X SSC et 0, 1% SDS préalablement chauffée

à 50°C est effectué à température ambiante pendant 30 min. Après deux rinçages à l’eau

MilliQ, les lames sont séchées à la centrifugeuse. Elles sont prètes à l’emploi et doivent

être stockées à l’abrit de la lumière.
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Annexe I

Résultats des dosages d’allèles sur

des échantillons sanguins

Grâce au travail de Paul Kauffmann et de Marie-Claude Potier, le protocole biologique

décrit au paragraphe 6.4 a pu être réalisé et optimisé. A la fin de ce protocole, une quantité

significative d’ADN simple brin marqués Cy3 d’environ 200 bases de long est suspendue

dans la solution d’hybridation décrite précédemment.

Suivant le protocole décrit au paragraphe 6.2.2, les expériences ont d’abord été réalisées

à 35°C. Le signal d’hybridation était alors trop faible et la température d’hybridation a

été baissée à 30°C, fournissant ainsi un signal suffisant.

La région contenant le SNP rs722557 (tableau 6.2) a été spécifiquement amplifiée pour

4 patients différents de génotype TT, CTT, CCT et CCC. Le tableau I.1 montre pour

chaque patient le résultat du dosage réalisé dans le dispositif microfluidique (exprimé par

C/(C + T )%) en fonction du génotype déterminé par RFLP et séquençage. On remarque

que la précision de la méthode est maintenue sur des échantillons biologiques issus direc-

tement de patients trisomiques.

Génotype C/(C + T )%

TT 0%

CTT 37 ± 7%

CCT 65 ± 7%

CCC 98 ± 2%

Tab. I.1 – Comparaison entre le génotype déterminé par RFLP et séquençage et le pour-
centage C/(C +T )% dterminé par la méthode présentée au paragraphe 6.4. Cette mesure
permet une détermination sans ambigüıté du génotype.

Cette méthode qui montre ici sa robustesse, permet de déterminer sans ambigüıté le

génotype du patient. De plus les échantillons des quatre patients ont été mesurés sur le

même dispositif, après un rinçage approprié, sans montré de contamination croisée.
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En conclusion cette méthode a été validée ici sur des échantillons biologiques et permet

le dosage d’allèle à une précision de ±10% et ceci en 30 min sur un dispositif réutilisable

au moins 20 fois. Il reste à valider la possibilité de doser plusieurs allèles simultanément,

performance qui semble tout à fait accessible à la vue de l’étude détaillée des résultats

expérimentaux. Potentiellement, ce dispositif pourrait doser simultanément 250 allèles.

Cette méthode convient tout à fait à la problèmatique de l’IGH de Montpellier et est

comparable aux différentes méthodes existantes [125, 137,138].
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Allèle, 110, 186

Approximation du plus proche voisin, 87

Canaux de section arrondie, 43
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Intégration de puce à ADN dans un microsystème fluidique

Ce travail de thèse présente la conception et la réalisation de dispositifs microfluidiques en PDMS (Poly-

diméthylsiloxane) pour l’intégration d’analyses biologiques. Dans un premier temps, des outils microflui-

diques sont construits et améliorés dans ce but : une méthode de pompage passif et de mise en oeuvre

du PDMS a fait l’objet d’un dépôt de brevet. Les micro-pompes, éléments clés d’une intégration poussée,

sont étudiées expérimentalement et théoriquement, menant à un modèle prédictif basé sur une équiva-

lence électrique. Ce travail a été publié dans Journal of Applied Physics. La dispersion hydrodynamique,

diluant les échantillons lors de leur transport est caractérisée. De cette analyse, une nouvelle méthode de

génération de gradients de concentration est conçue et testée expérimentalement. Fort de ces développe-

ments, une plate-forme microfluidique originale intégrant des puces à ADN est fabriquée en une version

de laboratoire et une version portable. Grâce à ce dispositif, les connaissances de la réaction d’hybridation

sur une surface, base des puces à ADN, sont complétées par des mesures comparées de courbes de fusion

et un modèle de couplage réaction-diffusion-advection est étendu expérimentalement au cas des puces

à ADN. Finalement dans le cadre d’une collaboration avec l’IGH (Institut de Génétique Humaine) de

Montpellier, deux méthodes originales de dosage d’allèles pour la trisomie 21 sont testées et des expé-

riences sur des échantillons biologiques sont en cours de préparation. En conclusion, cette thèse a donné

lieu au dépôt d’un brevet et à la publication de deux articles. Elle aura abouti à la mise en oeuvre de mé-

thodes et approches originales basées sur la technologie microfluidique, appliquées à différents domaines

(dispersion, pompage, puce à ADN).

Mots clés :
puce à ADN, microfluidique, micropompe, dispersion de Taylor-Aris, hybridation, PDMS

DNA microarrays Integrated in a Microfluidic Device

This thesis deals with the design and the fabrication of microfluidic devices in PDMS (Polydime-

thylsiloxane) for biological applications. A microfluidic environment is first fabricated and basic tools are

improved : a passive method that enables drawing up liquids in PDMS micro-channels is presented and

was patented. Micro-pumps, a key element for complex architecture are studied from both an experimen-

tal and a theoretical point of view. Thanks to this study, performances are improved and a predictive

model based on an electronic equivalence is described (published in Journal of Applied Physics). Be-

sides, hydrodynamic dispersion that leads to unwilling dilution of analyte during transport is studied

for the particular case of micro-channels. From this study, a new method of production of concentration

gradients is both theoretically and experimentally described. From this work, an original microfluidic

plate-form that integrates DNA microarrays in a precisely controlled environment in term of tempera-

ture, micro-flow and real time measurements is described. Thanks to this new set up, DNA hybridization

on chip and under bulk conditions are compared and results complete recent developments on the physic

of hybridization on chip. Moreover, a model that describes the coupling phenomena of reaction-diffusion-

advection is experimentally extended to DNA microarrays. Finally in collaboration with IGH (Institut

de Génétique Humaine) in Montpellier, two new methods that measure allele ratio for the genetic disease

”Down syndrome”are tested experimentally and experiments on biological samples are under process. As

a conclusion, new microfluidics devices are presented here leading to original approaches for biological

applications.

Key words :
DNA microarray, microfluidics, micropump, Taylor-Aris dispersion, hybridization, PDMS
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